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RESUMO

Cianobactérias vém sendo apontadas como um dos maiores problemas ambientais
relacionados a agua doce. Esses micro-organismos formadores de floracdes e
potencialmente toxicos estdo relacionados a perda da qualidade da agua e até a
problemas de saude em seres humanos. Alta afinidade por nitrogénio, estratégias para
estocagem de fosforo e a capacidade de ajustarem sua posi¢cao na coluna d’agua sao
algumas vantagens competitivas das cianobactérias sobre outros componentes do
fitoplancton. Mais recentemente, a ocorréncia de processos de comunicacdo quimica,
como alelopatia e quorum sensing, vém sendo apontados como vantagens
competitivas alternativas das cianobactérias. Desta forma, os objetivos do presente
trabalho foram: (1) verificar se as espécies Cylindrospermopsis raciborskii e
Microcystis aeruginosa interagem quimicamente e se situacdes de estresse por
competicdo e luz influenciam nessa interacéo; (2) verificar como a competicéo entre C.
raciborskii e M. aeruginosa pode alterar a morfologia de M. aeruginosa, através da
formacéo de colbnias, aléem de avaliar o papel da co-evolugdo neste processo. Para
tal, experimentos em laboratério foram executados adicionando-se exudatos de
culturas de C. raciborskii e M. aeruginosa, sob diferentes condicbes, em ambas as
espécies como alvo. Os resultados apontaram que as cepas de C. raciborskii (CYRF)
e M. aeruginosa (MIRF) provenientes do Reservatorio do Funil (RJ) apresentaram um
maior nimero de respostas as interacdes quimicas do que cepas provenientes de
outros locais. CYRF em estresse por competicdo produziu possiveis aleloquimicos
capazes de inibir o crescimento de MIRF, enquanto MIRF quando cultivada sob
estresse por luz (25 pmol fétons m?s™) produziu aleloquimicos capazes de inibir o
crescimento de CYRF. Ambas as cepas também demonstraram a habilidade de se
comunicarem por quorum sensing. Essa comunicagdo em CYRF induziu a inibi¢cdo do
seu proprio crescimento, enquanto que em MIRF induziu a formag¢do de colbnias.
Quando a formacdo de colénia em M. aeruginosa foi testada, foi observado uma
possivel producdo de moléculas para a formagédo de colénias em MIRF engatilhada
pela competicdo com diferentes cepas de C. raciborskii, e ndo somente com CYRF.
Os resultados apontaram também que, dentre dez cepas de M. aeruginosa testadas,
somente MIRF foi capaz de formar col6nias quando em contato com o exudato da
competicdo entre CYRF e MIRF. Desta forma, o sinal para formag&do de colbnia foi
apontado como cepa-dependente, indicando a importancia do papel da co-evolugdo
nas interacdes quimicas entre cianobactérias. Os resultados encontrados sugerem

que interacBes quimicas intra e interespecificas podem desempenhar importante



papel, ainda que pouco explorado, na dominancia e substituicdo de espécies de

cianobactérias.

Palavras-chave: alelopatia, guorum sensing, Microcystis aeruginosa,

Cylindrospermopsis raciborskii, competicéo, luz.



ABSTRACT

The role of chemical interactions in occurrence and dominance of bloom forming

cyanobacteria

Cyanobacteria have been pointed as one of the main problems in freshwater systems.
These blooming microorganisms are potentially toxic and their occurrence have been
directly related to the lost of water quality and human health problems. High nitrogen
affinity, strategies to storage phosphorus and the ability to adjust their position in the
water column are some competitive advantages of cyanobacteria over other
phytoplankton components. Recently, mechanisms of chemical communication, such
as allelopathy and quorum sensing, have been indicated as an alternative advantage of
cyanobacteria. The aim of this study was: 1. to evaluate if Cylindrospermopsis
raciborskii and Microcystis aeruginosa can interact chemically, and if stressed
conditions caused by competition and light can interfere in this relationship; 2. to
evaluate how the competition between C. raciborskii and M. aeruginosa can induce
morphological variation (colony formation) in M. aeruginosa and how the role of co-
evaluation. Laboratory experiments were performed and exudates from C. raciborskii
and M. aeruginosa, cultivated in different conditions, were added to the same species
as target. The results revealed that the strains of C. raciborskii (CYRF) and M.
aeruginosa (MIRF), isolated from Funil Reservoir (RJ), showed more responses to
chemical interactions than the strains from different places. When CYRF was grown in
regular light (100 umol quanta m?s™) and stressed by competition, this strain produced
allelochemicals that inhibited the growth of MIRF, while MIRF cultivated in light stress
(25 pmol quanta m?s™) produced allelochemicals that inhibited the growth of CYRF. It
was also observed that both strains have the ability to communicate by quorum
sensing. This communication induced growth self-inhibition in CYRF, while it induced
colony formation in MIRF. When colony formation was evaluated, the production of
inducible molecules to colony formation in MIRF was triggered by the competition with
different strains of C. raciborskii, and not only by the competition with CYRF. The
results also showed that, among ten strains of M. aeruginosa, only MIRF was able to
form colonies when in contact with exudates from competition between CYRF and
MIRF. The colony formation signal was pointed as strain-dependent, highlighting the
importance of the co-evolution in chemical interactions among cyanobacteria. These
results suggest that chemical interactions among species can play an important role,

still unexplored, in the dominance and successional pattern of species.



Keywords: allelopathy, quorum sensing, secondary metabolites, Microcystis
aeruginosa, Cylindrospermopsis raciborskii, competition, light.
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INTRODUCAO GERAL

As cianobactérias sdo organismos unicelulares, coloniais ou filamentosos,
procariotos e autotroficos fotossintetizantes (REYNOLDS, 2006). Estes micro-
organismos sdo considerados os mais antigos produtores de oxigénio na superficie da
Terra (SCHOPF, 2000). Juntamente com outras microalgas, as cianobactérias sao
importantes componentes do fitoplancton, contribuindo com grande parte da
produtividade primaria nos ecossistemas aquaticos. Alguns grupos de cianobactérias
sdo capazes de produzir diversos metabdlitos secundarios com atividade bioldgica,
como uma vasta gama de toxinas potentes, chamadas cianotoxinas, que podem afetar
a biota dos sistemas em que vivem. Contudo, a funcdo ecoldgica dessas toxinas ainda
néo esta clara (CARMICHAEL, 1992; KAEBERNICK e NEILAN, 2001; SCHATZ et al.,
2007; CAMACHO, 2008).

A proliferacdo excessiva desses micro-organismos é denominada floragéo. As
cianobactérias formadoras de floracdes representam hoje um dos mais graves
problemas nos sistemas de agua doce do mundo. Flora¢des de cianobactérias estéo,
na maioria dos casos, diretamente relacionadas com mudangas ambientais causadas
pelo homem, como a eutrofizacdo artificial de ambientes aquaticos (enriquecimento
excessivo do ambiente com nutrientes, principalmente fésforo e nitrogénio) (BOUVY et
al., 2000; AZEVEDO et al., 2008). Sua proliferacdo excessiva pode levar a perda da
gualidade da agua (alteracbes no seu odor e sabor), mudancas na cadeia tréfica,
perda de diversidade, mortandade de peixes e animais domésticos e até problemas de
saude relacionados aos seres humanos (CARMICHAEL et al., 2001; PAERL et al.,
2001; PAERL e HUISMAN, 2009). Ao estudar a ecologia de cianobactérias, busca-se
obter ferramentas para a melhor compreensdo da ocorréncia desses organismos,

assim como fatores chave para o entendimento e manejo de floracdes.

Algumas caracteristicas como alta afinidade por nitrogénio (SMITH, 1983;
BLOMQVIST et al., 1994), estratégias para estocagem de fésforo (PETTERSON et al.,
1993) e a capacidade de ajustarem sua posicdo na coluna d’agua por meio de
aerdotopos (REYNOLDS et al., 1987; BORMANS et al.,, 1999) sdo consideradas
vantagens competitivas das cianobactérias sobre outros componentes do fitoplancton.
Essas vantagens sdo apontadas como fatores relacionados com as floracdes de
cianobactérias, embora diversas varidveis bidticas e abibticas geralmente atuem em
sinergia. Mais recentemente, a comunicagdo quimica entre esses micro-organismos
vem sendo apontada como uma vantagem alternativa para as cianobactérias
formadoras de floracdes (FIGUEREDO et al., 2007; SHARIF et al., 2008). Dentre os
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processos de comunicagcdo quimica entre micro-organismos, alelopatia e quorum
sensing tém recebido especial atencdo, e ambos sdo mediados pela producdo de
metabdlitos secundarios (IAS, 1996; WATERS e BASSLER, 2005). As cianobactérias
tém sido identificadas como um importante grupo produtor de metabdlitos secundarios
bioativos (SINGH et al., 2005), embora seu papel ecolégico e mecanismos
relacionados com sua producdo sejam ainda pouco abordados. Mais de 550
metabdlitos secundarios de cianobactérias foram relatados, dos quais muitos
apresentaram bioatividade (TAN, 2007). As cianotoxinas sdo 0 mais importante grupo
de metabdlitos secundéarios produzidos por cianobactérias e vém sendo
extensivamente estudadas nos ultimos 20 anos devido ao risco que oferecem a salde
humana (LEFLAIVE e TEN-HAGE, 2007). Entretanto, dentre 0s compostos
metabdlicos secundarios produzidos por cianobactérias, bem menos estudados do que
as cianotoxinas, estdo 0os compostos nao-téxicos com possivel atividade antibidtica
(WELKER et al., 2004; LEFLAIVE e TEN-HAGE, 2007). Esses compostos foram
classificados por LEFLAIVE e TEN-HAGE (2007) como compostos alelopaticos e
juntamente com as toxinas foram chamados de compostos aleloquimicos. Nesse
trabalho, o efeito de compostos alelopéaticos e cianotoxinas foram confrontados e
apontou-se que, em muitos estudos, o efeito de toxinas purificadas sobre outros
organismos sO € observado quando concentracdes acima dos limites geralmente
encontrados no ambiente sdo utilizadas, sendo essa uma das razbes de diversos
autores excluirem a hipétese de um papel alelopatico das cianotoxinas. Além disso, foi
relatado por LEFLAIVE e TEN-HAGE (2007) que extratos celulares contendo toxinas e

compostos alelopaticos sao usualmente mais téxicos do que toxinas purificadas.

A alelopatia é caracterizada como qualquer processo envolvendo metabdlitos
secundarios produzidos por plantas, algas, bactérias e fungos que influencie o
crescimento e desenvolvimento de outro sistema biolégico (IAS, 1996). Processos
alelopaticos em sistemas terrestres sdo mais comuns e melhor compreendidos do que
em sistemas aquaticos. Embora o papel da alelopatia em sistemas aquaticos seja
ainda pouco compreendido e estudos sobre o efeito dessas interagcdes entre
cianobactérias sejam ainda escassos (LEGRAND et al., 2003), aleloquimicos tém sido
apontados por desempenhar um importante papel na variabilidade planctbnica,
competicdo e formacdo de floracbes (RENGEFORS e LEGRAND, 2001; GROSS,
2003; FIGUEREDO et al., 2007). Em um trabalho pioneiro, KEATING (1977) apontou a
alelopatia como fator para explicar a sequéncia de floracdes de cianobactérias no
Lago Linsley, em que filtrados de culturas das espécies dominantes inibiram o

crescimento das espécies precursoras das floracdes. De maneira semelhante, efeitos
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alelopéticos de cianobactérias foram apontados como fator de contribuicdo para a
dominancia de cianobactérias do lago Neusiedlersee (SCHAGERL et al., 2002), no
qual o método de difusdo em placa foi utilizado e apontou forte efeito alelopético da
cianobactéria Nostoc muscorum sobre o crescimento de outras cianobactérias e
microalgas. SUIKANNEN et al. (2004, 2005, 2006) também desenvolveram estudos
sobre o0 papel da alelopatia na dominancia de cianobactérias no mar Baltico. No
primeiro estudo, os autores relataram os efeitos inibidores de filtrados provenientes de
culturas das espécies de cianobactérias provenientes do mar Baltico (Anabaena
lemmermanni, Aphanizomenon flos-aquae e Nodularia spumigena) sobre o
crescimento de microalgas coexistentes. JA no trabalho mais recente, os autores
mostraram que o efeito alelopatico das culturas de A. flos-aquae e N. spumigena nao
foi relacionado a toxina purificada nodularina, mas sim ao filtrado utilizado, nédo
atribuindo os efeitos de inibicdo as cianotoxinas. O efeito de metabdlitos secundarios
de cianobactérias em outras cianobactérias e microalgas também foram reportados
por PUSHPARAJ et al. (1998), SCHLEGEL et al. (1998), GANTAR et al. (2008),
OBERHAUS et al. (2008) e LEAO et al. (2009). Na maioria dos trabalhos, os efeitos
dos metabdlitos secundarios foram a inibicdo da fotossintese e do crescimento das
espécies alvo. Contudo, além de efeitos diretos no crescimento de outras algas,
metabdlitos produzidos pela cianobactéria Anabaena flos-aquae causaram paralisia na
alga verde Chlamydomonas (KEARNS e HUNTER, 2001). Em PUSHPARAJ (1998),
extracbes de biomassa da cianobactéria Nodularia harveyana em acetona foram
realizadas para obtencdo de metabdlittos secundéarios e, além do efeito em outros
componentes do fitoplancton, foi relatada acdo antibidética em bactérias, fungos,
rotiferos e crustaceos. Efeitos de metabdlitos secundarios de cianobactérias sobre
macrdfitas também ja foram descritos, e indicaram a inibicAo do crescimento da
macrofica Lemna gibba pelo metabdlito secundario cianobacterina (GLEASON e
CASE, 1986) e da angiosperma aquatica Spirodela polyrhiza por antibiéticos
provenientes de Oscillatoria sp. (CHAUHAN et al, 1992). Como descrito,
aleloquimicos de cianobactérias podem causar efeitos diretos sobre seus potenciais
competidores, como a diminuicdo da eficiéncia fotossintética ou morte e/ou excluséo
da vizinhanca (LEFLAIVE e TEN-HAGE, 2007). Embora esses sejam os efeitos mais
comumente reportados, mudancgas na morfologia de organismos fitoplancténicos como
resultado do efeito de aleloquimicos de um competidor fotoautotréfico foram
reportadas recentemente ( MULDERIJ et al., 2005; LEFLAIVE et al., 2008). Dados da
literatura vém mostrando que o efeito de metabdlitos secundarios em predadores e
competidores, entretanto, estdo muito relacionados com o organismo alvo, e 0s
resultados ndo podem ser generalizados (LEFLAIVE e TEN-HAGE, 2007).
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Quorum sensing € um mecanismo de comunicacdo quimica célula-a-célula
utilizado por micro-organismos emediado por moléculas auto-indutoras (metabolitos
secundarios), agindo sobre o0s organismos produtores quando a densidade
populacional destes se é aumentada(READING e SPERANDIO, 2006; STRAIGHT &
KOLTER, 2009). Esse processo desempenha funcdo central na fisiologia e
desenvolvimento dos micro-organismos (WATERS e BASSLER, 2005), e ja foi
relatado como responsavel por coordenar diversas funcdes em populacbes de
bactérias (STRAIGHT e KOLTER, 2009), como por exemplo: sinalizar o crescimento
exponencial conjunto de populacdes (FEDERLE e BASSLER, 2003), induzir a
expressdo de genes para bioluminescéncia em Vibrio fischeri (NEALSON e
HASTINGS, 1979) e alterar a morfologia celular de Myxococcus xanthus, produzindo
corpos de frutificacdo (DWORKIN, 1963). A comunicagdo por quorum sensing € um
mecanismo bem descrito para bactérias, em que as moléculas envolvidas e seu papel
na ecologia dos micro-organismos produtores é conhecido (STRAIGHT e KOLTER,
2009). Para cianobactérias, entretanto, pouco é conhecido sobre esse mecanismo.
Sabe-se que o sinal de quorum sensing mais extensivamente estudado, a molécula N-
acil-homoserina lactonas (AHLSs), foi detectado em culturas axénicas da cianobactéria
Gloeothece (SHARIF et al., 2008). A acumulacdo de AHLs também foi detectada na
biomassa da cianobactéria Anabaena sp. (ROMERO et al., 2008). Nesse estudo,
maior quatidade de AHLs foi encontrada durante a fase exponencial do crescimento de
Anabaena sp., desaparecendo abruptamente no comeco da fase estacionaria. Em
ambos os estudos, a funcéo e contexto ecoldgico da molécula sinalizadora de quorum

sensing, entretanto, ndo foram esclarecidos.

A producdo de aleloquimicos pode ser afetada por uma série de fatores
(LEGRAND et al., 2003). A quantidade de compostos alelopaticos liberados pode ser
dependente da densidade da alga produtora e do pH (SCHMIDT e HANSEN, 2001),
da temperatura e da luz (GRANELI e SALOMON, 2010). Para certas espécies de
microalgas, compostos alelopaticos somente sdo produzidos e excretados no meio
quando as células se encontram sob algum estresse, como por nutrientes (GRANELI e
JOHANSSON, 2003), salinidade e luz (GRANELI e SALOMON, 2010). Mesmo em
espécies onde a producgdo de aleloquimicos é iniciada sem a agédo de algum estresse,
a quantidade de aleloquimicos produzidos pode aumentar muitas vezes sob essas
condicdes (GRANELI e SALOMON, 2010). Com relagdo aos fatores que podem
influenciar a producéo de moléculas sinalizadoras de quorum sensing, sabe-se que a
sobrevivéncia de uma populacdo de micro-organismos esta relacionada a capacidade

de responder as mudancas ambientais, adaptando-se ao ambiente (STRAIGHT e
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KOLTER, 2009). Os mesmos autores afirmam que essa capacidade de responder
conjuntamente a mudancas ambientais € dada por moléculas sinalizadoras de quorum
sensing. Desta forma, a produgdo de moléculas de quorum sensing pode ser
influenciada por mudangas ambientais significativas para a populagédo em questéo.

No Brasil, Cylindrospermopsis e Microcystis estdo entre os géneros de
cianobactérias formadores de floracdes mais comuns (HUSZAR e DA SILVA, 1999).
Cylindrospermopsis raciborskii € uma cianobactéria filamentosa, com capacidade de
fixar nitrogénio em células especializadas (heterdcitos), presenca de células de
resisténcia (acinetos) e elevada afinidade por fosforo (PADISAK, 1997) (Fig. 1). Na
tltima década, houve um aumento no interesse da compreensao da ecologia e dos
fatores promotores da ocorréncia de C. raciborskii. Isso se deu devido a elucidagéo do
seu potencial de produzir toxinas, formar floragbes, e pela sua rapida expanséo
geogréafica reportada pelo aumento do numero de relatos de sua ocorréncia em
ecossistemas continentais de regifes tropicais, subtropicais e temperadas (PADISAK,
1997; BRIAND et al.,, 2002). C. raciborskii vem sendo descrita como espécie com
baixo requerimento por luz (PADISAK, 1997), com capacidade de se adaptar a
ambientes com baixa disponibilidade luminosa (BOUVY et al., 2000). O crescimento
otimo para essa espécie foi registrado a intensidades luminosas mais baixas (por volta
de 400 pmol fétons m?s™) quando comparado com o crescimento da mesma a
intensidades luminosas mais altas (por volta de 2000 pymol fétons m?s™) (SOARE, et
al., 2009). Ja para a espécie Microcystis aeruginosa, 0s mesmos autores relataram
formacédo de floragBes a condi¢cbes luminosas mais elevadas (por volta de 2000 pmol
fotons m?s™). Além disso, a capacidade de se ajustar na coluna d’agua por meio de

aerétopos (REYNOLDS et al., 1987;

ﬁ@c‘;—;l BORMANS et al., 1999) e a habilidade de

provocar auto-sombreamento evitando
€ assim a fotoinibicio (ROBARTS e
\ ZOHARY, 1984) podem ser vantagens
! competitivas de M. aeruginosa com relacdo
!

a variavel luz. M. aeruginosa € uma
cianobactéria colonial capaz de formar
colénias flutuantes, usualmente
Figura 1. Filamentos de Cylindrospermopsis microscopicas, apresentando fina camada
raciborskii. Seta indica hetercito de mucilagem e alta densidade de células
(KOMAREK et al., 2002) (Fig. 2). A espécie

existe principalmente sob forma colonial em condicbes naturais e como células
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isoladas quando cultivada sob condic6es controladas em laboratério (BOLCH e
BLACKBURN, 1996). Essa mudanca na morfologia sugere que fatores responsaveis
pela forma colonial tipica estdo ausentes nos meios de cultura e presentes em

ambientes naturais.

a8 @ ) %
iy N ) )
W G ”“&'&."g = R

Figura 2. Colbnias (a) e células isoladas (b) de Microcystis aeruginosa

Alelopatia foi uma das razdes para explicar o sucesso de C. raciborskii em
Lagoa Santa, localizada no cerrado brasileiro (FIGUEREDO et al., 2007). Os autores
realizaram experimentos utilizando exudatos do fitoplancton natural da lagoa em que
C. raciborskii vem dominando nas Ultimas décadas e de linhagens isoladas de C.
raciborskii. Os exudatos foram adicionados a diferentes espécies, as quais
apresentaram fortes efeitos de inibicho em suas atividades fotossintéticas. A
capacidade alelopatica também foi reportada para M. aeruginosa (SINGH et al., 2001),
em que a inibicdo do crescimento de algas verdes e cianobactérias foi relatada quando
estas entraram em contato com extrato aquoso bruto de floragdo de Microcystis.
Microcistinas, uma das principais cianotoxinas produzidas por M. aeruginosa
(CARMICHAEL, 1992), também ja foram relatadas com atividades alelopaticas sobre
macrdfitas, induzindo a inibicao do crescimento, diminuicdo na producao de oxigénio e
mudancas no padrdo de pigmentacdo da macroéfita (PFLUGMACHER, 2002). A
capacidade de se comunicar por quorum sensing ainda nado foi reportada para o
género Cylindrospermopsis. Para Microcystis, no entanto, foi sugerida a producdo de
um sinal ainda desconhecido, como a capacidade de interferir na divisdo celular dos
organismos produtores, resultando em inibicdo do crescimento e tendéncia a
agregacao celular (SANTOS, 2009).

As espécies C. raciborskii e M. aeruginosa sao as principais cianobactérias que
ocorrem no Reservatério do Funil (RJ — Brasil). Este € um sistema eutréfico com
intensas floragbes de cianobactérias: enquanto M. aeruginosa aflora nos meses de
verdo, C. raciborskii € a principal espécie ao longo do ano (SOARES et al., 2009).
Desta forma, o objetivo geral do presente trabalho foi buscar compreender se as
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interagBes quimicas podem desempenhar algum papel na dominancia e substituicao
de cianobactérias téxicas no Reservatério do Funil. A hip6tese € que além das
variaveis tradicionalmente apontadas como direcionadoras da ocorréncia de
cianobactérias, alelopatia e quorum sensing podem ser mais um mecanismo envolvido
nas complexas interacbes que ocorrem entre esses micro-organismos. Para tal,
experimentos em laboratério foram realizados com os seguintes objetivos especificos:
(1) verificar se as espécies C. raciborskii e M. aeruginosa interagem quimicamente e
se situacBes de estresse por competicdo e luz influenciam nessa interacdo; (2)
verificar como a competicdo entre C. raciborskii e M. aeruginosa pode alterar a
morfologia de M. aeruginosa, afetando a formacao de coldnias, além de avaliar o papel
da co-evolugdo neste processo. Esses objetivos foram divididos em dois capitulos que

serdo apresentados neste estudo.



Capitulo 1
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CAPITULO 1

FATORES PROMOTORES DE INTERACOES QUIMICAS ENTRE
CIANOBACTERIAS

ASPECTOS TEORICOS, OBJETIVOS E HIPOTESES

Como descrito anteriormente, muitos fatores podem afetar a producdo de
metabdlitos secundarios. Com relacdo a densidade dos organismos nas interacdes
quimicas, a forca do efeito de metabdlitos secundarios na espécie alvo € dependente
da densidade tanto da espécie produtora, quanto da espécie alvo; em que maior
densidade da espécie produtora resulta em efeitos mais expressivos, e maior
densidade da espécie alvo resulta em efeitos menos expressivos (LEFLAIVE e TEN-
HAGE, 2009; STRAIGHT e KOLTER, 2009). Com relacdo a luz, resultados
contraditorios tém sido observados. Tanto baixas intensidades luminosas (LEFLAIVE e
TEN-HAGE, 2009; GRANELI e SALOMON, 2010) quanto altas (WIEDNER et al.,
2003; DYBLE et al., 2006) ja foram registradas como relacionadas ao aumento da
producdo de metabdlitos secundarios. Além disso, a producdo desses metabdlitos pela
microalga Prymnesium parvum foi descrita como ndo dependente da luz (RAHAT e
JAHN, 1965), ou mesmo com a luz como fator essencial para a producédo (SHILO,
1967).

O objetivo geral deste capitulo é avaliar a presenca de interagdes quimicas
entre C. raciborskii e M. aeruginosa, e como elas podem ser influenciadas por
alteracdes bidticas (densidade dos organismos) e abidticas (luz). Os objetivos
especificos sdo: 1) testar o efeito da presenca de um potencial competidor em
diferentes densidades na atividade alelopatica das duas espécies e 2) testar o efeito
de diferentes intensidades luminosas nas interagbes entre C. raciborskii e M.
aeruginosa. Com base nos dados da literatura e no padrao de sucessdo de espécies
observado no Reservatoério do Funil, a hipotese é que ambos os fatores podem afetar
a producdo de substancias quimicas, afetando diretamente os mecanismos de
comunicacdo entre as espécies. Desta forma, maiores densidades da espécie
produtora resultariam na inibicdo do crescimento da espécie alvo e que intensidades
luminosas causadoras de estresse para cada espécie induziriam a producdo de

metabdlitos secundarios.
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No presente estudo, como o interesse é a funcdo ecolégica das moléculas
quimicas excretadas, trataremos 0s metabdlitos secundarios excretados que
influenciarem no desenvolvimento de outro componente biolégico como aleloquimicos,
e aqueles que influenciarem no desenvolvimento do proprio organismo produtor como

compostos sinalizadores de quorum sensing.

MATERIAIS E METODOS
Culturas

As cepas das cianobactérias CYRF (Cylindrospermopsis raciborskii) e MIRF
(Microcystis aeruginosa) sédo provenientes do banco de cultura do Laboratério de
Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (Brasil). CYRF e MIRF foram isoladas do Reservatério do Funil (RJ) em 2005.
As culturas foram mantidas no Laboratério de Ecologia Aquatica da Universidade
Federal de Juiz de Fora a aproximadamente 25°C, 100 pmol fétons m?s™ e
fotoperiodo de 12:12 horas. Embora em condi¢gbes ambientais M. aeruginosa possa
ser encontrada tanto na forma colonial quanto na forma de células isoladas, a cepa
MIRF se manteve completamente formada por células isoladas nas condi¢cdes de

crescimento em laboratério.

Experimentos
1. Competicdo como fator de estresse

Previamente ao experimento, monoculturas de CYRF, monoculturas de MIRF e
culturas mistas de CYRF e MIRF em trés proporgdes (1CYRF : 3MIRF, 1CYRF :
IMIRF e 3CYRF : 1MIRF) foram cultivadas. As duas espécies permaneceram em
contado por quatro dias e as proporcdes foram avaliadas diariamente por meio de
contagens em microscopio Optico (Olympus BX41) com o auxilio de camara de
Neubauer. As culturas mistas foram mantidas em meio de cultura Asm-1 e as
monoculturas em meio WC modificado (LURLING e BEEKMAN, 1999). Todas as

culturas foram mantidas a 100 ymol fétons m?s™

e fotoperiodo de 12:12 horas. Apos
0s quatro dias de contato, as culturas foram filtradas em aparato de filtracado estéril e
filtro de fibra de vidro, poro 1,2 pm (Millipore, Irlanda). Assim, se obteve os filtrados
livres de células contendo os exudatos provenientes das monoculturas e das culturas

mistas de CYRF e MIRF. Os experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 125
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mL contendo 25 mL de meio de cultura e 25 mL do filtrado obtido. A estes tratamentos

e ao controle foram adicionadas culturas de CYRF e MIRF a fim de se obter uma

concentraco inicial de 10° pym® mL™. Os experimentos foram realizados em cultivo

fechado (tipo “batch”), com somente uma adicao inicial de filtrado, de acordo com os

seguintes tratamentos:

a)

b)

Culturas de CYRF e MIRF expostas ao filtrado da monocultura de CYRF
(1CYRF : OMIRF);

Culturas de CYRF e MIRF expostas ao filtrado da monocultura de MIRF
(OCYRF : 1IMIRF);

Culturas de CYRF e MIRF expostas ao
CYRF e 75% de MIRF (1CYRF : 3MIRF);
Culturas de CYRF e MIRF expostas ao
CYRF e 50% de MIRF (1CYRF : 1MIRF);
Culturas de CYRF e MIRF expostas ao
CYRF e 25% de MIRF (3CYRF : 1MIRF).

filtrado da cultura contendo 25% de

filtrado da cultura contendo 50% de

filtrado da cultura contendo 75% de

Meio completo (25 mL de meio de cultura + 25 mL de meio de cultura filtrado) com

as espécies alvo previamente inoculadas na mesma concentracao dos tratamentos foi

usado como controle. Nutrientes foram adicionados (macronutrientes e elementos

traco) aos filtrados com o objetivo de corrigir o efeito causado pela limitacdo de

nutrientes. Cada tratamento foi realizado em triplicata e mantido nas mesmas

condi¢des apresentadas acima (Fig. 1.1). Os Erlenmeyers foram mantidos a 25°C, 100

umol fétons m?s™ e fotoperiodo de 12:12h.

0C: 1M 1C: OM 1C: 3M 1C: 1M 3C: 1M Controle
H A A A R H
l\\ I“. l\.\ \ E l‘.\ \
ﬂo’;\, i\ - g\ .E o \ \
eNEe s e u webifd | feli-tits, . \
[T gt g ¥ 5 \ [Fe¥ g ¥\ Fow®s) { =) ¢ 3

W

Filtros

Exudatos £

e bl bl

L4 LA DA L

a @e IVI = Microcystis aertiginosa

e C = Cylindrospermopsis raciborskii

Figura 1.1. Desenho esquemético do experimento 1 (ver descrigdo acima).
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2. Luz como fator de estresse

Previamente ao experimento, monoculturas de CYRF e de MIRF foram
cultivadas a 25 pmol fétons m?s™ , 100 pmol fétons m?s* (luz sob o qual os
experimentos dessa dissertacéo foram realizados), 250 umol fétons m?s™ e 500 ymol
fotons m?s™ durante um periodo de 10 dias. A intensidade luminosa de 100 pmol
fotons m?s™ ja foi utilizada como padrdo para a realizacdo de experimentos em
trabalho onde o efeito alelopatico de organismos aquaticos foi testado (LURLING et
al., 2006). As culturas foram mantidas em meio Asm-1, exceto a cultura cultivada a
100 pmol fétons m?s?, que foi mantida em meio WC. Todas as culturas foram
mantidas a 25°C e fotoperiodo de 12:12 horas. Apds os 10 dias, 150 mL de cada
cultura foram filtrados em aparato de filtrag&o estéril e filtro de fibra de vido, poro 1,2
pm (Millipore, Irlanda). Assim, se obteve os filtrados livres de células contendo os
exudatos provenientes de monoculturas de CYRF e MIRF sob diferentes condi¢des
luminosas. Os experimentos foram realizados em Erlenmeyers de 125 mL contendo
25mL de meio de cultura e 25 ml do filtrado obtido. A estes tratamentos e controle
foram adicionadas culturas de CYRF e MIRF (cultivadas a 100 pymol fétons m?s™) a
fim de se obter uma concentracdo inicial de 10" ym® mL™. Os experimentos foram
realizados em cultivo fechado (tipo “batch”), com somente uma adi¢do inicial de
filtrado, e de acordo com os seguintes tratamentos:

a) Filtrado de monocultura de C. raciborskii cultivada sob 25 umol fétons m?s™
(CYRF 25) adicionado a CYRF e MIRF;

b) Filtrado de monocultura de M. aeruginosa cultivada sob 25 umol fétons m?s™
(MIRF 25) adicionado & CYRF e MIRF;

c) Filtrado de monocultura de C. raciborskii cultivada sob 100 uymol fétons m?s™
(CYRF 100) adicionado a CYRF e MIRF;

d) Filtrado de monocultura de M. aeruginosa cultivada sob 100 umol fétons m?s™
(MIRF 25) adicionado a CYRF e MIRF;

e) Filtrado de monocultura de C. raciborski cultivada sob 250 pymol fétons m?s™
(CYRF250) adicionado a CYRF e MIRF;

f) Filtrado de monocultura de M. aeruginosa cultivada sob 250 pymol fétons m?s™
(MIRF 250) adicionado a CYRF e MIRF;

g) Filtrado de monocultura de C. raciborski cultivada sob 500 ymol fétons m?s™
(CYRF 500) adicionado a CYRF e MIRF;

h) Filtrado de monocultura de C. raciborski cultivada sob 500 umol fétons m?s™
(CYRF 500) adicionado a CYRF e MIRF.
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Meio completo (25 mL de meio de cultura + 25 mL de meio de cultura filtrado),
com as espécies alvo previamente inoculadas na mesma concentragdo dos
tratamentos, foi usado como controle. Foram adicionados nutrientes (macronutrientes e
elementos trago) aos filtrados, com o objetivo de corrigir o efeito da limitagdo por
nutrientes. Para cada tratamento foram realizadas tréplicas (Fig. 1.2). Os frascos foram
mantidos a 25°C, 100 umol fétons m?s™ e fotoperiodo de 12:12h.

25 pmol fétonsm?s | 100 pmol fétons ms' | 250 pmol fétons m-2s™ 500 umol fotons mr?s™

A4 wﬁ/ Ve e \F{ AVl Ve Ve Ve \ﬁ{ WYY YWY

|.E |

/ \ / 1
/e d / \
oy 2 1 / i

H

.'l \
A
1

sou)|14

sojepnxg

A A Al ak il i

3x
E ® = Microcystis aeruginosa
= Cylindrospermopsis raciborskii

Figura 1.2 Desenho esquematico do experimento 2 (ver descricdo acima).

Andlise dos dados

As espécies alvo ficaram em contato com os filtrados por 8 dias. Durante este
periodo, amostras foram retiradas a cada dois dias e imediatamente fixadas com
solucdo de lugol acético. A densidade celular foi estimada por meio de contagem em
microscépio optico (Olympus BX41) com o auxilio de cAmara de Neubauer. A variavel
escolhida para ser usada nas analises de crescimento celular foi o biovolume. Este foi
estimado pela multiplicacdo da densidadede cada espécie pelo volume médio de suas
células (HILLEBRAND et al., 1999).

As taxas de crescimento (u) foram calculadas com base no aumento no

biovolume durante a fase exponencial, de acordo com a equacéao:
-1
M= {In(Vt) — In(VO)} x At

Sendo Vt= biovolume da cultura no tempo t8; VO= biovolume da cultura no

tempo zero; At = periodo de tempo.
A ocorréncia de coldnias (definida como quando registrado um minimo de trés

células agregadas) foi verificada por meio do total de células em colbénia durante a
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avaliacao da densidade. As taxas de crescimento, porcentagem de células em colbnia
e numero de células por colénia foram estaticamente comparados por andlise de
variancia one-way ANOVA seguido por teste de Tukey (quando p < 0,05) pelo software
Jump5.0.1.

RESULTADOS
1. Competicdo como fator de estresse

Culturas de CYRF que receberam o exudato das monoculturas de CYRF e
MIRF n&o apresentaram variacdo no crescimento quando comparadas com o controle
(Fig. 1.3a). Da mesma forma, diferengas no crescimento de MIRF ndo foram
observadas quando em contado com os filtrados as monoculturas de CYRF e MIRF
(Fig. 1.3b).
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Figura 1.3. Taxas de crescimento de CYRF (a) e MIRF (b) quando expostas ao filtrados de monoculturas
de CYRF (1CYRF : OMIRF) e MIRF (OCYRF : 1MIRF).
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Entretanto, o crescimento de CYRF foi significativamente inibido quando em
contato com filtrados provenientes da cultura mista 3CYRF : 1IMIRF (Fzg = 6,9; p =
0,013). Apesar dos outros tratamentos ndo apresentarem diferencas significativas com
relagdo ao controle, também observou-se um gradiente nos tratamentos onde houve
inibicdo de CYRF, indiretamente relacionado com a quantidade de MIRF nas culturas
mistas (Fig. 1.4).
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Figura 1.4. Taxas de crescimento de CYRF quando exposta ao filtrados das trés culturas mistas. As letras
maiusculas sobre as barras representam o resultado da comparacéo estatistica quando p < 0,05, em que
letras diferentes representam diferenca estatistica.

Com relacdo a MIRF, seu crescimento foi inibido significativamente quando em
contato com filtrados provenientes da cultura com 3CYRF : IMIRF (Fsg = 17,1; p <
0,001) (Fig. 1.5). Apesar dos outros tratamentos ndo apresentarem diferencas
significativas com relacdo ao controle, a inibicdo de MIRF foi gradual e esteve
diretamente relacionada com o aumento da proporcdo de CYRF nas culturas mistas
(Fig. 1.6).
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Figura 1.5. Taxas de crescimento de MIRF quando exposta ao filtrados das trés culturas mistas. As letras
mailsculas sobre as barras representam o resultado da comparagao estatistica (quando p < 0,05), onde
letras diferentes representam diferenca estatistica.

Figura 1.6. Aparéncia das culturas de MIRF ao final de doze dias: a) Controle; b) 1CYRF : 3MIRF; c)
1CYRF : 1MIRF; d) 3CYRF : 1MIRF. Cores mais claras representam menor crescimento e,
consequentemente, maior inibigdo.
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Além da inibicdo do crescimento, as culturas de MIRF expostas aos exudatos
das trés culturas mistas apresentaram-se em sua maioria sob forma de colénias ao
final de oito dias. Ao contrario, as células do controle permaneceram isoladas ao longo
de todo o experimento. Desta forma, ao final do experimento, os tratamentos que
receberam filtrados das trés culturas mistas apresentaram formac&o de colbnias,
diferente do controle, onde 100% das células permaneceram isoladas (Fs;g= 2886,1; p
< 0,001). A porcentagem de células em coldnias para os tratamentos que formaram
colbnias foi de 100% no tratamento 1CYRF : 3MIRF, 95% em 1CYRF : 1MIRF e
95,5% em 3CYRF : 1MIRF, formando um grupo homogéneo de acordo com o teste de
Tukey (Fig. 1.7).
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Figura 1.7. Porcentagem do numero de células de MIRF em coldnias ao final do experimento.

Analisando somente os tratamentos que formaram colonias, pdde-se observar
diferencas entre os tamanhos das col6nias (F,.s = 5,4; p = 0,010). O teste de Tukey
identificou dois grupos: 1) 1CYRF : 3MIRF e 1CYRF : 1MIRF, os quais apresentaram
colbnias com tamanho médio de 34 e 40 células, respectivamente e 2) 3CYRF :
IMIRF, que apresentou colénias com um tamanho médio de 20 células por colbnia
(Fig. 1.8).
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Figura 1.8. Tamanho das coldnias de MIRF ao final do experimento.

2. Luz como fator de estresse

Os exudatos da cultura de CYRF cultivada & 25 pymol fétons m?s™ e & 100
pmol fétons m?s™ ndo foram capazes de influenciar seu préprio crescimento e nem
mesmo o crescimento de MIRF (Figs. 1.9a e 1.9b). No entanto, os exudatos da cultura
de CYRF cultivada & luz 250 pmol fétons m?s™ e & 500 umol fétons m?s™ inibiram seu
proprio crescimento (F,,= 13,6; p=0,021 e F;4=9,1; p = 0,037 para 250 e 500 pmol

fotons m3s?

, respectivamente) mas néo influenciaram o crescimento de MIRF (Figs.
1.9c e 1.9d). As taxas de crescimento de CYREF inibidas pelos exudatos das culturas a
250 pmol fétons m?s™ e a 500 umol fétons m?s™ foram estatisticamente iguais quando

comparadas entre si.

O exudato de MIRF cultivada & 25 pymol fé6tons m?s™ inibiu o crescimento de
CYRF (F14 = 18,1; p = 0,013), porém ndo influenciou seu proprio crescimento (Fig.
1.10a). Entretanto, o exudato de MIRF cultivada & 100 pymol fétons m?s™) néo inibiu o
crescimento de CYRF e também ndo influenciou seu proprio crescimento (Fig. 1.10b).
O exudato de MIRF cultivada & 250 umol fétons m?s® apresentou os mesmos
resultados daquela cultivada a 25 pymol fétons ms™: inibicdo do crescimento de CYRF
(F14=15,5; p = 0,017) e ndo-influéncia no seu proprio crescimento (Fig. 1.10c). J4 o
exudato de MIRF cultivada & 500 pymol fétons m™?s™ n&o foi capaz de influenciar o

crescimento de CYRF e nem mesmo seu proprio crescimento (Fig. 1.10d).
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Figura 1.9. Taxas de crescimento de
CYREF (1) e MIRF (Il) quando expostas a:
a) exudatos de CYRF cultivada a 25
pmol fotons m?s™; b) exudatos de CYRF
cultivada & 100 pmol fotons m?s™; c)
exudatos de CYRF cultivada a 250 pmol
fotons m?s™; d) exudatos de CYRF
cultivada & 500 pmol fotons m?s™. As
letras maidsculas sobre as barras
representam o resultado da comparagéo
estatistica quando p < 0,05, em que
letras diferentes representam diferenca
estatistica. As comparagdes estatisticas
foram feitas entre os tratamentos
controles e suas respectivas cepas.
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Figura 1.10. Taxas de crescimento de
CYRF (1) e MIRF (Il) quando expostas a:
a) exudatos de MIRF cultivada a 25 ymol
fotons m?s™; b) exudatos de MIRF
cultivada a 100 pmol fétons m?s™; c)
exudatos de MIRF cultivada a 250 pymol
fotons m?s™; d) exudatos de MIRF
cultivada & 500 pmol fotons m?s™. As
letras mailsculas sobre as barras
representam o resultado da comparacao
estatistica quando p < 0,05, em que
letras diferentes representam diferenca
estatistica. As comparagdes estatisticas
foram feitas entre o0s tratamentos
controles e suas respectivas cepas.
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Além disso, pdde-se observar formagédo de colbnias em MIRF expostas aos
exudatos de culturas cultivadas & 500 umol fétons m?s™ (F, = 117,8; p < 0,001).
Embora a formagé&o de colbnias também tenha sido observada quando MIRF recebeu
exudato de CYRF cultivada a 500 umol fétons m™s™, esta néo foi significativa (Fig.
1.11). Ao final do experimento, MIRF que recebeu exudato de MIRF a 500 ymol fétons
m?s™ apresentou mais de 35% das células em colénias, enquanto que MIRF que
recebeu o exudato de CYRF a 500 pmol fétons m?s™ apresentou 2,5% de células em

colénia e o controle permaneceu como células isoladas.
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Figura 1.11. Porcentagem do nimero de células de MIRF em colbnias quando expostas aos exudatos de
MIRF e CYRF cultivadas a 500 ymol fétons m?s™.

DISCUSSAO

1: Competicdo como fator de estresse

Os resultados observados apontam para a existéncia de interacdes quimicas
entre as duas cepas isoladas do Reservatorio do Funil (CYRF e MIRF). Dentre essas
interagdes, parece haver dois mecanismos ocorrendo concomitantemente: alelopatia e
quorum sensing. Sugere-se que a inibicdo de CYRF e de MIRF tenha sido resultado
de processos alelopaticos, em que possiveis aleloquimicos produzidos por MIRF
inibiram CYRF, e possiveis aleloquimicos produzidos por CYRF inibiram MIRF.
Entretanto, a formacao de colénias em MIRF e a auto-inibicdo de CYRF parecem ser

resultados de mecanismos de quorum sensing, em que no primeiro caso, sinais para
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formagédo de colbnias liberados por MIRF induziram a formacéo de colénias de MIRF,
enquanto que moléculas auto-inibidoras produzidas por CYRF parecem ter inibido seu
proprio crescimento (ver Fig. 1.12).

COMPETICAD
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Figura 1.12. Resumo esquematico dos resultados encontrados nos experimentos 1 e 2.

Os resultados positivos encontrados apenas nos tratamentos em que CYRF e
MIRF foram expostas a exudatos de culturas mistas apontam a competicdo como um
fator de estresse capaz de induzir a producdo de aleloquimicos e de moléculas
sinalizadoras de quorum sensing. Em bactérias, o quorum sensing é definido como um
mecanismo de comunicacdo microbiana densidade-dependente (KELLER e
SURETTE, 2006; STRAIGHT e KOLTER, 2009). Da mesma forma, efeitos alelopaticos
também vém sendo apontados como densidade-dependente (SCHMIDT e HANSEN,
2001; GRANELI et al., 2008). Assim, espera-se que quanto maior o tamanho da
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populacdo produtora de moléculas para comunicacdo quimica, maior serd a forca da
resposta da populacdo alvo a essas moléculas (GRANELI e SALOMON, 2010). A
inibicdo de MIRF somente pelo exudato da cultura com maior quantidade de CYRF
(3CYRF : 1MIRF) aponta para o efeito de aleloquimicos provenientes de CYRF. Nesta
cultura mista, a quantidade de metabolitos secundarios excretados por CYRF tende a
ser maior do que os excretados por MIRF devido & maior densidade de CYRF. Além
disso, essa inibicdo parece ter ocorrido sob dose dependéncia, ou seja, diretamente
de acordo com a quantidade gradativa de CYRF na cultura mista (ver Fig. 1.7).
Exudatos provenientes de C. raciborskii ja foram relatados como capazes de causar
fortes efeitos inibitérios na atividade fotossintética de M. aeruginosa (FIGUEREDO et
al., 2007). Assim, juntamente com outros aspectos da ecologia de C. raciborskii
(PADISAK, 1997; BRIAND et al., 2004), a producdo de aleloquimicos inibidores do
crescimento de outras algas pode ser também um fator importante relacionado com a

alta capacidade dispersiva e invasiva dessa espécie (FIGUEREDO et al., 2007).

A completa formagéo de colénias em MIRF, apresentando 100% das células
sob forma de col6nias no tratamento 1CYRF : 3MIRF, indica que o sinal para formacéo
de colbnia tende a ser proveniente de MIRF, devido a sua maior densidade nesta
cultura mista. Apesar dos tratamentos que receberam filtrados das culturas mistas nao
apresentarem diferencas significativas na proporcdo de células em colénias, uma
diferenciagéo pode ser evidente com relagédo ao tamanho das col6nias. As colonias do
tratamento com menor propor¢cdo de MIRF (3CYRF : 1MIRF) foram duas vezes
menores do que as coldnias dos outros tratamentos. Esse dado reforca a hipotese de
gque sendo a populacdo na cultura mista menor, menor serd a quantidade de
metabdlitos secundarios excretados e, consequentemente, menor sera a forca da
resposta da populacdo alvo. Mecanismos de defesa e de tolerdncia podem ser
esperados quando o organismo alvo co-existe com o organismo produtor (LEFLAIVE
et al., 2008). Desta forma, a formacgé&o de colénias em MIRF parece ser um mecanismo
de defesa engatilhado por uma situacdo de estresse (como a presenca de um
potencial competidor), sendo uma possivel resposta aos aleloquimicos de CYRF. A
formacdo de colbnias como um mecanismo de defesa também j& foi sugerida por
PARK et al. (2009). Neste trabalho foi mostrado que quando M. aeruginosa foi exposta
ao composto alelopético proveniente do extrato bruto de Oryza sativa (arroz), células

isoladas tiveram seu crescimento mais fortemente inibido do que quando em colbnias.

A capacidade de se comunicar por quorum sensing ja foi sugerida para o género

Microcystis, em quefoi proposta a producdo de um sinal, ainda desconhecido, capaz
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de interferir em sua propria divisdo celular, resultando em inibigdo do crescimento e
tendéncia & agregacgdo celular (SANTOS, 2009). Esses resultados corroboram a
hipétese de que a formacédo de colénias em M. aeruginosa é um processo induzido por
moléculas de quorum sensing. A presenca de moléculas sinalizadoras de quorum
sensing foi descrita pela primeira vez para o género de cianobactéria Gloeothece
(SHARIF et al., 2008). Nesse trabalho, a molécula sinalizadora de quorum sensing
mais extensivamente estudada e reportada para o grupo das bactérias Gram-
negativas (N-acil-homoserina lactonas) foi detectada em culturas axénicas de

Gloeothece.

Quando CYRF recebeu os exudatos das culturas mistas, inibicdo significativa
também foi observada somente no tratamento 3CYRF : 1MIRF. Baseado no conceito
de quorum sensing em que diz que maiores efeitos estdo relacionados com maiores
densidades do organismo produtor de moléculas sinalizadoras de quorum sensing, a
inibicdo de CYRF pelo exudato da cultura com maior quantidade de CYRF parece ter
sido causada por processos de quorum sensing e nao alelopatia. CYRF estaria sendo
inibida quando em contato com compostos auto-inibidores produzidos por ela mesma
do que por possiveis compostos inibidores (alelopéaticos) produzidos por MIRF. A
producdo de compostos auto-inibidores por parte de CYRF estaria relacionada com o
estresse representado pela presenca de um potencial competidor (MIRF).
LAZAZZERA (2000) mostrou que em uma populacdo da bactéria Bacillus subtilis a
producdo de moléculas de quorum sensing foi engatilhada por mudancas nas
condic¢des nutricionais. No caso, o decréscimo de nutriente foi um agente estressante
gue levou a producédo de moléculas de quorum sensing com a finalidade de induzir a
entrada da populacdo na fase estacionaria de crescimento. A informacdo passada
pelas moléculas de quorum sensing para entrada da populacdo na fase estacionaria
significa cessar o crescimento populacional (FOGG e THAKE, 1987). O resultado de
cessar o crescimento populacional precocemente devido ao contato com moléculas
sinalizadoras de quorum sensing € expresso na inibicdo do crescimento populacional
qguando comparado com a populacdo que ndo entrou em contato com essas
moléculas. O decréscimo de nutrientes como agente estressante e engatilhador do
aumento da producdo de metabdlitos secundarios também foi relatado nos trabalhos
de VON ELERT e JUTTNER (1997) e GRANELI E JOHANSSON (2003). Neste ultimo,
trés microalgas tiveram seu crescimento significativamente inibido quando expostas a
aleloquimicos de Prymnesium parvum cultivado em meio com limitacdo de nutrientes
do que quando expostas a aleloquimicos de P. parvum cultivado sem deplecdo de

nutrientes. Desta forma, esses dados estao de acordo com 0s encontrados em nosso
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trabalho, em que o agente estressante capaz de induzir a produ¢do de metabdlitos
secundarios, no caso, moléculas sinalizadoras de quorum sensing, foi representado
pela presencga de um potencial competidor. Entretanto, ecologicamente, a auto-inibi¢gao
do crescimento frente ao estresse de um potencial competidor parece ndo ser uma
vantagem competitiva, diferente do que acontece frente & deplecdo de nutrientes.
Desta forma, a inibigdo de CYRF pelo exudato da cultura 3CYRF : 1MIRF néo parece
ser resultado de quorum sensing e sim ser devido a acdo de aleloquimicos
provenientes de MIRF. Por estar em menor densidade, e por isso sob maior estresse
do que quando em maior densidade, MIRF estaria produzindo aleloquimicos capazes
de inibir o crescimento de CYRF afim de reverter a propor¢do de densidade na cultura
com 3 : 1. A capacidade de produzir substancias inibidoras do crescimento de um
potencial competidor ja foi reportada para M. aeruginosa, sendo essa uma vantagem
competitiva da espécie (SINGH et al., 2001) Entretando, os resultados encontrados em
nosso trabalho ndo estéo de acordo com a dependéncia da densidade que vém sendo
descrita para trabalhos sobre interagbes quimicas (STRAIGHT e KOLTER, 2009;
SCHMIDT e HANSEN, 2001; GRANELI et al., 2008).

2. Luz como fator de estresse

Os resultados encontrados indicam que a luz, assim como a competicdo, pode
ser um fator de estresse capaz de promover a producdo de metabdlitos capazes de
influenciar no desenvolvimento de um potencial competidor. Nestes experimentos
também foram observados efeitos decorrentes de processos alelopéaticos e de
comunicagdo por quorum sensing (ver Fig. 1.12). Diferente da competicdo, nenhuma
intensidade luminosa testada foi capaz de induzir em CYRF a producdo de
aleloquimicos capazes de inibir MIRF. Na literatura, diversas intensidades luminosas
vem sendo utilizadas. LEFLAIVE e TEN-HAGE (2009) consideraram 35 pmol fétons
m?s™ como luz alta e 4 umol fétons m?s™ como luz baixa, enquanto CARNEIRO et al.
(2009) usaram 150 umol fétons m?s™ como intensidade luminosa mais alta € 50 umol
fétons m™?s™ como intensidade luminosa mais baixa. No Reservatério do Funil, local de
origem da cepa CYRF, a disponibilidade de luz no periodo de dominancia de C.
raciborskii foi em torno de 400 umol fétons m?s™. No periodo em que M. aeruginosa
forma floragdo, 2000 pmol fétons m?s™ foram registrados. Nesse periodo, C.
raciborskii foi encontrada somente a 4m de profundidade na coluna d"4gua, onde a
disponibilidade de luz esteve em torno de 400 umol fétons m?s™ (SOARES et al.,

2009). Diante disso, as intensidades luminosas usadas em nosso experimento foram
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selecionadas de acordo com os valores observados em campo. Além disto, dados da
literatura sobre a influéncia da luz na producdo de metabdlitos secundéarios por
cianobactérias sdo ainda contraditorios (GRANELI e SALOMON, 2010) e um padr&o
ainda nédo foi estabelecido. Cylindrospermopsis raciborskii apresentou variagdo na
producdo de toxina de acordo com a luz, em que a maior concentracdo de toxina (intra
e extracelular) foi registrada a 140 umol fétons m?s™, intensidade considerada alta
pelos autores (DYBLE et al., 2006). De forma semelhante, CARNEIRO et al. (2009)
encontraram maiores concentracdes de saxitoxinas e nheosaxitoxinas em células
cultivadas a 100 pmol fétons m?s™. No entanto, toxinas e compostos alelopaticos
podem ter funcdes e rotas metabolicas diferentes, reguladas por fatores diferentes
(LEFLAIVE e TEN-HAGE, 2007).

No presente trabalho, as intensidades luminosas de 250 pmol fétons m?s™ e
500 umol fétons m?s® parecem promover em CYRF a producdo de moléculas
sinalizadoras de quorum sensing, induzindo CYRF a produzir moléculas auto-
inibidoras do crescimento. A acdo de metabdlitos secundéarios produzidos pela propria
CYRF pbdde ser percebida ja que as provaveis moléculas de quorum sensing
responsaveis pela auto-inibicdo foram provenientes de uma monocultura de CYRF.
Cylindrospermopsis raciborskii vem sendo considerada uma espécie com baixo
requerimento por luz (PADISAK, 1997; BOUVY et al., 2000). BRIAND et al. (2004)
reportaram maximas taxas de crescimento para seis linhagens da espécie em torno de
80 umol fétons m?s?, enquanto MIRANDA (2009) apontou menores taxas de
crescimento para C. raciborskii cultivada a 250 do que a 25 pmol fétons m?s™.
O'BRIEN et al. (2009) descreveram C. raciborskii como mais sensivel a fotoinibicdo do
que outras cianobactérias, sendo fotoinibida a um limiar de 500-600 pmol fétons m?s™.
Assim, a inducéo da inibicdo de seu proprio crescimento quando estressada por muita
luz parece estar de acordo com os parametros ecolégicos que vém sendo descritos

para a espécie.

Casos de comunicacgao por quorum sensing ainda néo foram relatados para o
género Cylindrospermopsis. Até o estudo de SHARIF et al. (2008), moléculas
sinalizadoras de quorum sensing ndo haviam sido especificamente detectadas para
cianobactérias. Pouco se sabe sobe 0s processos de quorum sensing e seu papel
ecologico em populagbes de cianobactérias. Para bactérias, entretanto, maior
quantidade de dados sobre este mecanismo esta disponivel. A sinalizagdo por meio de
moléculas de quorum sensing em uma populacéo de bactérias foi engatilhada por uma

situacdo de estresse (LAZAZZERA, 2000), como foi discutido no experimento anterior.
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De forma semelhante parece ocorrer a sinalizagdo de CYRF por meio de moléculas de
guorum sensing para cessar seu crescimento frente a um estresse por luz. O sinal de
CYRF para cessar seu proprio crescimento quando em estresse por luz seria para
prevenir o gasto metabdlico em crescimento populacional, jA que este seria afetado
pela fotoinibicdo, ou mesmo um efeito secundario de excretas produzidas a essas
intensidades luminosas que acabam por levar a auto-inibicdo como resultado de um

efeito secundario.

A producdo de moléculas de quorum sensing auto-inibidoras do crescimento de
CYRF parece nao ter acompanhado o aumento da intensidade luminosa de 250 para
500 pmol fétons m?s™. A inibicdo do crescimento de CYRF que recebeu exudato da
cultura a 250 pmol fétons m?s™ foi a mesma que de CYRF que recebeu exudato da
cultura a 500 ymol fétons m?s™. O efeito na producéo de moléculas sinalizadoras de
quorum sensing em CYRF parece, desta forma, ser o mesmo em intensidades

luminosas acima de 250 pmol fétons m?s™

, apontando para a saturagcdo desse
processo. Outros importantes processos metabdélicos em cianobactérias, como a
fotossintese, podem ser saturados a partir de um limiar de intensidade luminosa.
Densas natas de cianobactérias expostas a intensidades luminosas de 0 a 1560 pmol
fotons m?s' tiveram a taxa fotossintética aumentada de acordo com a intensidade
luminosa e saturaram a intensidades maiores do que 400 pmol fétons m?s*
(WIELAND e KUHL, 2006). Para um maior conhecimento dos limites de intensidade
luminosa de saturacdo para a producdo de metabdlitos secundarios por CYRF,
intervalos menores de intensidades luminosas entre 25 e 500 umol fétons m?s™ e

intensidades maiores do que 500 umol fétons m?s™ devem ser testados.

Diferente dos resultados utilizando competicdo como fator de estresse, o efeito
da parece influenciar na producgéo de aleloquimicos em MIRF. Enquanto a intensidade
luminosa de 25 pmol fétons m™?s™ para CYRF n&o produziu nenhum tipo de reacéo
sobre ela mesma ou sobre MIRF, para MIRF essa intensidade luminosa induziu a
producdo de aleloquimicos. Devido ao baixo requerimento de C. raciborskii por luz
(PADISAK, 1997), o crescimento a 25 pmol fétons m?s™ para CYRF parece néo ter
sido uma situacdo de estresse. Entretanto, taxas de crescimento de M. aeruginosa
foram menores a baixas intensidades luminosas (40 umol fétons m?s™) (RAPS et al.,
1983) e essa vem sendo descrita como tendo maior sucesso a altas intensidades
luminosas (SOARES et al., 2009). Experimentos em laboratério mostraram que MIRF
apresentou menores taxas de crescimento quando cultivada a 25 umol fétons m?s™ do

que a 250 pmol fétons m?s™ (MIRANDA, 2009). Desta forma, a intensidade luminosa
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de 25 pmol fétons m?s™ parece figurar uma situacdo de estresse para MIRF,
engatilhando a producdo de metabdlitos secundarios inibidores do crescimento de
CYRF.

Os resultados observados quando MIRF foi cultivada a luz baixa foram
diferentes daqueles observados quando MIRF foi cultivada a luz padrdo, quando
nenhum tipo de efeito foi observado. Quando cultivada a luz intermediaria, no entanto,
os resultados observados foram similares aos encontrados em luz baixa, havendo
novamente inibicdo de CYRF. A possivel producdo de aleloquimicos capazes de inibir
o crescimento de CYRF pode ser uma caracteristica da cepa quando cultivada a luz
baixa e intermediaria. WIEDNER et al. (2003) mostraram que M. aeruginosa produziu
maior quantidade de toxinas, que também s&o descritas como metabdlitos
secundarios, em intensidades luminosas mais altas. Nesse trabalho, porém, a variagdo
de intensidade luminosa que influenciou na producédo de toxina foi de 10 a 40 ymol
fotons m?2s™?. Percebe-se, novamente, gue na literatura as intensidades luminosas
testadas apresentam grande variagdo, dificultando assim a determinagéo de padrdes
relacionados a variavel luz. Quando cultivada a luz alta, exudatos de MIRF nao foram
capazes de inibir CYRF, porém induziram a formacéo de colénias em MIRF. GRANELI
e SALOMON (2010) relataram a diminuicdo da toxicidade em intensidades luminosas
acima de 100 pmol fétons m?s™ para a microalga Prymnesium parvum. Levando em
consideracéo a grande variagdo de resultados encontrados em diferentes intensidades
luminosas relatados na literatura, os resultados de GRANELI e SALOMON est&o de
acordo com os apresentados neste trabalho. Em que altas intensidades luminosas
podem levar a diminuicdo da producdo de metabdlitos secundarios causada pela
elevada fotodegradacao dos compostos aleloquimicos ou pela diminuicdo da producéo
de metabolitos secundarios devido ao aumento da atividade fotossintética das células
sob luz alta (PARNAS et al., 1962).

Assim como foi relatado nos experimentos de competicdo, a luz alta como fator
de estresse parece ter induzido a producdo de moléculas de quorum sensing para
formacdo de colénias em MIRF. Nossos resultados diferem dos encontrados por
BECKER (2010), em que M. aeruginosa foi cultivada na presenca de extrato de células
de M. aeruginosa rompidas e maior tendéncia a agregacdo celular foi registrada
quando cultivadas a baixa luz (40 umol fétons m?s™) do que & alta luz (120 umol
fotons m'zs'l). Entretanto, BECKER classificou como luz alta a intensidade luminosa de
120 umol fétons m?s™?, que se assemelha a classificada como intensidade luminosa

padrdo no presente trabalho. A intensidade luminosa alta utilizada no presente estudo
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€ quase cinco vezes maior do que a classificada como alta por BECKER. Essa
diferenga na metodologia parece explicar a diferenca nos resultados encontrados.
Além disso, a formacao de colénias em M. aeruginosa ja foi reportada como vantagem
competitiva da espécie, em que colbnias aumentaram o0 auto-sombreamento,
reduzindo os danos causados por altas intensidades luminosas, e levando,
consequentemente, a um maior sucesso ecoldgico da espécie em situacdes adversas
(ROBARTS e ZOHARY, 1984). Nesse experimento, uma possivel comunicacdo por
quorum sensing pb6de ser mais evidente jA que moléculas produzidas apenas por
MIRF entraram em contato com as células soltas de MIRF. Desta forma, podemos
afirmar que a formacao de colénia em MIRF pode ser um mecanismo engatilhado por

comunicagdo intra-especifica.

Diferente do efeito em CYRF, o estresse por luz ndo foi capaz de induzir em
MIRF a producdo de moléculas de quorum sensing que inibissem seu proprio
crescimento. O mesmo foi encontrado em nosso experimento onde o fator estressante
foi a competicdo. Diante disso, podemos dizer que, nestas situa¢cdes, MIRF ndo tem a

capacidade de inibir seu préprio crescimento.

CONCLUSAO

A competicdo como fator de estresse parece induzir em CYRF a producéo de
aleloquimicos inibidores de MIRF, enquanto que o mesmo nao foi observado quando a
luz foi o fator de estresse. Porém, a luz como fator de estresse induziu em CYRF a
producdo de possiveis moléculas de quorum sensing capazes de auto-inibidor seu
crescimento. Por sua vez, tanto competicdo quanto luz como fatores de estresse
parecem induzir em MIRF a producdo de aleloquimicos inibidores de CYRF. Da
mesma forma, tanto competicdo quanto luz como fatores de estresse parecem induzir
em MIRF a producdo de moléculas de quorum sensing para formacdo de colbnias.
Entretanto, competicdo e luz como fatores de estresse parecem nao induzir em MIRF

a producédo de moléculas de quorum sensing auto-inibidoras do crescimento.

Esses resultados sugerem que ambas as cepas possuem capacidades
alelopaticas, porém em diferentes condi¢des. Sabe-se que organismos co-existentes
tém a capacidade de co-evoluir e adaptarem-se um ao outro, principalmente quando
interagBes quimicas estdo envolvidas. Assim, a co-evolugao pdde também resultar em
interagBes reciprocas onde ambos os micro-organismos envolvidos foram capazes de

produzir aleloquimicos. Os resultados também apontaram que ambas as cepas
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possuem a capacidade de se comunicar por quorum sensing, porém MIRF em
nenhum caso foi capaz de inibir seu proprio crescimento. Frente as condicfes
testadas, o estresse por competicdo parece ser deletério para ambas as espécies,
enquanto que o estresse por luz parecer ser mais prejudicial ao crescimento de CYRF.
Em situagbes naturais, altas intensidades luminosas poderdo favorecer maiores
densidades de M. aeruginosa. Cabe ressaltar, no entanto, que em ambientes naturais
os fatores competicéo e luz, juntamente com outros fatores abioticos e bidticos, podem

atuar em sinergia.

Devido a essa sinergia, a identificacdo de interagbes quimicas como fator
promotor de florag6es de cianobactérias no ambiente € dificultada. Entretanto, quando
certa espécie inicia uma floragéo devido a fatores em que 0os mecanismos de a¢ao sao
melhores conhecidos, como por exemplo, o padrdo de mistura e a disponibilidade de
nutrientes, interagbes quimicas podem ser responsaveis pela manutencdo e
dominancia monoespecifica dessa floragdo, causando decréscimo da diversidade
planctonica durante as floragbes. Este trabalho aponta que, além dos paréametros
convencionais capazes de explicar as floracdes de cianobactérias, a presenca de
interacdes quimicas e seus mecanismos de atuacdo devem ser levadas em
consideracdo ao se buscar uma melhor compreensdo dos mecanismos ecoldgicos

envolvidos nesses eventos.



Capitulo 2
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CAPITULO 2

COMPETICAO ENTRE CIANOBACTERIAS COMO FATOR INDUTOR DA
FORMAGCAO DE COLONIAS EM MICROCYSTIS AERUGINOSA

ASPECTOS TEORICOS, OBJETIVOS E HIPOTESES

A formacao de coldnias em Microcystis aeruginosa induzida por sinais quimicos
provenientes de predadores tem sido apontada como um mecanismo de defesa contra
a herbivoria (HA et al., 2004; YANG et al., 2005; YANG et al., 2009; BECKER, 2010).
Além disso, também foi reportada a formacgéo de col6nias da microalga Scenedesmus
obliquus induzida por aleloquimicos excretados pela macrdéfita Stratiotes aloides
(MULDERIJ et al.,, 2005). De forma semelhante, a formagédo de colbnias de
Desmodesmus quadrispina, uma microalga com disposi¢cdo morfolégica semelhante a
S.obliquus, foi induzida por aleloquimicos excretados pela alga filamentosa Uronema
confervicolum (LEFLAIVE et al.,, 2008). Em ambos os trabalhos, a formacdo de
colbnias foi relacionada ao fato de que coldnias possuem maior taxa de sedimentacao
guando comparadas com células isoladas da mesma espécie. Assim, quando em
coldnias, as microalgas sedimentariam mais rapidamente do que quando em células
isoladas, deixando as camadas superficiais da coluna d’agua e, consequentemente,
reduzindo a competicdo por luz entre as microalgas e os organimos produtores de

aleloquimicos (no caso, macrdfita e microalga).

A formacdo de colbnias de D. quadrispina em resposta a compostos
aleloquimicos provenientes da alga filamentosa U. confervicolum foi explicada pelos
autores como resultado da co-evolugéo entre os micro-organismos (LEFLAIVE et al.,
2008). Quando metabdlitos secundarios de M. aeruginosa foram adicionados em
comunidades de bactérias co-existentes e ndo co-existentes com M. aeruginosa, maior
resisténcia foi encontrada nas comunidades co-existentes (CASAMATTA e
WICKSTROM, 2000). Desta maneira, nas interagcbes quimicas, a co-evolucdo das

espécies parece representar um aspecto importante.

Como observado no Capitulo 1, a formagdo de colénias em MIRF (cepa de M.
aeruginosa isolada do Reservatério do Funil) foi estimulada por exudatos provenientes
da competicdo entre CYRF (cepa de C. raciborskii isolada do Reservatorio do Funil) e
MIRF. Além disto, MELLO et al. (em prep.) mostraram que outras duas cepas de M.

aeruginosa provenientes de diferentes locais de origem ndo foram capazes de
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responder com formacdo de colbnia ao exudato proveniente da competicdo entre
CYRF e MIRF. Assim, o objetivo geral deste capitulo foi verificar como a competicao
entre C. raciborskii e M. aeruginosa induz a formacéo de colbnias em M. aeruginosa.
Os objetivos especificos foram: 1) testar os efeitos da competicdo de MIRF e outras
cepas de C. raciborskii na formacéo de colonias de MIRF e 2) testar os efeitos da
competicdo de CYRF e MIRF em diferentes cepas de M. aeruginosa. A hipGtese é de
gue tal mecanismo é relacionado a processos de co-evolucdo e as respostas seriam

mais evidentes em cepas previamente relacionadas.
MATERIAIS E METODOS
Culturas

As culturas utilizadas nos experimentos 1 e 2 estao descritas na Tabelas 1 e 2,
respectivamente. As culturas foram mantidas no Laboratério de Plancton da
Universidade de Wageningen (Holanda) a 27°C, 35 pmol fétons m?s™, fotoperiodo de
14:10 horas (claro:escuro) e meio de cultura WC (LURLING e BEEKMAN, 1999).
Embora M. aeruginosa possa ser encontrada tanto na forma colonial quanto em
células isoladas em condicbes ambientais, as cepas utilizadas estiveram
completamente formadas por células isoladas nas condicbes de crescimento em

laboratoério.

Tabela 1. Cepas utilizadas no experimento 1.

Espécie Nome da Cepa Origem Cianotoxinas
M. aeruginosa MIRF Reservatério do Funil — RJ — Brasil Microcistinas®
C. raciborskii T3 SP — Brasil Saxitoxina e

neosaxitoxinas®
C. raciborskii PMC99.06 Espazone — México N&o produz®

Nao identificada ou

C. raciborskii G75 Alemanha desconhecida®

C. raciborskii PMC124.02 Franca N&o informado

C. raciborskii Austr. Australia Cilindrospermopsina®
C. raciborskii Cs-1 PE — Brasil N&o produz®

C. raciborskii CYRF Reservatorio do Funil — RJ — Brasil Saxitoxinas e

goniautoxinas®

1 FERRAO-FILHO et al., 2008; 2 POMATI et al., 2003; *BERNARD et al., 2003; * FASTNER et al., 2003; ° CSIRO Collection of

Living Micro-algae, CSIRO Marine and Atmospheric Research; 6Comunicaqéo pessoal, Marinho, M. M., UERJ.
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Tabela 2. Cepas utilizadas no experimento 2.

Espécie Nome da cepa Origem Cianotoxinas
C. raciborskii CYRF Reservatorio do Funil — RJ — Brasil gsoi)i(zi:l(jt):)izsqsagl
M. aeruginosa MIRF Reservatério do Funil — RJ — Brasil Microcistinas®
M. aeruginosa CYA43 Estados Unidos N&o produz’
M. aeruginosa NPJB-1 SP — Brasil Microcistinas®
M. aeruginosa LEA-04 GO - Brasil Microcistinas*
M. aeruginosa PCC7806* Holanda r:iifo?:ir:t?:;
M. aeruginosa CYA140 Canada Microcistinas®
M. aeruginosa PCC7820 Escocia Microcistinas®
M. aeruginosa NPLJ-4 RJ — Brasil Microcistinas’
M. aeruginosa V131 Holanda N&o produz®
M. aeruginosa PCC7005 Estados Unidos N&o produz’

* = variagdo mutante ndo-produtora de microcistina da cepa PCC7806.
1 FERRAO-FILHO et al., 2008; > PIRES et al., 2003; *AZEVEDO et al., 1994; * Comunicagao pessoal, Marinho, M. M., UERJ; °
DITTMANN et al., 1997; ® ROBILLOT et al., 2000; * SOARES et al., 2004; & PIRES et al., 2005; ° SEDMAK et al., 2008.

Experimentos

1: Efeito de diferentes cepas de C. raciborskii na formacéo de colénias em MIRF

Previamente ao experimento, sete diferentes cepas de C. raciborskii (Tab. 1)
foram cultivadas em monoculturas (1 : 0). Além disso, cada uma das cepas de C.
raciborskii foram cultivadas em culturas mistas juntamente com a cepa de M.
aeruginosa MIRF na propor¢cao 1 : 1. As espécies nas culturas mistas permaneceram
em contado por quatro dias e a proporcdo entre estas foi avaliada diariamente através
de contagens ao microscépio 6ptico (Olympus BX41) com o auxilio de camara de
Neubauer. As culturas foram mantidas em meio Asm-1 (GORHAM et al., 1964), 100

umol fétons m™s? e fotoperiodo de 12:12 horas.

Ao final dos quatro dias, as culturas foram filtradas em aparato de filtracdo
estéril e filtro fibra de vido, poro 1,2 um (Whatman, Inglaterra). Assim, se obteve os
filtrados livres de células contendo os exudatos provenientes das monoculturas de C.

raciborskii e da competicdo entre as sete cepas de C. raciborskii e MIRF. O
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experimento foi realizado em placas de cultura de 24 po¢cos com capacidade de 2,5
mL cada. Em cada poco foram adicionados 1,25 mL de meio Asm-1, 1,25 mL do
filtrado obtido e 0,07 mL de cultura de MIRF afim de se obter uma concentragdo inicial
de 10" ym® mL™. Os experimentos foram realizados em cultivo fechado (tipo “batch”),

com somente uma adicéo inicial de filtrado, e de acordo com o0s seguintes tratamentos:

a) Culturas de MIRF expostas a cada um dos filtrados das sete monoculturas de
C. raciborskii.

b) Culturas de MIRF expostas a cada um dos filtrados das sete culturas mistas.

Para controle negativo foi utilizado meio completo (1,25 mL de meio de
crescimento Asm-1 + 1,25 mL de meio Asm-1 filtrado) com MIRF previamente
inoculada na mesma concentragdo dos tratamentos. Devido ao prévio consumo de
nutrientes pelos organismos na cultura de onde os filtrados foram proveniente, estes
possuem menor quantidade de nutrientes do que o meio de cultura utilizado no
controle. Desta forma, nutrientes foram adicionados (macronutrientes e elementos
traco) aos filtrados a fim de corrigir um possivel efeito causado pela limitagdo de
nutrientes. Cada tratamento foi realizado em tréplicas e mantido a 25°C, 100 pmol
fotons m?s™ e fotoperiodo de 12:12h .

2: Efeito do exudato de CYRF e MIRF na formacdo de colénias em diferentes cepas

de M. aeruginosa

Previamente ao experimento, monocultura de CYRF e cultura mista com CYRF
e MIRF na proporgdo 1 CYRF : 1 MIRF foram cultivadas. As espécies na cultura mista
permaneceram em contado por quatro dias e a proporcado entre estas foi avaliada
diariamente por meio de contagem ao microscopio (Olympus BX41) com o auxilio de
camara de Neubauer. As culturas foram mantidas em meio Asm-1 (GORHAM et al.,
1964), 100 pymol fétons m™*s™? e fotoperiodo de 12:12 horas. Ao final dos quatro dias,
as culturas foram filtradas em aparato de filtracao estéril e filtro de fibra de vidro, poro
1,2 um (Whatman, Inglaterra). Assim, obteve-se os filtrados livres de células contendo
0s exudatos provenientes da monocultura de CYRF e da competicdo entre CYRF e
MIRF para serem adicionados em dez cepas de M. aeruginosa (Tab. 2). O
experimento foi realizado em placas de cultura de 24 pogos com capacidade de 2,5
mL cada. Em cada poco foram adicionados 1,25 mL de meio Asm-1, 1,25 mL do
filtrado obtido e culturas de dez diferentes cepas de M. aeruginosa em concentragéo

inicial de 10" um® mL™. Os experimentos foram realizados em cultivo fechado (tipo
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“batch”), com somente uma adicdo inicial de filtrado e de acordo com os seguintes

tratamentos:

A - Exudato da cultura mista de CYRF : MIRF (1 : 1) sobre:

1- MIRF (Controle positivo); 2- CYA43; 3- NPJB-1; 4- LEA-04; 5-
PCC7806; 6- CYA140; 7- PCC7820; 8- NPLJ-4; 9- V131; 10- PCC7005.
B - Exudato da monocultura de CYRF (1 : 0) sobre cepas que formaram

colénias em A.

Para controle negativo foi utilizado meio completo (1,25 mL de meio de
crescimento Asm-1 + 1,25 mL de meio Asm-1 filtrado) com as cepas de M. aeruginosa
previamente inoculadas nha mesma concentracdo dos tratamentos. Nutrientes foram
adicionados (macronutrientes e elementos trago) aos filtrados para corrigir o efeito
causado pela limitacdo de nutrientes. Cada tratamento foi realizado em tréplicas e
mantido a 25°C, 100 pmol fétons m?s™ e fotoperiodo de 12:12h .

Andlise dos dados

As cepas de M. aeruginosa ficaram em contato com cada filtrado durante quatro
dias. Ao final dos quatro dias, amostras foram retiradas e fixadas imediatamente com
solucdo de lugol acético para analise da morfologia. Para cada tréplica, 100 células
foram avaliadas e classificadas como colénias quando em um minimo de trés células
agregadas. O tamanho das coldnias também foi avaliado e essas foram classificadas
como coldnias pequenas (3 a 7 células por colénia) e colénias grandes (8 a 13 células

por colbnia).

Para ambos os experimentos, os tratamentos em que MIRF recebeu os
exudatos das culturas mistas com 1 CYRF : 1 MIRF foram considerados controles

positivos devido aos resultados encontrado em nosso estudo prévio (MELLO et al., em

prep.).

A porcentagem do numero de células em colbnia de cada tratamento e o
tamanho das colbnias foram estatisticamente comparados usando analise de variancia
one-way ANOVA seguida por teste de Tukey (quando p < 0,05) com o auxilio do

software Jump 5.0.1.



50

RESULTADOS

1: Efeito de diferentes cepas de C. raciborskii na formacao de colénias em MIRF

As células de MIRF expostas a monoculturas de diferentes cepas de C.
raciborskii ndo apresentaram resultados significativos para formacéo de colbnias. O
tratamento controle apresentou 18% de células em coldnias, enquanto que o0s
tratamentos T3 e PMC99.06 apresentaram 5% de células em col6nias, os tratamentos
G75, PMC124.02 e CS-1 apresentaram 16% de células em colbnias, o tratamento

Austr. apresentou 6% de células em coldnias, e o tratamento CYRF apresentou 10%
de células em colbnias (Fig. 2.1).
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Figura 2.1. Porcentagem de células de MIRF isoladas e em coldénias quando expostas a exudatos de
monoculturas de sete cepas de C. raciborskii.

Os resultados das células de MIRF que foram expostas as culturas mistas
foram divididos em dois grupos: I: onde n&o houve dados significativos de formagéo de
colbnias, e Il: com dados significativos de formacéo de colonias (F716 = 8,04; p <
0,001) (Fig. 2.2), quando comparados aos controles negativo e positivo. No grupo I, o
controle negativo e os tratamentos T3 e PMC99.06 apresentaram apenas 18%, 20% e
20% das células em colbnias, respectivamente; enquanto que no grupo Il, o controle
positivo e os tratamentos G75, PMC124.02, Austr. e CS-1 apresentaram 58%, 49%,
50%, 50% e 59% das células em colbnia, respectivamente.



51

I Il
) Il
'c BC BC''AB AB AB A A

100 -

80

Numero de células (%)
[e)]
o

40 -
20 -
0 J
N
P IR S
> o' * o OF
) ) v ¥ O
(‘Q’ O 0\ C§“
&* &S &
& $
< &
; _ )
mmmm Células em coldnias | &
—= Células isoladas O

Figura 2.2. Porcentagem de células de MIRF isoladas e em coldnias quando expostas a exudatos de sete
cepas de C. raciborskii cultivadas em culturas mistas com MIRF. As letras mailsculas sobre as barras
representam o resultado da comparagdo estatistica quando p < 0,05, em que letras diferentes
representam diferencga estatistica.
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Figura 2.3. Tamanho das colbdnias (%) de MIRF quando exposta a exudatos de sete cepas de C. raciborskii
cultivadas em culturas mistas com MIRF. Col6nias pequenas = 3 a 7 células por colbnia, coldnias grandes
=8 a 13 células por colbnia.
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As diferencas no tamanho das colbnias seguiram o padrdo dos grupos
observados na formacédo de colénias. O grupo |, que ndo formou nimero significativo
de colbnias, ndo apresentou colbnias grandes, com 100% das colonias de todos os
tratamentos desse grupo classificadas como pequenas (Fig. 2.3). No grupo Il, em que
a formagdo de colbnias foi significativamente maior, observou-se a presenca de
colénias grandes, com 9,5% de colénias grandes em G75, 10,7% em PMC124.02,
33,3% em Austr., 32,1% em CS-1 e 38,4% de colbnias grandes no controle positivo
(Fig. 2.3).

2: Efeito do exudato de CYRF e MIRF na formacédo de coldonias em diferentes cepas

de M. aeruginosa

Ao final do experimento, dentre as dez cepas de M. aeruginosa que receberam
0 exudato proveniente da competicdo entre CYRF e MIRF, trés, incluindo o controle
positivo, formaram colbnias. O controle positivo apresentou 55,3% das células em
colbnias e o controle negativo apenas 1% (Fi, = 78,14; p = 0<001). As cepas
PCC7806 e NPLJ-1 apresentaram 17,6% e 7,3% das células em coldnias,
respectivamente, enquanto a formacdo de colonias ndo foi observada em seus
respectivos controles (F;, = 28,95, p = 0,006 e F,, = 13,08; p = 0,022,
respectivamente). Para a cepa PCC7005, a formacdo de colbnias também foi
registrada. No entanto, esta ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao seu
controle. As outras seis cepas testadas e seus respectivos controles ndo formaram
colbnias (Fig. 2.4).

Desta forma, para os experimentos B, apenas o controle positivo, PCC7806 e
NPLJ-4 foram expostas ao exudato de monocultura de CYRF. As trés cepas formaram
colénias quando receberam o exudato (Fig. 2.5). Entretanto, somente PCC7806
apresentou dados de formacdo de colbnias significativamente maior quando recebeu
exudatos de monocultura de CYRF (F,¢ = 20,08; p = 0,002) (Fig. 2.5b). Para MIRF e
NPLJ-4 (Fig. 2.5a e 2.5c, respectivamente), a porcentagem de células em colbnias
qguando expostas a monocultura de CYRF foi menor do que quando expostas a cultura
mista, apresentando 12,3% e 1% de células em colbnias, respectivamente (F,¢ =
43,58; p =0,001 e F,5 = 9,28; p = 0,014, respectivamente). Diferentemente para a
cepa mutante PCC7806, a porcentagem de células em col6nia no tratamento 1 : O foi

igual ao tratamento 1 : 1, apresentando 24% das células em colénia (Fig. 2.5b).



53

| >
w

o

o

]

]

]

]

|R

=z

]

]

]

]

100

Numero de células (%)
(e}
o

40 -
20 -
0 T IIYIIIIII T 1: T l.l T '
ol -0V OO0 >~
S XSV P PP PSP RNSIsLSS
§SSS50505 5 5<SNETSTEN
O 000<OY0JOA0RS<I0 8§89
L o™ ~ < COQQOQO ~ O
Q v 0 Q
2 Y o5 T 2 O N L P S
-~ S ~ S
§ § < N N D N
Qa W NS Q
O 2 9 Q &5 LQ = O
O O 0O O
Q Q Q

mmmm Células em colbnias
—= Células isoladas

Figura 2.4. Porcentagem de células isoladas e em colénias nas dez cepas de M. aeruginosa quando
expostas a exudatos da competicdo entre CYRF e MIRF. Letras sobre as barras representam o resultado
da comparagdo estatistica quando p < 0,05 (romanas mailsculas para MIRF; romanas minUsculas para
PCC7806; gregas minusculas para NPLJ-4), em que letras diferentes dentro de cada classe de letras
representam diferenca estatistica.

O tamanho das col6nias foi analisado nos tratamentos que apresentaram
formacgao significativa de colbnias. Assim, os resultados apontaram que somente no
controle positivo e na cepa PCC7806 (mutante) ocorreu a formagdo de colbnias
grandes. Ao final do experimento, 28,9% das coldnias formadas do controle positivo
foram classificadas como grandes. Em PCC7806, coldnias grandes foram registradas
no tratamento que recebeu exudato da cultura mista (30,5% de colbnias grandes) e no
tratamento que recebeu exudato de monocultura de CYRF (18,6% de colbnias
grandes) (Fig. 2.6)
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Figura 2.5. Porcentagem de células
isoladas e em colénias em a)
MIRF, b) PCC7806 e c) NPLJ-4
quando expostas a exudatos da
competicdo entre CYRF e MIRF (1
: 1) e a exudatos da monocultura
de CYRF (1 : 0). Letras sobre as
barras representam o resultado da
comparagédo estatistica quando p <
0,05 (romanas mailsculas para
MIRF; romanas mindsculas para
PCC7806; gregas minlsculas para
NLJ-4), em que letras diferentes
dentro de cada classe de letras
representam diferenca estatistica.
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Figura 2.6. Tamanho das coldnias (%) de M. aeruginosa nos tratamentos que apresentaram formacéo de
colénias estatisticamente significativa. Colénias pequenas = 3 a 7 células por colbnia, enquanto coldnias
grandes = 8 a 13 células por col6nia.

DISCUSSAO

1: Efeito de diferentes cepas de C. raciborskii na formacéo de colénias em MIRF

Dentre as sete cepas de C. raciborskii testadas, cinco (incluindo o controle
positivo) foram capazes de promover a formagéo de colénias em MIRF. Esses dados
indicam que a capacidade de responder a um estresse por meio de formacédo de
colbnias parece ser uma caracteristica intrinseca de MIRF. A formacao significativa de
colénias em MIRF somente ocorreu quando esta foi exposta aos exudatos
provenientes de culturas mistas. Isso aponta a necessidade de um fator de estresse,
no caso competicdo, para induzir a possivel producdo de moléculas de quorum
sensing para formagéo de colénias em MIRF. Mesmo nos casos em que cepas de C.
raciborskii em competicdo com MIRF foram capazes de promover a formacdo de
colénias, em nenhum caso o tratamento com monoculturas C. raciborskii foi capaz de
induzir esse processo. A necessidade de um fator de estresse para a producao de
moléculas de quorum sensing foi reportada em LAZAZZERA (2000). Neste trabalho, a

producdo de moléculas de quorum sensing pela bactéria Bacillus subtilis foi induzida
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pela deplecdo de nutrientes, sinalizando para a entrada dessa populacdo na fase
estacionéria de crescimento (ver Cap. 1).

A capacidade das cepas de C. raciborskii em induzirem a producdo de
moléculas de quorum sensing para formacado de colénias em MIRF parece ndo estar
relacionada com a capacidade destas de produzir toxinas. As cepas que compdem o
grupo |, em que ndo houve formagao de colonias, foram identificadas como produtoras
(T3) e ndo-produtoras (PMC99.06) de toxinas. Da mesma forma, no grupo Il, em que
houve a formacdo de coldnias, ocorrem cepas produtoras de toxinas (CYRF) e nao-
produtoras (CS-1). Assim, um padrao relacionado a produgéo de toxinas ndo pode ser
estabelecido. Diferencas na rota metabdlica para producéo de toxinas e de compostos
alelopéticos vem sendo reportadas. Membros do género de dinoflagelados marinhos
Alexandrium s&o bem conhecidos pela liberagdo de compostos alelopaticos e de
neurotoxinas, no entanto, a liberacdo dos primeiros ndo esta relacionada com a das
segundas (MA et al., 2009). SUIKKANEN et al. (2006) mostraram também que o efeito
alelopético da cianobactéria Nodularia Spumigena sobre a cript6fita Rhodomonas sp. é
mais provavelmente devido a metabdlitos que ndo a cianotoxina (nodularina)

produzida por essa espécie.

A origem geogréfica das cepas de C. raciborskii também parece ndo estar
relacionada com a producdo de moléculas de quorum sensing por MIRF para
formacédo de colbnias. Cepas brasileiras foram relacionadas ao grupo I, bem como ao
grupo Il. NEILAN et al. (2003) analisaram a variagdo genética de cepas de C.
raciborskii européias, brasileiras e australianas, e essas foram separadas em trés
grupos distintos. Nesse trabalho, a variacdo genética foi maior entre as cepas de
continentes diferentes do que entre cepas de um mesmo pais. Entretanto, no estudo
de VALERIO et al. (2005), cepas de C. raciborskii provenientes de um mesmo pais,
Portugal, foram caracterizadas molecularmente e variacdo genética significativa foi
encontrada. A producdo de metabdlitos secundarios por cianobactérias é controlada
pelas caracteristicas genéticas de cada cepa (NEILAN et al., 2008). Sendo assim,
segundo os trabalhos citados, a variagdo na producdo de metabdlitos secundarios é
esperada quando comparadas cepas de diferentes continentes. Da mesma forma,
também é esperada variacdo na producao de metabdlitos secundarios entre cepas do
mesmo pais. Nossos resultados estdo de acordo com os dados apresentados na
literatura, j& que duas cepas brasileiras foram capazes de induzir a formagédo de
colénias, enquanto uma terceira cepa brasileira ndo induziu a formacao significativa de

colbnias.
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A variacdo no tamanho das colGnias apresentou 0 mesmo padréo de variacao
na formacdo de colonias (Fig. 2.2). No estudo de LURLING (2003), a clordfita
Scenedesmus obliquus formou colénias quando exposta ao filtrado de culturas do
organismo zooplanctdnico herbivoro Daphnia magna. O tamanho das col6nias de S.
obliquus foi relacionado positivamente a densidade de herbivoros na cultura de onde
derivou o filtrado. Assim, quanto maior foi a densidade de herbivoros na cultura
filtrada, maior foi a formacéo de colénias em S. obliquus, apresentando colénias com
maiores tamanhos. Assim, extrapolando a relagcdo predador-presa para dois
autotroficos, os dados de LURLING (2003) suportam os encontrados em nosso
trabalho, em que a frequéncia de ocorréncia e tamanho das colbnias foi diretamente

relacionada.

2: Efeito do exudato de CYRF e MIRF Na formacéo de colbnias em diferentes cepas

de M. aeruginosa

Dentre as dez cepas de M. aeruginosa que receberam o exudato proveniente
da competicdo entre CYRF e MIRF, somente MIRF e a mutante PCC7806 formaram
colénias efetivamente. Apesar da cepa NPLJ-4 que recebeu exudatos da cultura mista
ter apresentado formacao significativa de colbnias, esta ndo foi considerada efetiva por
nao ter apresentado coldnias grandes. A auséncia de formacéo de colénias grandes
em NPLJ-4 (Fig. 2.6) aponta para um fraco efeito do exudato proveniente da
competicdo entre CYRF e MIRF nesta cepa. Como foi visto no experimento 1, a
formacédo de colbnia foi significativa somente quando a presenca de colbnias grandes
foi observada. Assim, no experimento 2, a formag&do de colbnias somente foi

considerada efetiva no controle positivo e na cepa mutante PCC7806.

A cepa mutante PCC7806 foi geneticamente transformada e teve sua
capacidade inerente de produzir as variantes de microcistinas (toxinas) inibida,
enquanto manteve a capacidade de sintetizar outros metabdlitos secundarios
(DITTMANN et al., 1997). A mutacdo induzida em PCC7806 levou ao aumento de uma
proteina de superficie relacionada a formagcdo de colénias (MrpC) e,
consequentemente, a uma maior tendéncia a formagéo de colénias na cepa mutante
do que na cepa selvagem (ZILLIGES et al., 2008). Nesse trabalho, os autores ainda
apontam a importancia da proteina MrpC nas interacdes célula-a-célula em cepas de
Microcystis produtoras de microcistina. Desta forma, em cepas onde a producdo dessa

proteina foi geneticamente alterada, € esperado um comportamento divergente dos
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padrbes esperados em cepas selvagens com relagdo a respostas de quorum sensing
ou a aleloquimicos. Assim, em nosso estudo, parece pertinente a formacdo de
colénias na cepa mutante PCC7806, enquanto todas as outras cepas testadas, exceto
o controle positivo, ndo apresentaram formacao efetiva de colbnias. Além disso,
guando comparamos a formacéo de coléniasem 1 : 0 com 1 : 1, a mutante PCC7806
foi a Unica a ndo seguir o padrdo de formagao de colénia menor em 1 : 0. Este padréo
foi seguido por todos os tratamentos que apresentaram formacdo de colbnia neste
experimento e no experimento 1. A formacéo de coldnias em PCC7806 parece entdo
estar mais relacionada a sua mutacdo genética e caracteristicas dessa condicdo do
gue a capacidade de responder ao exudato da competicdo entre CYRF e MIRF. Diante
disso, somente MIRF respondeu efetivamente ao exudato da competi¢cdo entre CYRF
e MIRF, indicando a co-evolugdo como um importante fator no desenvolvimento de
defesas ou na capacidade de responder a sinais quimicos. A formagéo de colénia em
MIRF, induzida pelos exudatos provenientes da competi¢cdo entre CYRF e MIRF, vem
sendo apontada como um mecanismo de defesa contra os compostos aleloquimicos
excretados por CYRF (MELLO et al., em prep.). Quando em concentracdo elevada,
tais compostos podem causar inibicdo do crescimento. Entretanto, quando em
concentracdes intermediérias, a formacdo de col6nias pode ser um primeiro sinal

indicativo de defesa quimica (MELLO et al., em prep.).

Dados da literatura ainda ndo sdo suficientes para explicar o papel da co-
evolugdo no desenvolvimento de mecanismos de defesa em interagdes
fitoplanctdnicas. Nossos resultados estdo de acordo com os de YANG et al. (2009) ,
apesar desse trabalho tratar a interacdo de M. aeruginosa com predadores. Nesse
estudo, a formacgé&o de colbnias em M. aeruginosa foi testada expondo-a a exudatos de
trés tratamentos diferentes: filtrado de cultura com predadores alimentados com M.
aeruginosa, filtrado de cultura com predadores alimentados com M. wesenbergii e
filtrado de cultura com predadores alimentados com Chlorella pyrenoidosa (clordfita). A
formacao de colénias em M. aeruginosa somente ocorreu quando esta foi exposta ao
filtrado da cultura onde os predadores foram alimentados com M. aeruginosa,
indicando, assim, que as moléculas quimicas para formac¢do de colbénia ndo sao
constituintes dos organismos envolvidos, mas relacionadas ao resultado das
interagBes entre os organismos. Com relacdo a interacdo de cianobactérias e
bactérias, MARTINS et al. (2010) testaram o efeito alelopatico de 13 cepas de
cianobactérias de quatro géneros diferentes isoladas de uma estacao de tratamento
de esgoto sobre bactérias isoladas da mesma estacdo. Nenhuma das cepas de

cianobactéria foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, sendo que dois dos géneros
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testados ja foram reportados como capazes de inibir o crescimento de bactérias. Os
autores relacionaram o resultado encontrado com a co-evolucdo das populacdes de
bactéria e cianobactéria, levando ao estabelecimento de comunidades em que as
populagbes néo interferem no desenvolvimento uma da outra. Esses resultados
corroboram o encontrado em nosso trabalho, em que cepas de M. aeruginosa que ndo
co-evoluiram com CYRF, ndo foram capazes de desenvolver defesas (no caso,

formacédo de colbnias) contra os aleloquimicos de CYRF, relatados no capitulo 1.

CONCLUSAO

A possivel produgcédo de moléculas para a formagéo de colénias em MIRF foi
induzida pela competicdo com diferentes cepas de C. raciborskii. A formacdo de
colénias em MIRF néo teve relagdo com a toxicidade e origem das cepas de C.

raciborskii.

Foi considerado que somente MIRF apresentou formagéo de colbnias efetiva
guando em contato com o exudato da competicdo entre CYRF e MIRF. Desta forma, o
sinal para formacdo de colénia foi apontado como cepa-dependente, indicando a

importancia do papel da co-evolucéo nas interacdes alelopaticas entre cianobactérias.

A variagcdo de respostas entre cepas da mesma espécie aponta para a
necessidade de estudos ecoldgicos mais detalhados ao se tentar estabelecer padrées
que expliquem floragcbes de cianobactérias no ambiente. A co-evolugdo entre as
espécies pode acarretar no desenvolvimento de defesas encontradas em uma cepa e
ndo encontradas em outra. Assim, este trabalho aponta as interacdes entre
cianobactérias como sendo ainda mais complexas do que vem sendo reportado. A
identificacdo dos metabdlitos secundarios envolvidos nos processos de interacao
quimica e maiores estudos sobre o papel da co-evolucdo nessas interacdes podem
ser uma ferramenta a mais na compreensdo da variabilidade de respostas quimicas

entre cepas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho apontam para a ocorréncia de

diferentes interagfes quimicas entre as cianobactérias Cylindrospermopsis raciborskii

e Microcystis aeruginosa. Tais interacfes parecem sem influenciadas por uma série de

fatores, tanto biodticos quanto abidticos. A seguir, um sumario das principais idéias

apresentadas:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Cylindrospermopsis raciborskii produziu aleloquimicos capazes de inibir o

crescimento de M. aeruginosa quando sob estresse por competicao;

Microcystis aeruginosa produziu aleloquimicos capazes de inibir o crescimento

de C. raciborskii quando sob estresse por competi¢éo e luz;

Cylindrospermopsis raciborskii demonstrou possuir a capacidade de se
comunicar por quorum sensing, inibindo seu préprio crescimento, quando em

situacao de estresse por luz;

Microcystis aeruginosa demonstrou possuir a capacidade de se comunicar por
qguorum sensing, formando colbnias, quando em situacfes de estresse por

competicéo e luz;

O estresse por competicdo sob intensidades luminosas ndo indutoras de
estresse em C. raciborskii parece ser mais deletério para o crescimento de M.
aeruginosa, enquanto o estresse por luz parecer ser mais deletério para o

crescimento de C. raciborskii;

Interacdes quimicas aparentemente sao uma vantagem competitiva a mais de
cianobactérias, contribuindo para o sucesso ecoldgico de C. raciborskii e M.
aeruginosa nos sistemas aquaticos brasileiros. No reservatério do Funil,
interacdes quimicas, juntamente com outros fatores, parecem contribuir para a

dominancia e o padrao de sucessao de cianobactérias;

A cepa de M. aeruginosa MIRF formou colbnias quando em contato com

exudatos de diferentes cepas de C. raciborskii;

A formacao de coldnias em MIRF ndo teve relacdo com a toxicidade e origem

das cepas de C. raciborskii;



9)

10)

11)

62

Dentre as dez cepas de M. aeruginosa testadas, somente MIRF apresentou
formacgéo de colbnias quando em contato com o exudato da competicdo entre
CYRF e MIRF, indicando a importancia do papel da co-evolugdo nas

interacdes quimicas entre cianobactérias;

Diferentes respostas para cepas da mesma espécie aponta a necessidade de
estudos ecoldgicos mais detalhados ao se tentar estabelecer padrbes que
expliguem floracBes de cianobactérias no ambiente;

A identificacdo dos metabdlitos secundarios envolvidos nas diferentes
respostas de cada cepa € apontada como importante ferramenta para melhor
compreender a variacdo quimica entre estas,.sendo esta uma proposta para
estudos futuros.
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