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RESUMO

A radiacdo solar € essencial para a vida na Terra, fornecendo energia para a
fotossintese e calor. Do total da radiacdo que tinge o planeta, 9% é representada
pela a radiagdo ultravioleta (UV). Estudos com grupos de cianobactérias mostram
efeitos negativos de radiacdo UV em processos fisiologicos, como crescimento e
sobrevivéncia e alteragfes de enzimas relacionadas ao metabolismo de nitrogénio e
fixacdo de CO2. Cylindrospermopsis raciborskii € uma cianobactéria filamentosa
fixadora de nitrogénio que vem se tornando uma das espécies de cianobactérias de
maior interesse de pesquisadores devido a sua potencial toxicidade e sua elevada
adaptabilidade ecofisiologica. Neste trabalho, investigou-se o efeito da radiacdo UV-
A, UV-B e UV (A+B) na densidade, viabilidade celular e ocorréncia de alteracdes
morfoldgicas por microscopia eletrénica de transmissdo. Foram usadas intensidades
naturais sobre a cepa de C. racirborskii no periodo de 6 horas de tratamento. Os
tratamentos UV-A e UV (A+B) apresentaram efeitos negativos significativos na
densidade e integridade de membrana (99,3 e 95% de células mortas,
respectivamente), enquanto UV-B ndo apresentou diferenca significativa na
densidade, mas induziu alteracdo de integridade da membrana em 57% das células
no final do tratamento. Analises ultraestruturais demonstraram modificacbes
morfolégicas em todos os tratamentos caracterizadas principalmente por reducéo da
proporcao de tilacoides e estruturas de armazenamento de pigmentos acessorios.
Nossos resultados demonstram a inducdo de morte celular significativa em cepa de
C. racirborskii pelos tratamentos UV-A e UV (A+B). Entretanto, o tratamento UV-B
parece ser menos letal para esta cepa na intensidade usada. O entendimento de
processos de morte celular em populacgdes fitoplactbnicas induzida por radiacdo UV

(A+B) abre novas perspectivas sobre a influéncia deste tipo de radiacdo em



ecossistemas aquaticos e suas consequéncias na persisténcia de espécies, fluxo
energeético e ciclos biogeoquimicos.
Palavras-chave: Radiacéo ultravioleta. Cylindrospermopsis raciborskii. Morte celular.

Alteracdes ultraestruturais.



ABSTRACT

Solar radiation is essential for life on Earth, providing energy for photosynthesis and
heat. The total radiation that reaches the Earth surface, 9% is represented by the
ultraviolet radiation (UV). Studies with cyanobacterial groups show negative effects of
UV radiation on physiological processes such as growth, survival and enzymes of
nitrogen metabolism and CO, fixation. Cylindrospermopsis raciborskii is a
filamentous nitrogen fixing cyanobacteria that has become one of the species of
cyanobacteria of interest to researchers because of its potential toxicity and its high
ecophysiological adaptability. In this work, we investigated the effect of UV-A, UV-B
and UV (A + B) on the density, cell viability and occurrence of morphological changes
by transmission electron microscopy. Natural intensities were used on strain of C.
racirborskii in a period of 6 hours of treatment. The treatments UV-A and UV had
significant negative effects on the density and integrity of membrane (99.3 and 95%
of dead cells, respectively), while UV-B showed no significant difference in density,
but induced alteration of membrane integrity in 57% of the cells at the end of
treatment. Ultrastructural analysis showed morphological changes in all treatments
characterized mainly by reducing the proportion of thylakoid structures and pigments
accessories storage. Our results demonstrate the induction of cell death in strains of
C. racirborskii treatments by UV-A and UV. However, the UV-B treatment seems to
be less lethal to this strain in the intensity used. The understanding of processes of
cell death in phytoplanktoic populations induced by UV radiation opens new
perspectives on the influence of such radiation on aquatic ecosystems and its
consequences on the persistence of species, energy flow and biogeochemical

cycles.
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1. Introducéo

1.1 Consideracdes Gerais

A radiacdo solar € essencial para a vida na Terra, fornecendo energia para a
fotossintese e calor. Cerca de metade desta energia é emitida como luz visivel e o
restante no comprimento do infravermelho e radiacdo ultravioleta. A pequena fracao
do ultravioleta que corresponde a aproximadamente 9% da radiacéo total que atinge
a Terra (ANDERSON 1981) é dividida em ultravioleta C (190-280 nm), ultravioleta B
(280-315 nm) e ultravioleta A (315-400nm). Embora a radiagdo UV-C seja
totalmente absorvida pela atmosfera, a radiacdo UV-B € apenas parcialmente
absorvida pela camada de o0z6nio da estratosfera (cerca de 20 a 40 km acima da
superficie terrestre) enquanto que a radiacdo UV-A €, praticamente, inalterada pela
mesma.

O ozobnio (O3) é um gas naturalmente presente na estratosfera e é altamente
reativo. Este gas nao € uniformemente distribuido ao longo do globo e, em geral, as
concentracfes sdo mais elevadas em médias e altas latitudes e, mais baixas,
proximas ao equador (WMO 2003). A diferenca € causada por ventos estratosféricos
e pela producdo quimica e destruicao natural do ozonio.

Acbes antropicas durante as duas ultimas décadas vém contribuindo para a
destruicdo da camada de oz6nio. O maior fator responsavel pela destruicdo sao as
emissOes de clorofluorcarbonetos (CFC’s). Estes gases sofrem fotolise quando
chegam a estratosfera e ha uma reacdo catalitica entre aos atomos de cloro
liberados com os atomos de oxigénio. Apesar de esforcos internacionais serem

feitos para que haja a diminuicdo da perda da camada de 0z6nio, niveis encontrados
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antes da década de 80 ainda ndo foram recuperados (WEATHERHEAD e
ANDERSEN 2006)

A reducdo da concentracdo de o0zbnio na estratosfera tem como
consequéncia o aumento da incidéncia da radiacdo UV-B na superficie terrestre
(CRUTZEN 1992, KERR e MCELROY 1993, MADRONICH 1992). Este tipo de
radiacdo solar possui um alto efeito prejudicial em produtores primarios terrestres e
aguaticos, afetando, principalmente a producdo primaria e o crescimento destes

organismos (DAY e NEALE 2002).

1.2 Efeito de UV no fitoplancton

O fitoplancton é constituido por algas microscopicas que flutuam livremente
nas aguas. E o elo primario das cadeias alimentares dos sistemas aquaticos, ja que
sdo organismos fotossintetizantes. A comunidade fitoplanctdnica € composta por
varios grupos de algas eucariéticas e um grupo de organismos fotossintéticos
procariéticos, as cianobactérias.

A radiagdo ultravioleta é prejudicial a comunidade aquatica, tendo diferentes
efeitos sobre a mesma. No fitoplancton, esta radiacdo é prejudicial ao crescimento, a
reproducdo e & enzimas e proteinas ligadas ao aparato fotossintético, como por
exemplo, enzimas fotossintéticas que captam energia e 0s pigmentos fotossintéticos
(HERRMANN, et al. 1996, VASSILIEV, et al. 1994). Além disso, 0 aumento da
radiacdo UV-B pode alterar a estrutura e a fungcédo de cadeias troficas e afetar ciclos
biogeoquimicos (RECH, et al. 2005).

Estudos com grupos de cianobactérias mostram efeitos negativos de UV-B no

crescimento, sobrevivéncia, pigmentacdo, motilidade, bem como nas enzimas do
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metabolismo de nitrogénio e fixacdo de gas carbdnico (CO;) (DONKOR e HADER
1997, DONKOR e HADER 1996). Um grande numero de cianobactérias
desenvolveu estratégias adaptativas contra os excessivos efeitos negativos, como a
capacidade de regulacao da profundidade na coluna d’agua e sintese de pigmentos

protetores (micosporinas, por exemplo) (HADER, et al. 1998).

1.3 Cianobactérias

1.3.1 Aspectos gerais

Cianobactérias compfe um grupo de microorganismos uni ou multicelulares,
procariontes, que possuem clorofila a e realizam fotossintese através dos
fotossistemas | e Il (MUR, et al. 1999).

A morfologia de cianobactérias é variada. Observacfes sob microscopia de luz
mostram que o talo pode ser unicelular, colonial ou filamentoso (Micrografia 1). Os
individuos unicelulares podem ter formas muito diversas, desde arredondadas,
oblongas e elipiticas, até cilindrico-arredondadas, fusiformes e piriformes. As células
podem apresentar ou ndo envoltorio mucilaginoso (SANT'ANNA, et al. 2006).

As colbnias podem ser formadas por poucas células (2 al6) ou centenas
delas; podendo apresentar diferentes morfologias. Os talos filamentosos podem ser
uni ou multicelulares, apresentar ou nao bainha mucilaginosa e podem ser
ramificados ou simples. O termo tricoma é utilizado apenas para o0 conjunto de
células dispostas linearmente e filamento para o conjunto de bainha mucilaginosa

mais o tricoma (SANT'ANNA, et al. 2006).
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Os tricomas podem apresentar apenas células vegetativas ou obrigatoriamente
células modificadas (heterocito e acineto). Estas células modificadas sdo de extrema
importancia ecolégica. Os heterocitos sdo células de parede fina e protoplasma
hialino, capazes de fixar nitrogénio. Os acinetos séo células grandes, igualmente de
parede fina, mas contendo de reserva em seu protoplasma o0 que permite a

sobrevivéncia da espécie sob condi¢Oes desfavoraveis (SANT'ANNA, et al. 2006).

Micrografia 1: Diferentes tipos de morfologia encontrados no grupo das
cianobactérias. Em (A e D) cianobactérias coloniais e em (B, C e E),

filamentosas. Barra= 10 pum. Fonte: Simone J. Cradoso e Maria Carolina S.
Soares.

A ultraestrutura de cianobactéria € pouco descrita na literatura. Trabalhos
focando a ultraestrutura de cianobactérias sdo encontrados a partir da década de 60
(GANTT e CONTI 1969).

O envoltério celular das cianobactérias é tipico de bactérias Gram-positivas,
apresentado trés camadas distintas: membrana plasmatica interna, parede celular e
membrana externa. Como toda célula procariota, caracteriza-se pela auséncia de
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plastos, que sdo organelas contendo um envoltorio, formadas por duas membranas
unitarias contendo internamente uma matriz (estroma) e que estdo presentes nas
demais células vegetais. Os pigmentos fotossintéticos e 0os demais componentes
celulares estdo dispersos no citoplasma. S&o encontradas estruturas de reserva,
como granulos de cianoficina que possuem a funcdo de reserva de nitrogénio;
granulos de glicogénio, o0s quais armazenam diretamente o0s produtos da
fotossintese; inclusdes de lipidio e granulos de polifosfato (Esquema 1). Ha outras
estruturas de frequente ocorréncia, tais como ficobilissomos (reserva de pigmentos
acessorios) associados aos tilacdides, corpos poliédricos que participam da fixacéo
de carbono atmosférico e ribossomos 70S tipico de células procariontes. Estruturas
como 0s aerotopos sao encontradas apenas em alguns grupos de cianobactérias e

tem como funcao a flutuacéo.

Ficobilissomos <

» [nclusdes lipidicas

it
) N . _
i——» Granulos de cianoficina

Tilacoides « > Vacucle de gas

» Corpo poliedrico

— —— L Al i —— —_— ==

Esquema 1: Desenho esquematico das principais estruturas encontradas em
cianobactérias.

Trabalhos com a descricdo da ultraestrutura de diferentes géneros de
cianobactérias, por exemplo, Anabaena, Mycrocistis, Ocillatoria e Synechoccocus,
mostram uma grande variedade na distribuicAo das estruturas na célula e a
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influéncia do ambiente e da condicédo de crescimento sobre a presenca e dispersao
das mesmas (ALLEN 1984, CASAMATTA, et al. 2005, FALCON, et al. 2004,
FREDRIKSSON e BERGMAN 1997, GROMOV, et al. 1986, JENSEN 1993,
PALINSKA, et al. 1998).

Apesar da grande variedade ultraestrutural documentada para o grupo de
cianobactérias, ndo foram encontrados, na literatura, estudos ultraestruturais

envolvendo cepa de C. raciborskii.

1.3.3 Ecologia

A diversificacao dos usos multiplos, bem como o despejo de residuos liquidos e
sélidos em rios, lagos, represas tém contribuido para a continua perda de qualidade
da agua nesses ambientes. Tal processo, denominado eutrofizacdo, pode ocorrer
naturalmente, indicando um envelhecimento natural do sistema, no qual esses
ecossistemas passam de uma condicdo oligotrofica (concentracdo baixa de
nutrientes) para uma condicdo eutréfica (elevada concentracdo de nutriente) ou
através da acdo antropica. Neste caso, este processo esta associado ao aumento
acelerado na concentracdo de nutrientes (nitrogénio e fdsforo, principalmente),
propiciando um crescimento excessivo e rapido dos organismos aquaticos
fotossintetizantes (fitoplancton e macrdéfitas).

O aumento da eutrofizacdo leva, geralmente, a uma perda da diversidade e ao
crescimento intenso de algumas algas planctonicas, formando o que é conhecido
como floragdes. Dentre estas algas, destaca-se o0 grupo das cianobactérias. E muito
frequente o registro da dominancia desse grupo em reservatérios e lagoas costeiras

brasileiras (HUSZAR 1999).
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A ocorréncia de cianobactérias em ecossistemas aquaticos esta associada a
uma variedade de fatores, tais como: reduzida turbuléncia (REYNOLDS 1984), baixa
intensidade luminosa (SMITH, V. H., 1986, ZEVENBOOM, et al., 1980), elevadas
temperaturas (SHAPIRO 1990), baixa concentragdo de CO2 e elevado pH
(CARACO e MILLER, 1998, KING, 1970, SHAPIRO, 1990). A alta afinidade por
nutrientes, especialmente nitrogénio (BLOMQVIST, et al. 1994, SMITH 1983) e
estocagem de fésforo (PETTERSON, et al. 1993) sdo importantes fatores
determinantes para a ocorréncia e formacéo de floracbes de cianobactérias.

Além dos desequilibrios ecoldgicos relacionados a perda da diversidade e
alteracbes ao longo da cadeia trofica, as floracbes de alguns grupos de
cianobactérias resultam em problemas como aumento de turbidez e diminuicdo da
concentracdo de oxigénio dissolvido. Tais alteracfes levam a uma diminuicdo da
qualidade da agua, bem como problemas associados a saude humana. Alguns
grupos de cianobactérias produzem metabdlitos secundarios téxicos (cianotoxinas)
cuja funcdo ecoldgica ainda ndo esti clara apesar de alguns destes metabdlitos
apresentarem efeitos na biota (CHORUS e BARTRAM 1999).

Dentre os géneros mais frequentes relacionadas a floragdes no Brasil,
destacam-se Microcystis, Anabaena e Cylindrospermopisis. Floracdes toxicas destes
géneros ja foram registradas em varios ecossistemas aquaticos brasileiros (BOUVY

2000, MAGALHAES e AZEVEDO 1998).

1.4 Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopisis raciborskii Seenayya et Subba Raju (1972) € uma

cianobactéria filamentosa pertencente a ordem Nostocales. Tem como caracteristica
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a formacéo de tricomas solitarios retos ou ligeiramente curvados, com vesiculas de
gas e heterocito terminal em uma ou nas duas extremidades do filamento, células
vegetativas cilindricas e acinetos oblongos-ovais (SHAFIK, et al. 2003).

C. raciborskii ocupou rapidamente uma extensa area geografica, ocorrendo
num amplo ndmero de lagos, reservatrios e rios tropicais (PADISAK, 1997),
produzindo flora¢des, algumas téxicas, em muitos corpos d’agua ao redor do mundo
(BRANCO e SENNA 1994, CHAPMAN e SCHELSKE 1997, DOKULIL e MAYER
1996). Embora tenha sido descrita como uma espécie tropical, sua ocorréncia tem
sido também relatada em ambientes de regiées subtropical e temperada (PADISAK,
1997).

C. raciborskii é caracterizada como uma espécie com alta tolerdncia ao
sombreamento, com baixo requerimento de luz, apresentando alta taxa de
assimilacdo de amoénio e capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Além disso,
essa espécie possui uma alta afinidade por fosforo, sendo capaz de estocar este
nutriente, além de ser resistente a predacio pelo zooplancton (PADISAK 1997).
Possui ainda a capacidade de regular flutuacdo através de vesiculas de gas
denominadas aerdtopos, possibilitando ao organismo certo controle sob a sua
posi¢do na coluna d’agua, permitindo assim que se mova, verticalmente, em direcao
a uma intensidade luminosa favoravel e disponibilidade de nutrientes.

C. raciborskii vem se tornando uma das espécies de cianobactérias de maior
interesse de pesquisadores, em parte pelo seu potencial de produzir toxinas e
formar floragbes, mas principalmente pelo aumento do numero de relatos de sua
ocorréncia na ultima década em ecossistemas continentais de regides tropicais,

subtropicais, e mesmo temperadas (PADISAK, 1997).
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1.6 Mortalidade fitoplancténica

Ha varios estudos sobre fatores que controlam o crescimento fitoplancténico e
sua fisiologia durante o crescimento e divisao celular, porém pouco se sabe sobre
fatores que afetam a mortalidade da comunidade. Reynolds (1984) refere-se a
mortalidade como perdas da populacédo e resume a taxa de dano como a soma das
perdas através de washout hidraulico, sedimentacao, herbivoria e morte celular.

O dano causado por morte celular ainda é dificil de mensurar e sua real
importancia nos sistemas aquaticos € desconhecida. A morte celular pode ser
causada por fatores bidticos e abidticos. Os fatores bidticos estdo relacionados a
patégenos, infeccbes por bactérias e virus (BRUSSAARD 2004, IMAI, et al. 1993,
SUTTLE 2005). A disponibilidade de luz e nutrientes sdo os principais fatores
abibticos que causam mortalidade (FRANKLIN, et al. 2006). Estudos recentes
relatam uma alta morte e lise celular em populagfes naturais de fitoplancton, porém
a maioria destes estudos refere-se ao fitoplancton marinho (AGUSTI, et al. 2006).

Os conceitos e avangos das técnicas de biologia celular vém sendo aplicados
para a quantificacdo de morte celular fitoplacténica (DARZYNKIEWICZ, et al. 1994,
LEE e RHEE 1999a, LEE e RHEE 1999b). A perda da habilidade da manutencé&o da
homeostase, resultante de alteracdes na integridade de membrana, € um dos
indicios de morte celular (DARZYNKIEWICZ, et al. 1994, ELLIS, et al. 1991). Em
vista disso, testes de permeabilidade de membrana foram desenvolvidos e vém
sendo usados para a discriminagéo entre células vivas e mortas (ELLIS et al., 1991;
DARZYNKIEWICZ et al, 1994). Recentemente, tais testes sdo usados, com sucesso,

para quantificar a proporcdo de células vivas e mortas nas comunidades
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fitoplanctdnicas naturais e em experimentos em laboratério (AGUSTI 2004, LEE e
RHEE 1997, LEE e RHEE 1999b, LLABRES e AGUSTI 2006).

O processo de morte celular em organismos fitoplancténicos vem sendo alvo
de diversos estudos. Ja € conhecido que estes organismos nao possuem somente
morte celular através de lise ou necrose. Trabalhos recentes mostram que existem
mecanismos de morte celular programada (apoptose) com a acdo de importantes
indicativos moleculares neste processo, como a presenca de enzimas tipo caspase,
enzima mediadora de processo apoptotico, inversdo da proteina de membrana
fosfatidilserina e fragmentacdo do DNA (MOHARIKAR, et al., 2006, NING, et al.,
2002, ZUPPINI, et al., 2007)

A capacidade de identificar células vivas e mortas na comunidade
fitoplanctonica abre novos caminhos para o estudo da dinamica de populacdo em
lagos que permite incluir perdas na populacdo por meio da morte celular e discutir
seu significado na evolucdo da estrutura da comunidade, persisténcia de espécies,
estabilidade ou perturbacdo. Esses e outros aspectos foram negligenciados no
passado, por falta de metodologias precisas disponiveis para a quantificacdo de

morte celular (AGUSTI, et al. 2006).
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2. Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

1- Avaliar alteragGes ultraestruturais e morte celular em Cylindrospermopsis
raciborskii sob efeito da radiag&o ultravioleta.
2- - Padronizar a preparacdo de citocentrifugados para estudos de

cianobactérias a microscopia de fluorescéncia

2.2 Objetivos Especificos

1- Estudar a cinética de morte celular na cepa LETC CIRF-01 de
Cylindrospermopsis raciborskii no periodo de 2, 4 e 6 horas de tratamento com a
radiacdo ultravioleta (UVA, UVB e UV (A+B)) através da avaliacdo da densidade
celular;

2- Avaliar a ocorréncia e proporcao de morte celular em Cylindrospermopsis
raciborskii através do uso de marcador fluorescente para integridade de membrana
apos 6 horas de tratamento;

3- Analisar a ultraestrutura da mesma cepa de C. raciborskii através de
microscopia eletrénica de transmissao;

4 — Avaliar a ocorréncia de alteracdes ultraestruturais da cepa em questao, sob

efeito da radiacéo ultravioleta (UVA, UVB e UV (A+B));
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3. Materiais e Métodos

3.1 Cultura Estoque

Para os diferentes experimentos, foi utilizada a cepa de Cylindrospermopsis
raciborskii, LETC CIRF-01, gentilmente cedida pela Dra. Sandra Azevedo do
Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A cepa CIRF- 01
caracteriza-se por produzir toxinas do tipo saxitoxinas e goniautoxinas (FERRAO-
FILHO, et al. 2009).

A cepa estoque foi mantida no Laboratério de Ecologia Aquatica da
Universidade Federal de Juiz de Fora, em meio ASM-1 (GORHAM, et al. 1964), a 22
°C e 310 pmol féton m?s™, em fotoperiodo de 12:12 horas. O cultivo foi unialgal, ndo
axénico (com presenca de bactérias), em cultura tipo “batch”, no qual os nutrientes
vao diminuindo e o niumero de células aumenta até a capacidade suporte. Ressalta-
se que neste tipo de cultivo ha individuos em todos os estagios de crescimento e o

estado fisiolégico de cada individuo ndo é necessariamente igual.

3.2 Experimentos com radiagéo ultravioleta

3.2.1 Lampadas

Foram utilizadas lampadas artificiais com radiagéo ultravioleta (UV), TL 40/05 e

TL 20/01 (Philips), com pico de emissdo em 365 e 312 nm, representando as faixas

de comprimento de onda ultravioleta A (UV-A) e ultravioleta B (UV-B),
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respectivamente. Tais lampadas, instaladas em um compartimento de madeira com
dimensfes de 122 x 36 x 32 cm, foram mantidas em uma sala de temperatura

controlada a 22 C (Fotografia 1).

Fotografia 1: Foto representativa dos experimentos com radiacdo ultravioleta
mostrando a disposicdo da lampada sobre os frascos com cultura de
Cylindrospermopsis raciborskii.

Como base para a determinacao das intensidades utilizadas no experimento,
foi medida a radiacao ultravioleta solar, no dia 14 de abril de 2009, na cidade de Juiz
de Fora (MG), no periodo de 7:00 as 17:00. Tal dia caracterizava-se por ser um dia
sem a cobertura de nuvens. O radidmetro modelo IL 1400A (International Light) foi
utilizado para realizacdo das medi¢cdes a cada 1 hora. Ao final, os valores escolhidos

para 0 experimento, baseando-se nos valores encontrados nas medi¢cdes de

radiacao solar, foram: 11,8 W m™ para UV-A e 0,54 W m™ para UV-B.
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3.2.2 Desenho Experimental

A concentracao utilizada a partir da diluicdo da cultura estoque foi de diluida a
10° células. ml*. Previamente ao inicio do experimento, tanto as tréplicas do
controle, quanto as dos tratamentos foram mantidas sob as mesmas condi¢cfes do
cultivo, em um periodo de, aproximadamente, 24 horas, a fim de estabilizar a cultura
apos a diluicdo da concentracdo inicial. Tréplicas da aliquota da diluicdo da cultura
estoque foram submetidas a tratamentos com UV (UV-A + UV-B), UV-A, UV-B e
controle. No tratamento controle, as cepas foram mantidas sob as mesmas
condicbes, sendo conservadas no proprio local do cultivo. No tratamento UV (A+B),
as tréplicas foram mantidas sob efeito de ambas as lampadas ligadas, enquanto
para os tratamentos UV-A e UV-B, as lampadas foram mantidas ligadas tempos
distintos.

Os tratamentos tiveram duracgdo total de seis horas sob a influéncia de cada
luz, em frascos de quartzo (tratamento UV-A) e erlenmeyer (tratamentos UV-B e UV
(A+B)) com o volume de 40 ml. No caso dos tratamentos UV-B e UV (A+B) a
utilizacdo de frascos de borosilicato (erlenmeyer) deve-se a capacidade deste
material de barrar radiacao UV, principalmente UV-B, uma vez que a intensidade da
emissdo da lampada deste comprimento de onda foi superior a intensidade
necesséria para o experimento. No caso do tratamento UV-A, o uso de frascos de
quartzo foi devido a alta capacidade de transmitancia deste material, ou seja, a
intensidade utilizada no experimento foi a correspondente a emissao total da
lampada UV-A.

Amostras foram retiradas a cada duas horas para a analise de densidade

celular. Para a analise de integridade de membrana e modificacédo ultraestrutural, as
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amostras foram retiradas ao final do periodo de seis horas. Antes de cada
amostragem os fracos foram devidamente homogeneizados manualmente (Desenho

2).

Cepa Estoque

|

=

f[ﬂfﬁ f[& f[&

UV-B UV (A+B)  CONTROLE
| |
: 6 Horas '

Tratamento com radiacdo UV

l l l

Densidade celular Integridade de membrana Microscopia eletrdnica
Taxa de crescimento Live/Dead Baclight de transmisséo

Desenho 2: Desenho esperimental

3.3 Andlise da densidade celular

A densidade de C. raciborskii foi analisada como descrito em SIPAUBA-
TAVARES & ROCHA (2003), apés preservacao em lugol acético. O método consiste
na contagem do numero de células em camara de Neubauer sob microscopia de luz.

Foi utilizada objetiva de 40x, em microscépio da marca Olympus, modelo BX 41.
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3.4 Taxa de mortalidade ( )

A taxa de mortalidade da cultura foi verificada através da densidade celular.
As taxas relativas de mortalidade (y) foram derivadas de LEE e RHEE (1999) e
calculadas como:
y=(n Nz —InNy) (2 —t;) ™,
sendo y a taxa de mortalidade , N, o0 logaritimo natural da densidade de células
mortas no tempo final e Nj logaritimo natural da densidade de células mortas no
tempo inicial de cada experimento. A densidade inicial de células mortas de cada
tratamento foi estimadas a partir dos dados gerados através da analise de

integridade de membrana que sera explicada detalhadamente no item 3.6.

3.5 Preparacéo de citocentrifugados

O uso de preparacbes em citocentrifuga apresenta ampla utilizacdo para
estudos de suspensbes celulares de diferentes naturezas. Tal técnica € bastante
usada em analises laboratoriais diversas, principalmente em citologia, hematologia e
microbiologia (SCHWETZ, et al., 2007, UMLAND, et al., 2003). A técnica de
citocentrifugacdo tem como fundamento a transferéncia de particulas que possam
sedimentar de uma suspensao liquida para uma lamina através de variacfes do
aparelno quanto a velocidade, tempo, aceleracdo e quantidade de amostra
depositada para centrifugacéo.

Amostras de C. raciborskii (300 pL por amostra) com a concentracdo de 10°
células.ml™* foram centrifugadas em citocentrifuga (Shandon cytospin 4, Thermo

Electron) a 28 x g, durante 5 minutos em aceleracdo média. Foram usadas laminas
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com cobertura de poli-L-lisina (Poliscience, Inc.) para facilitar a aderéncia dos
organismos na lamina.

Em paralelo a preparacdo de citocentrifugados, foi realizada a preparacéo de
amostras em filtro de membrana de policarbonato com porosidade de 0,2 pm
(Millipore) juntamente com aparto de filtracio e bomba a vacuo, conforme
procedimento de rotina para visualizacdo de cianobactérias em microscopia de
fluorescéncia (BOOTH 1993).

A distribuicdo da cianobactérias, em 10 campos, foi comparada nos dois
métodos usados (citocentrifugados e filtros de membrana). As analises foram
realizadas em microscoépio de epifluorescéncia BX-60 (Olympus). Utilizou-se o filtro
UWG, em que a excitagcao ocorre no comprimento de onda do verde e, a emissao,
no do vermelho. A observagdo da distribuicdo dos organismos foi baseada na
capacidade de autofluorescéncia da clorofila, a qual permite a identificacdo de

cianobactérias sem o uso de marcadores especificos.

3.6 Avaliacéo da integridade de membrana

Para analise da integridade de membrana de C. raciborskii (viabilidade celular),
foi utilizado o kit LIVE/DEAD BacLight (Molecular Probes, Inc.), seguindo o protocolo
fornecido pela empresa. Este kit é constituido de dois marcadores. O marcador
SYTO 9 tem a propriedade de corar as células vivas, emitindo fluorescéncia verde.
Ja o marcador iodeto de propideo cora apenas as células que apresentam algum
dano em sua membrana, emitindo fluorescéncia vermelha. Volumes iguais dos
marcadores SYTO 9 e iodeto de propideo sdo misturados e a cada 1ml de amostra

adiciona-se 3 pl da mistura. Foi utilizado o volume de 300 pl de amostra, mantendo a
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mesma propor¢cdo de marcador recomendada pelo protocolo. As amostras foram
incubadas por 20 minutos no escuro.

Ap0s a montagem em citocentrifuga, as laminas foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia BX-60 (Olympus), com filtro U-MWB com a emissao no
comprimento da luz azul, o qual possibilta a visualizacdo simultanea dos
marcadores. A contagem foi realizada através de transectos na lamina até totalizar

30 filamentos medidos.

3.7 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

3.7.1 Preparacédo de amostras para MET

Para estudo em microscopia eletrénica de transmissao, amostras de células do
cultivo submetidas a diferentes tratamentos foram coletadas e processadas de
acordo com MELO, 2006. As amostras foram imediatamente fixadas, enquanto
ainda em suspensao, em solugdo de Karnovsky (1% paraformaldeido e 1% de
glutaraldeido em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4) durante 1 h, lavadas em tampao
fosfato 0,2 M pH 7,4 sob centrifugacdo (675 x g a 15°C por 10 minutos) e
ressupendidas no mesmo tampédo. As amostras foram, em seguida, incluidas em
Agar 2% (marca Cambrex), facilitando o processamento subseqtiente das amostras
o qual é realizado sem contato direto com o0s organismos. Deste modo, ha a
diminuicdo tanto de artefatos causados por danos mecanicos quanto a perda de

espécimes durante os demais procedimentos (MELO, et al. 2007).
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3.7.2 Processamento das amostras para MET

Blocos de agar contendo as amostras foram pos fixados em 6smio reduzido
(ferrocianeto de potassio 1,5% em tampéo fosfato 0,1 mM e 6smio 1% em agua
destilada) por 1 hora em temperatura ambiente e lavados por trés vezes em tampéo
fosfato 0,1 mM pH 7,3. As amostras foram desidratadas em etapas de
concentracfes crescentes de alcoois (50% 70%, 90%, 95%), passando em cada
etapa duas vezes por 5 minutos e por 5 minutos em acetona.

As amostras foram pré-infiltradas em meio de inclusdo 6xido de proprileno e
Araldite em diferentes concentracdes (1:1, 1:2, 1:3) e inclusdo em resina Araldite .
ApoOs polimerizagcdo a 60°C por 48 horas, foram feitos cortes ultrafinos em
ultramicrétomo (Sorvall MT-2B, Dupont, USA), os quais foram contrastados com
acetato de uranila e citrato de chumbo. As amostras foram observadas em
microscopio eletrénico de transmissao (Tecnai Spirit G12, FEI, The Netherlands) em
80 KV, no Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais. Um total
de 64 eletromicrografias foi obtido ao acaso em aumentos variando de 9.300 a

30,000X.

3.8 Captura e andlise de imagens

As imagens de fluorescéncia foram obitidas usando microscopio de Olympus
BX-60 e camera digital Evolutiom VF (Media Cybernetics) acoplada ao microscopio
juntamente com o programa Image Pro-Plus (Media Cybernetics). Para as
quantificacbes em micrografias eletrbnicas, foi utilizado o programa de imagem

ImageJ.
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3.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo da densidade celular, taxa de
crescimento e morte celular foram analisados através do software JMP 5.0.1
utiizando ANOVA one-way como teste de variancia e, em seguida, o teste-t de

Student foi usado para verificar diferencas entre os tratamentos.
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4. Resultados

4.1 Luz ambiente

Conforme mencionado no

mensuracao da radiacao ultravioleta proveniente da luz solar com o objetivo de ser o

item 3.2.1,

mais fiel possivel as condi¢des naturais.

O grafico 1 mostra a variacdo das intensidades das radiacdes UV-A e UV-B
ao longo do dia. O periodo no qual a radiacao UV-A apresentou-se mais intensa foi
entre as 9 e as 14 horas, variando entre 16,9 e 25 W m™ , com o valor méaximo em
11 horas (25 W m™). Um padrdo similar ocorreu com a radiacdo UV-B. Foram

encontrados valores mais altos entre 10 e 14 horas, apresentando uma variacéo

entre 0,24 e 0,47 W m?, sendo este encontrado as 12 horas.
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Grafico 1: Variacdo das intensidades da radiacdo UV (UV-A e UV-B) no periodo
entre 07 e 17 horas em um dia sem nuvens. Circulos pretos representam a radiacéo
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4.2 Densidade e taxa de mortalidade

Os tratamentos UV-A e UV (A+B) apresentaram um maior efeito sobre a
densidade celular de C. raciborskii comparado ao tratamento UV-B (Gréfico 2). No
tratamento UV-A a densidade variou entre 1,3 x 10° (+ 0,1 x 10°) céls. mI**, no tempo
inicial e 5,8 x 10° (+ 0,2 x 10°) no tempo final, notando-se uma diferenca do tempo
inicial apenas depois de quatro horas de experimento. Um mesmo padrdao ocorreu
no tratamento UV, onde a densidade inicial e a final variaram entre 9,5 x 10° (+ 0,2 x
10°%) e 3,7 x 10° (+ 0,6 10°) céls. ml™*, respectivamente, porém foi notado diminuicdo
da densidades nas primeiras duas horas do experimento. A analise one-way
ANOVA indicou uma diferenca significativa entre os tempos inicias e finais nos
tratamentos UV-A (F = 9,58; p = 0,0001) e UV (A+B) (F = 8,92; p = 0,0002),
enguanto que o tratamento UV-B indicou igualdade entre os tempos (F = 0,9625; p =
0,4894).

Em relacdo as taxas de mortalidade (y) (Grafico 3), o tratamento UV-A
apresentou maior valor (2,29 h™l), enquanto que nos tratamentos UV-B e UV (A+B)
foram encontrados menores valores (0,42 e 0,33 h™, respectivamente). A anélise de
variancia indicou diferenca significativa entre os tratamentos UV-A, UV (A+B) e UV-B
e o tratamento controle (F = 136; p = 0,0001) e o teste t de Student indicou uma

igualdade entre os grupos UV-B e UV (A+B).
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Grafico 3: Taxas de mortalidade de Cylindrospermopsis raciborskii baseadas na
densidade em trés tratamentos com radiagéo ultravioleta (UV-A, UV-B, UV (A+B)) e
controle. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as variancias.

4.3 Comparacdo da distribuicio de cianobactérias ut ilizando-se

citocentrifugacéo e filtracdo por filtro de membran a

Para facilitar os estudos de cianobactérias com marcadores fluorescentes, foi
inicialmente realizada uma comparacdo de dois métodos de preparacdo de
amostras: filtracdo em filtros de policarbonato e citocentrifugacédo. A micrografia 2
ilustra a distribuicéo dos filamentos autofluorescentes de C. raciborskii em um campo
aleatério observado com o método de filtracdo (A) e citocentrifugacédo (B). Nao foi
observada diferenca aparente quanto a distribuicdo dos organismos na lamina,
quando os dois métodos foram comparados sem o0 uso de marcador. No entanto,
quando foi usado marcador fluorescente para células viaveis (SYTO 9), uma melhor

visualizacdo dos filamentos, foi documentada nas preparacdes por citocentrifuga
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(Micrografia 3B) quando comparadas com as preparacdes obtidas por filtracao
(Micrografia 3A). As preparacbes usando-se filtro de membrana mostram

“background” acentuado uma vez que a coloracdo € realizada sobre o filtro e ndo

diretamente sobre a lamina como € o caso do citocentrifugado.

A

Micrografia 2: Comparagdo dos dois métodos de preparagdo de laminas para visualizagdo de
Cylindrospermopsis raciborskii sem uso de marcador fluorescente. Em (A), com o0 uso de
citocentrifuga e, em (B), com filtro de policarbonato e bomba a vacuo. A florescéncia em vermelho

corresponde a autoflorescéncia da clorofila presente nas células. Barra = 25 pm

Micrografia 3:Micrografias comparativas dos métodos de preparacdo de laminas para visualizacdo de
Cylindrospermopsis raciborskii com o uso de marcador fluorescente. (A) Uso de filtro de membrana e
(B) uso de citocentrifugag&o. As duas laminas foram coradas com marcador SYTO 9 para viabilidade
celular. . Barra = 10 um.

36



4.4 Integridade de membrana

A avaliacdo da integridade de membrana é usada como indicativo da
viabilidade celular. Células com membranas alteradas, quando coradas pelo
marcador BacLight, emitem fluorescéncia em cor vermelha, enquanto células
intactas (vivas) coram-se em verde (Micrografia 4). Em um mesmo filamento foi
encontrada dupla coloracdo, ou seja, a presenca de células vivas e mortas no

filamento (Micrografia 5).

Micrografia 4: Micrografia representativa da dupla marcacdo usando-se o Kit
LIVE/DEAD BacLight. O filamento marcado em fluorescéncia vermelha indica células
nao viaveis enquanto o corado em verde mostra células viaveis. Barra = 10 um
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Micrografia 5: Micrografia de Cylindrospermopsis raciborskii mostrando células
coradas com diferentes marcadores em um mesmo filamento. Células viaveis estao
coradas em verde enquanto células ndo-viaveis, em vermelho. Barra = 10 um.

Em relacdo aos dados do marcador de integridade de membrana, os trés
tratamentos apresentaram diminui¢do significativa em relacdo a porcentagem de
células vivas entre o tempo inicial e final do experimento (UV-A F = 18878, p <
0,0001; UV-B F = 402,51, p = 0,0002; UV (A+B) F = 84,31, p = 0,0023). Os
tratamentos UV-A e UV (A+B) apresentaram porcentagem final de células vivas de
0,7 e 5%, respectivamente, enquanto que o tratamento UV-B apresentou 43% na
mesma analise. Deste modo, os resultados de UV-A e UV (A+B) foram agrupados

como similares, diferente do tratamento UV-B (Gréficos 4 e 5).
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Grafico 4: Porcentagem de células com membrana intacta (viaveis) e membrana

injuriada (ndo viaveis) nos tratamentos UV-A, UV-B e UV (A+B). CONT - tratamento

controle.
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Grafico 5 Porcentagem de células viaveis no final dos tratamentos UV-A, UV-B e UV
(A+B). CONT — tratamento controle.

4 .4 Ultraestrutura

4.4.1 Controle

Cianobactérias da espécie C. raciborskii apresentaram-se como células
alongadas em cortes transversais, com diametro de aproximadamente 4 um no eixo
maior da célula (Eletromicrografia 1A). A analise ultraestrutural mostrou a presenca
de um envoltério constituido por trés camadas: uma membrana mais interna
(membrana plasmética), uma intermediaria (parede celular) e uma membrana
externa (Eletromicrografia 1B e C). A membrana interna e externa mostrou estrutura
trilaminar tipica, enquanto a parede celular mostrou-se constituida por material
elétron-denso. Entre a parede celular e as duas membranas observou-se 0 espaco

periplasmatico. Essa organizacdo externa € tipica de cianobactérias e bactérias
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gram-negativas (JENSEN 1993). Na superficie extracelular, aderida a membrana
externa, foi verificada a presenca de uma bainha mucilaginosa, que é composta
principalmente de polissacarideos e tipica de alguns grupos de cianobactérias
formadoras de colonias (JENSEN 1993).

O citoplasma desta cepa foi caracterizado por numero acentuado de tilacoides
(Eletromicrografia 1). Associados a parede dos tilacoides, observaram-se estruturas
elétron densas com o diametro médio de 25 nm (Eletromicrografia 3). Estas
estruturas sdo denominadas ficobilissomos e podem conter dois pigmentos
acessorios da fotossintese: ficocianina e/ou ficoeritrina.

Outras estruturas foram identificadas com frequéncia no citoplasma: inclusées
lipidicas, corpos poliédricos (carboxissomos), granulos de polifosfato e vesiculas de
gas (Eletromicrografia 2). Os corpos poliédricos, estruturas ligadas ao processo de
fixacdo do carbono durante a fotossintese, foram observados isolados ou em grupos
e em associacdo com os tilacoides (Eletromicrografia 4). Cada corpo apresentava
uma area variando de 42 a 90 nm? tendo sido encontrados de 2-5 corpos por
seccao celular.

InclusBes lipidicas foram observadas em todas as células estudadas
(Eletromicrografia 2Bi). S&o esféricos, elétron densos, com aproximadamente 15
inclusdes por célula, variando entre 50 a 90 nm de didmetro. Estas inclus6es foram
observadas distribuidas em todo o citoplasma, principalmente na regido periférica da
célula.

Foram observados granulos de polifosfato os quais s&o caracterizados por
agregados elétron-densos de fosfatos de forma grosseiramente arredondada, com

superficie irregular e didmetro de cerca de 0,3 um (Eletromicrografia 2C). Estes
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granulos tém a funcédo de reserva de fosfato para sintese de acidos nucléicos e
fosfolipidios ou servem como fonte de energia para a sintese de ATP (ALLEN 1984).

Vesiculas de gas, as quais estdo envolvidas com a flutuagcdo do organismo,
foram claramente observadas e se apresentaram como vacuolos de diferentes
tamanhos e formas, com conteudo elétron-licido e limitados por uma camada
osmiofilica (Eletromicrografia 2Bi).

A andlise das eletromicrografias revelou areas de septo (divisdo) entre células
vizinhas, caracterizadas pela presenca de uma parede celular comum entre as duas
membranas plasmaticas (Eletromicrografia 3). As células unidas pelo septo
apresentavam membrana externa e espaco periplasmatico continuos

(Eletromicrografia 3A).

4.4.2 Tratamentos

A ultraestrutura de C. raciborskii foi avaliada apos tratamento com as
radiacdes UV-A, UV-B e UV(A+B) trés tratamentos induziram nitida rarefacdo da
proporcdo de tilacéides (Eletromicrografia 5). Andlises quantitativas das
eletromicrografias, usando o software ImageJ, revelaram uma diminuicdo da area
ocupada por tilacdides em todos os tratamentos em relacdo ao grupo controle. O
tratamento UV-A apresentou uma reducdo de 94% area ocupada por tilacoides
comparando a area encontrada no tratamento controle, enquanto os tratamentos
UV-B e UV (A+B) apresentaram uma reducdo de 77 e 81% da area celular,
respectivamente.

Os ficobilissomos, estruturas associadas aos tilacoides, mostraram-se em

processo de aparente dissolucdo e dispersos no citoplasma em areas com matriz
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citoplasmatica nitidamente mais elétron-densa (Eletromicrografia 5B). Essa alteracéo
foi observada principalmente no tratamento UV-A.

Os tratamentos UV-A e UV-B induziram diminuicdo significativa do numero de
inclus@es lipidicas (p< 0,0001). Células tratadas com UV-A ou UV-B apresentaram 4
e inclusbes lipidicas por seccdo celular, respectivamente, representando uma
reducado de 74%-76% no numero dessas estruturas.

Outra alteracdo ultraestrutural observada foi a perda da integridade das trés
camadas limitantes da célula (membrana interna, parede e membrana externa), com
areas apresentando auséncia de distincao entre trés camadas (Eletromicrografia 6).

Os corpos poliédricos ndo mostraram alteracdes estruturais e em nimero em
nenhum dos grupos tratados. No entanto, os granulos de polifosfato apresentaram-
se nitidamente desestruturados em comparagdo com os controles (Eletromicrografia

7). Essa alteracao foi observada principalmente apés tratamento com UV-B.
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I Membrana Externa

Espaco Periplasmatico

Eletromicrografia 1: Eletromicrografia da célula de Cylindrospermopsis raciborskii. Em (A),
corte transversal da célula. Em (B e C), detalhe em alta magnitude das trés camadas do
envoltério celular: membrana plasmatica, parede celular e membrana externa. Barras: (A)
=1 um e (B e C)= 200nm.
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Eletromicrografia 2: Eletromicrografias de cortes transversais de Cylindrospermopsis
raciborskii. Em (A) as setas pretas indicam a camada de mucilagem externa a célula, as
setas vermelhas apontam os tilacéides e CP indica um corpo poliédrico. Em (B e Bi) nota-se
a presenga de vesiculas de gases (V) e as setas vermelhas mostram inclusao lipidica. Em
(C), as setas vermelhas apontam os granulos de polifosfato. Barra em (A e Bi) = 200 nm;
(B) =1 um e (C) = 2 um.
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Eletromicrografia 3: Corte longitudinal de um filamento contendo quatro células. Nota-se a
presenca de vesiculas de gas (V), e corpo poliédrico (CP) .A seta vermelha indica ficobilis-
somo. O retadngulo vermelho evidencia os septos entre as células e , em (Ai) mostra, em
detalhe, a caracteristica de trés camadas do envelope celular. Nota-se que a membrana
externa e o periplama sdo contunuos ao longo das células vizinhas. Barra = 1 um.
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Eletromicrografia 4: Eletromicrografia de corte transversal evidenciando a disposi¢éo de
corpos poliédricos nas células. Em (A), mostra um estrutura isolada e, em (B), um agrupa-
mento. Barra em (A) = 500 nm e (B) = 1 um.
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Eletromicrografia 5: Alteracdes da area celu-
lar ocupada por tilacéides. Eletromocrogra-
fias de Cylindrospermopsis raciborskii (A)
Grupo controle, (B), grupo exposto a UV-A,
(C) grupo exposto a UV-B, (D) grupo exposto
a UV e (E) grafico resentativo da porcenta-
gem da area celular ocupada por tilacéides.
Barra(AeB)=1ume (CeD)=0,5um. As-
teriscos representam uma diferenca significa-
tiva entre os tratamentos.
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Eletromicrografia 6: Eletromicrografia de cortes longitudinais evidenciando a perda da
integridade da membrana e reducéo dos tilacoides. Em (A) grupo controle e (B) tratamento
UV-A. Barra em (A e B) = 1 um
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Eletromicrografia 7: Eletromicrografia de cortes tranversais indicando desestruturagéo de
granulo de fosfato. Observa-se, também, a redug¢ao da area celular ocupada por tilacoéides.
Em (A), grupo controle e (B), tratamento UV-B. Barra (A e B)= 1 um.
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5. Discussao

Mesmo sendo uma pequena parte da radiacdo solar incidente, a radiacao
ultravioleta afeta varios processos fisiolégicos nos organismos plancténicos, tais
como crescimento e sobrevivéncia (SINHA, et al. 1995). Desta forma, pode-se
considerar a avaliacdo da densidade celular um importante parametro para
entendimento da dinamica de populacdes em diferentes ecossistemas.

Os resultados da avaliagdo da densidade de Cylindrospermopsis raciborskii
sob diferentes tratamentos mostraram diminuicédo significativa da densidade celular e
da taxa de mortalidade para os tratamentos UV-A e UV (A+B). No grupo UV (A+B),
houve reducdo significativa do namero de células nas primeiras duas horas de
tratamento, enquanto que em UV-A, a reducdo da densidade foi observada apos
quatro horas. O tratamento UV-B, entretanto, ndo apresentou diminuic&o significativa
da densidade, porém apresentou uma diferenca significativa da taxa de mortalidade
se comparado ao tratamento controle.

As intensidades da radiacéo ultravioleta utilizadas nos experimentos, 11,8 W
m? (UV-A) e 0,54 W m? (UV-B), sdo consideradas moderadas comparando-se a
valores encontrados em regifes de altas e médias latitudes, os quais variam entre 7-
8 W m? (UV-B) e 45-50 W m? (UV-A) (CASTENHOLZ e GARCIA-PICHEL 2000).
SINHA (1996) testou os efeitos de UV (A+B) em cinco espécies de cianobactérias, e
observou morte de 100% das células ap6s 30 minutos de experimento, com
intensidade de 10 W m™? Porém, estudos com cepas da cianobactéria
Synechococcus sp ndo encontraram variagdo da densidade sob efeito de tratamento
com UV (A+B) em baixas intensidades, em periodo de cinco horas (SIX, et al. 2007).

Resultados com diminuigdo da densidade Optica em cepa de Microcystis aeruginosa
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foram observados apés 12 horas de tratamento com radiacdo UV-B, entretanto foi
utilizado intensidade de 5 W m? (FIJALKOWSKA e SUROSZ 2005), uma ordem de
grandeza maior do que da utilizada no presente trabalho.

Para obter maior compreensdo dos processos envolvidos na reducdo da
densidade celular foi realizada, em paralelo, a avaliacdo da viabilidade celular nos
mesmos grupos experimentais. Esta avaliagdo é amplamente usada em diferentes
estudos de biologia celular e microbiologia para observacédo a microscopia de luz de
células funcionalmente alteradas e em processo de morte (ABREU, et al. 2006,
BERNEY 2007, D'AVILA, et al. 2006, RYLANDER, et al. 2005, STRUBINSKA 2005).
Em ecologia, o termo “viabilidade celular” define a capacidade da célula em se
reproduzir e aumentar sua biomassa (JOUX 1997).

Existem varios indicadores de viabilidade celular, como por exemplo, o teste
de excluséo do tripan blue (TRIPATHI, et al. 2005) e o uso de incorporacao de
brometo de etideo (MELO, et al. 2005). O uso do kit LIVE/DEAD BaclLight é
particularmente indicado para avaliacao da viabilidade celular em microorganismos e
tornou-se muito usual nos ultimos anos devido ao seu procedimento pratico e rapida
distincdo entre células viaveis e nao viaveis (BOULOS, et al. 1999). Recentemente,
o kit vem sendo empregado em estudos de microorganismos aquaticos (AGUSTI, et
al., 2006, FREESE, et al., 2006, LEE e RHEE, 1999).

Os resultados da viabilidade celular mostraram diminuicdo significativa da
porcentagem de células vidveis ao final dos tratamentos com as radiacdes UV-A e
UV (A+B) (0,7% e 5% em UV-A e UV (A+B), respectivamente). O mesmo ocorreu
em UV-B, no qual a porcentagem de células vidveis ao final do experimento
apresentou diferengca significativa em relacdo ao tempo inicial, embora menor

guando comparada aos demais tratamentos (57% de células viaveis).
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Os dados de viabilidade celular corroboraram as analises de densidade
celular para os tratamentos UV-A e UV (A+B), os quais induziram expressiva
reducado tanto do numero total de células como do nimero de células com alteracao
da permeabilidade de membrana. Embora a radiacdo UV-B nédo tenha induzido
diminuicao significativa da densidade celular, foi detectada alteracdo significativa do
namero de células viaveis em resposta a este tratamento. Estes resultados indicam
gue as células de C. raciborskii sob tratamento com UV-A e UV (A+B) sofreram lise
celular, enquanto que, o tratamento com UV-B, na intensidade usada, induziu
alteracdo celular sem que houvesse, necessariamente, 0 processo de ruptura da
célula. Desta forma, demonstra-se que os trés tipos de radiacdo sdo capazes de
induzir alteragdes em C. raciborskii, sendo o efeito da radiagdo UV-B menos letal, na
intensidade usada, em comparacdo com UV-A e UV (A+B).

Os dados de viabilidade celular sdo importantes porque permitem a deteccao
de alteragBes celulares que podem ocorrer previamente a lise celular. Além disso, o
uso de marcadores para viabilidade celular permitiu a observacéo de células viaveis
e nao viaveis em um mesmo filamento (Micrografia 5). Esses dados demonstram a
presenca de células com diferentes condi¢des fisioldgicas no filamento em resposta
a radiacdo. Tal fenbmeno nado foi observado em populagdes naturais de
cianobactérias filamentosas analisadas quanto a viabilidade celular (AGUSTI, et al.
2006, PEARL 2000). Estes autores sugerem que as células de um mesmo filamento
atuem funcionalmente em conjunto e que as alteracdes celulares afetem todo o
grupo de células (PEARL,2000, AGUSTI et al, 2006). Com base nos resultados do
presente trabalho, especula-se que, embora as células de um mesmo filamento
possam interagir funcionalmente, as mesmas respondem de forma ou em tempos

distintos a radiacgéo.
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Para observacdo de possiveis alteracdes estruturais na populacdo de
cianobactérias, foi realizado estudo dos mesmos grupos em microscopia eletrénica
de transmissdo. As analises ultraestruturais associadas a estudos quantitativos
mostraram, como principal alteracdo a reducdo da proporcdo de tilacdides. Esta
diminuicao foi significativamente encontrada em todos os tratamentos, apresentado
porcentagens similares nos trés grupos. A maior reducdo da area de tilacoides foi
observada apds o tratamento com UV-A (94%) seguida pelo tratamento com UV
(A+B) (81%) e UV (77%). Esses dados estdo em acordo com observacao qualitativa
anterior mostrando que o tratamento com UV-B, por periodo de duas horas afeta os
tilacoides em cianobactérias do género Synechococcus sp. (CHAUHAN, et al. 1998).
A alteracdo e consequente reducdo destas estruturas também foi observada em
organismos fitoplantdnicos eucariontes sob efeito da radiacdo UV-B (LUTZ, et al.
1997, MEINDL e LUTZ 1996). No entanto, ndo foram encontrados dados de
microscopia eletrénica na literatura avaliando os efeitos dos outros tipos de radiacao
sobre os tilacoides em cianobactérias.

Outra alteragao ultraestrutural observada nitidamente foi a dissociagao e a
dissolucéo dos ficobilissomos. Estas estruturas sado de grande importancia por
conterem pigmentos acessorios que auxiliam na captacdo de luz para a fotossintese.
Trabalhos com marcadores moleculares relatam a dissociacdo entre o0s
ficobilissomos e a membrana dos tilacéides quando cianobactérias do género
Synechococcus foram expostas a radiacao UV (SIX, et al. 2007).

A diminuicdo da producao primaria fitoplancténica causada pela radiagédo UV,
tanto em comunidades naturais quanto em populacfes especificas, € descrita na
literatura (JOINT e JORDAN, 2008, LESSER, 2008, XIANGCHENG, et al., 2007). As

evidentes alteracdes ultraestruturais no aparato fotossintético e em estruturas



acessorias observadas no presente trabalho podem ser consideradas com uma das
causas para a ocorréncia de tal evento.

Em todos os tratamentos foi observada, em algumas areas da superficie
celular, a perda da distincdo entre as trés camadas constituintes do envoltorio
celular. Estas observacdes corroboram com as altas porcentagens encontradas na
quantificacdo da viabilidade celular, uma vez que o marcador para células ndo
viaveis apenas marca células que apresentam algum dano na membrana
plasmatica. AlteracBes de membrana celular podem ser decorrentes da absorcéo da
radiacdo UV por proteinas de membrana levando a destruicdo das mesmas e a
alteracdo da integridade do envoltério celular, resultando em morte (SINHA, et al.
1996). Estudos futuros deverdo avaliar o tipo de morte que esta ocorrendo em
cianobactéria, como por exemplo, detectar a ocorréncia de apoptose, conforme ja
observado em alga eucarionte da espécie Chlamydomonas reinhardtii quando
exposta a radiacdo UV-C (MOHARIKAR, et al. 2006).

As analises tanto da densidade e viabilidade celulares como da ultraestrutura
mostraram, em conjunto, que o tratamento com UV-A é o mais prejudicial a cepa de
C. raciborskii. Entretanto esta resposta era esperada para o tratamento UV-B, uma
vez que esta radiacdo € mais energética e acarreta danos diretos ao DNA
(MITCHELL e KARENTZ 1993). Os efeitos causados pela radiacdo UV-B séo
dependentes do comprimento de onda deste espectro. MEINDL e LUTZ (1996)
observaram que danos na morfologia e no desenvolvimento das células de
Micrasterias denticulata (cloroficea) por UV-B ocorriam em um pequeno intervalo de
tempo quando tratadas com comprimento de onda menor que 275 nm. Os
resultados encontrados por esses autores poderiam explicar o baixo efeito da

radiacdo UV-B em nosso experimento, jA que a lampada usada possui 0 pico
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maximo de emissao no comprimento de onda de 312 nm, que corresponde a area
de maior comprimento e menor energia no espectro de radiacao UV-B.

Vale ressaltar que o tratamento UV-B, mesmo apresentando um menor efeito
letal se comparado aos demais tratamentos, demonstrou ser prejudicial a
funcionalidade das céluas. Tal observacao € pertinente uma vez que foi detectado
um aumento da radicdo UV-B inscidente na superficie da Terra e,
consequentemente, nos ecossistemas aquaticos devido a reducdo da camada de
ozonio (GIES, et al. 2009, LEBERT, et al. 2002, MARTA-NEZ-LOZANO, et al. 2009)

Mecanismos de reparacdo ndo foram considerados no presente trabalho
devido ao curto tempo de tratamento. Tais mecanismos podem agir em questédo de
horas ou dias apds a incidéncia da radiacdo UV (GARCIA-PICHEL, et al. 1993). A
reparacdo tanto de moléculas de DNA cujas bases foram afetadas, quanto a
reparacdo do aparato fotossintético sdo estimuladas por UV-A, PAR ou periodos
com a auséncia de luz (GARDE e CAILLIAU, 2000, GIESKES e BUMA, 1997). Na
fotoreativacdo do DNA, a qual a reparagdo das bases € dependente de energia
proveniente da luz, ocorre a ativagdo de enzimas que realizam a substituicdo das
bases danificadas por UV-B. No caso do aparato fotossintético, hd a reposi¢do de
moléculas afetadas devido ao aumento da expressdo génica (CASTENHOLZ e
GARCIA-PICHEL 2000).

Ha fatores que devem ser considerados em relacdo a intensidade de radiacéo
ultravioleta incidente em ecossistemas aquaticos naturais. Um destes fatores é a
estratificacdo térmica que promove uma menor concentracdo de material em
suspensao nas camadas mais superficiais da coluna d’agua proporcionando, deste
modo, a diminuicdo do processo de absorcdo da radiagdo por particulas suspensas

(XENOPOULOS, et al. 2000) Outro fator sdo as diferentes concentracdes de
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carbono organico dissolvido na agua que geram uma maior absor¢cao e consequente
aumento da atenuacdo da radiacdao UV (MORRIS, et al. 1995). A temperatura
promove um aumento do metabolismo dos organismos aquaticos permitindo
respostas rapidas de mitigacdo dos efeitos nocivos da radiagdo UV (HOFFMAN, et
al. 2003).

A ocorréncia de morte celular causada por radiagcdo UV é relatada em
comunidades fitoplancténicas marinhas (LLABRES e AGUSTI 2006). Estes autores
mostram que 0S organismos presentes nas camadas mais superficiais sdo 0s mais
afetados e apresentam uma alta porcentagem de lise celular. Além disso, foi
observada uma diferenca de sensibilidade a radiacdo UV de grupos de
cianobactérias coexistentes, demonstrado, deste modo, que o efeito da radiacédo UV
€ espécie-especifico, podendo ser um importante fator controlador de estrutura de
comunidade e sucessao de espécies (QUESADA e VINCENT, 1997, WANGBERG et
al, 1996).

O processo de morte celular com consequente lise gera a liberacdo de
compostos organicos intracelulares, como por exemplo, carbono (LEE e RHEE,
1997). A producéo de carbono organico dissolvido (COD) através deste processo
pode ser de grande importancia para cadeia tréfica microbiana, na qual o
bacterioplancton assimila o COD e retorna a energia perdida através da lise para os
niveis tréficos superiores. No caso de cianobactérias, pode haver liberagdo de outro
composto organico o qual pode gerar danos a saude publica: cianotoxinas (LAM, et
al. 1995). A liberacdo destes compostos interfere na qualidade da agua gerando
intoxicacBes de populagdes humanas através de consumo de dgua contaminada por

toxinas produzidas por cianobactérias. Nos seres humanos, as cianotoxinas podem
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afetar o figado (hepatotoxinas), o0 sistema nervoso (neurotoxinas), a pele
(dermatotoxinas) e inibir a sintese protéica (citotoxinas).

A observacao e entendimento de processos de morte celular em populacdes
fitoplactdnicas causada por radiacdo UV abrem novas perspectivas sobre a
influéncia deste tipo de radiacdo em ecossistemas aquaticos e suas consequéncias

na persisténcia de espécies, fluxo energético e ciclos biogeoquimicos.
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6. Conclusodes

v O presente estudo mostrou que a cepa CYRF de C. raciborskii é
sensivel a radiacdo UV, apresentando reducdo significativa da
densidade celular quando exposta a radiacdo UVA e UV. O tratamento
com a radiacdo UVB, no entanto, ndo induziu alteracdo da densidade

celular.

v A utilizacdo do kit backlight mostrou, em paralelo, alteracdo significativa
da viablilidade celular da mesma cepa, demonstrando a ocorrénca de

processo de morte celular nos 3 tratamentos usados.

v' Analises ultraestruturais mostraram que o aparato fotossintético e os
pigmentos acessorios da cepa CYRF de C. raciborskii sdo as estruturas

mais afetadas pelos trés tipos de radiacao.

v' O método de citocentrifugacdo proporcionou melhor visualizacdo de
microorganismos quando comparado ao meétodo usual (filtracdo) para
analise quantitativa de cianobactérias filamantosas em microscopia de

fluorescéncia.

v Esté claro que a radiacdo UV, principalmente UV-A, é um fator causador
de morte e alteracfes celulares em cepa de C. raciborskii. Cabe, em
estudos posteriores, o melhor entendimento deste processo e das
consequéncias deste fenbmeno no fluxo de energia e dindmica das
populagcdes nos ecossistemas aquéticos naturais.
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