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Resumo

O aumento da ocorréncia e dominancia de Cylindrospermopsis raciborskii em
ecossistemas aquaticos continentais, observado em todo o mundo tem resultado, em
muitos casos, na substituicdo de outras espécies de cianobactérias, como Microcystis
aeruginosa. Os fatores relacionados a essa dominéncia ainda ndo sdo bem
compreendidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da luz e nutrientes na
competicdo entre C. raciborskii e M. aeruginosa. Foram realizados experimentos em
cultivos unialgais visando determinar a dindmica de absorgéo de nitrogénio (N) e
fésforo (P) por 4 cepas (2 cepas de C. raciborskii, 2 de M. aeruginosa). As habilidades
competitivas das duas espécies foram avaliadas em cultivos mistos em 3 condigbes de
intensidade luminosa (alta, média e baixa) e de limitacdo de N e P. As quatro cepas
estudadas apresentaram a mesma dinamica na assimilagao de nutrientes,absorvendo
rapidamente N e P (ca. 24hs) e com taxas de crescimento, tempo de duplicagdo e
rendimento maximo da cultura semelhantes. Nos experimentos de competicdo as
cepas de M. aeruginosa foram dominantes na maior intensidade luminosa nas
condigbes P-limitada e controle e na limitagado por N apenas no ultimo bloco. Na menor
intensidade foi dominante apenas nos dois ultimos blocos na condi¢cdo controle. Na
intensidade média foi dominante na condigdo controle no ultimo bloco, com limitagédo
de fésforo e nitrogénio nos dois ultimos blocos. Enquanto que apenas uma cepa C.
raciborskii foi dominante na condicdo controle na menor intensidade luminosa. Na
condicdo N-limitada, C. raciborskii foi dominante apenas na menor intensidade no
primeiro bloco e na maior intensidade no segundo bloco de experimentos. Na condigédo
P-limitada, C. raciborskii ndo foi dominante em nenhum momento. Fica evidente
portanto, a influéncia e interagdo da disponibilidade de luz e nutrientes na competi¢ao
entre C. raciborskii e M. aeruginosa, contudo, as respostas sao dependentes das

cepas, e as generalizagdes especificas devem ser avaliadas com cuidado.
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Abstract

The increase in occurrence and dominance of the cyanobacteria Cylindrospermopsis
raciborskii in freshwater ecosystems, observed worldwide, has resulted, in many
cases, in a replacement of other species like Microcystis aeruginosa. The factors
related with this dominance are still unknown. The aim of this work was to evaluate the
influence of light and nutrients in the competition between C. raciborskii and M.
aeruginosa. Experiments with 4 strains (2 strains of C. raciborskii, 2 strains of M.
aeruginosa) in unialgal cultures have been accomplished to determine the nitrogen (N)
and phosphorus (P) uptake dynamics. Competitive abilities of the two species have
been evaluated in mixed cultures under 3 light intensities (high, medium and low) and
under N and P limitation. The 4 studied strains presented the same nutrient uptake
dynamics, absorbing N and P quickly (ca. 24 hours) and similar growth rates, mean
doubling time and maximum yield of the cultures. At competition experiments M.
aeruginosa was dominant in P-limited and control conditions under high and medium
light intensities. C. raciborskii strains presented different responses: one of them was
dominant in all conditions under low light intensity and also N-limited condition under
medium light intensity. The other was dominant only in the N-limited and control
conditions under low light intensity. It's then evident the influence of the availability of
light and nutrients in the competition between C. raciborskii and M. aeruginosa,
however, the responses rely on the strains and specific generalization should be

carefully evaluated.



1. Introdugao
1.1. Consideragoes Gerais

A diversificagao dos usos multiplos, o despejo de residuos liquidos e solidos
em rios, lagos, represas e a destruicdo das areas alagadas e das matas galeria tém
produzido continua e sistematica deterioragdo e perdas extremamente elevadas em
quantidade e qualidade da agua (TUNDISI, 2003). A continua descarga de efluentes
gera um aumento da concentragdo de nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio,
nos ecossistemas aquaticos, que tem como conseqiiéncia o aumento de suas
produtividades (ESTEVES, 1998). O aumento desta eutrofizagéo leva, geralmente, a
uma perda de diversidade e ao crescimento intenso de algumas espécies de algas
plancténicas, formando o que é conhecido como floragdes. Dentre estas algas,
destaca-se o grupo das cianobactérias. E muito freqliente o registro da dominancia de
cianobactérias em reservatorios e lagoas costeiras brasileiras (HUSZAR & SILVA,
1999).

A dominancia de cianobactérias em ambientes eutréficos tem sido associada
com uma variedade de fatores como: baixa turbuléncia (REYNOLDS, 1987, mas veja
GANF, 1974), baixa intensidade luminosa (ZEVENBOOM & MUR, 1980; SMITH,
1986), baixa razdo zona eufética/zona de mistura (JENSEN et al.,, 1994), alta
temperatura (SHAPIRO, 1990), baixo COj/alto pH (KING, 1970; SHAPIRO, 1990;
CARACO & MILLER, 1998), alta concentracédo de fosforo total (McQUEEN & LEAN,
1987; TRIMBEE & PREPAS, 1987; WATSON et al., 1997), baixas concentragdes de
nitrogénio total (SMITH, 1983) e de nitrogénio inorganico dissolvido (BLOMQVIST et
al., 1994) e armazenagem de fésforo (PETTERSSON et al., 1993).

Além dos desequilibrios ecologicos relacionados do ponto de vista de perda de
diversidade e alteragbes ao longo da cadeia trofica, as floragdes de cianobactérias
apresentam problemas ligados a saude humana. Um dos maiores problemas esta no

fato de que muitas cianobactérias sdo potencialmente produtoras de toxinas, as



cianotoxinas, substancias hepatotoxicas ou neurotéxicas. Esses compostos nao
atingem apenas os organismos aquaticos, mas também animais terrestres, uma vez
que podem ser acumuladas na rede ftréfica, ocasionando diferentes sintomas de
intoxicacdo e efeitos crénicos, muitas vezes, dificeis de serem diagnosticados
(BITTENCOURT-OLIVEIRA & MOLICA, 2003).

Dentre os géneros mais frequentemente observados nas floracbes de
cianobactérias no Brasil, destacam-se Microcystis e Cylindrospermopsis, descritos na
literatura como potencialmente produtores de toxinas (CARMICHAEL, 1994).
Floragdes toxicas desses géneros ja foram registradas em ecossistemas aquaticos
brasileiros (AZEVEDO & CARMOUZE, 1994; BOUVY et al., 1999; MAGALHAES &

AZEVEDO, 1999).

1.2. Cylindrospermopsis raciborskii:

Cylindrospermopsis raciborskii Seenayya et Subba Raju (1972) é uma
cianobactéria filamentosa pertencente a ordem Nostocales. Apresenta capacidade de
fixar nitrogénio (heterocitos) e aerétopos (vesiculas de gas) que permitem a migragao
na coluna d’agua. Esta espécie é caracterizada por apresentar tricomas isopolares,
solitarios, cilindricos ou ligeiramente estreitos nas extremidades células mais longas
que largas. Os heterocitos se formam exclusivamente a partir das células terminais,
depois de uma divisdo assimétrica da maior parte da célula e os acinetos sao
cilindricos (KOMARKOVA, 1998; SANT'ANNA & AZEVEDO, 2000). Filamentos retos,
sigmoides ou espiralados podem ocorrer simultaneamente na mesma populagao
(BITTENCOURT-OLIVEIRA & MOLICA, 2003), destacando que, as formas reta e
espiralada apresentam alta similaridade genética e nao ha relagédo entre habilidade de
produzir toxinas e a morfologia do tricoma (SAKER et al., 1999; SAKER & NEILAN,

2001).



Embora tenha sido descrita como uma espécie tropical sua ocorréncia tem sido
reportada para ambientes de regides sub-tropical e temperada. Cylindrospermopsis
raciborskii ocupou rapidamente larga area geografica, ocorrendo num amplo nimero
de lagos, reservatorios e rios tropicais (PADISAK, 1997), produzindo floragbes toxicas
e extensas em muitos corpos d’agua ao redor do mundo (BRANCO & SENNA, 1994;
DOKULIL & MAYER, 1996; CHAPMAN & SCHELSKI, 1997). Tem habitado diferentes
ambientes aquaticos, desde o reservatorio oligotrofico Kareba no hemisfério sul a
pequenos, rasos e hipereutréficos reservatérios do hemisfério norte (PADISAK, 1997).
Independente da latitude, populagdes de C. raciborskii crescem e aumentam apenas
em agua quentes (> 25°C). Consequentemente pode manter grandes populagées em
aguas permanentemente quentes durante todo o ano enquanto que sua presencga esta
restrita a menores periodos em direcdo as altas latitudes. Assim em regides
temperadas ocorre exclusivamente nos periodos mais quentes do ano, sendo
sensiveis as condigdes meteoroldgicas (PADISAK, 1997).

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). O aparecimento desta espécie em lagos
naturais ou artificiais tem sido frequientemente seguido de floragbées durantes as quais
ha picos de densidade com cerca de 10%-10° filamentos L™ (PADISAK, 1997).

Condigcbes em que populagdes de C. raciborskii podem formar floracdes:
deplecao de nutrientes no epilimnio, altos valores de pH, alta temperatura (BRANCO &
SENNA, 1994), auséncia de predagdo (HAWKINS & LAMPERT, 1989; BRANCO &
SENNA, 1994), geralmente associadas a reduzidas concentragdes das formas
dissolvidas de nitrogénio e fosforo (PADISAK, 1997, BRANCO & SENNA, 1994,
BRIAND et al., 2002, MARINHO e HUSZAR, 2002) e estabilidade da coluna d’agua

(PADISAK, 1997; TUCCI & SANT’ANNA, 2003; HAWKINS & GRIFFITHS, 1993). A



ocorréncia de C. raciborskii em ambientes rasos sem estratificagdo duradoura foi
registrada em ambientes tropicais e subtropicais (BOUVY et al., 1999; MARINHO &
HUSZAR, 2002).

Altas temperaturas sdo essenciais para seu desenvolvimento (SAKER et al.,
1999). Populagbes perenes tém sido observadas apenas em regides tropicais:
Australia (FABBRO & DUIVENVOORDEN, 1996) e Brasil (BOUVY et al., 1999;
KOMARKOVA et al., 1999), enquanto que em paises temperados as proliferacdes sao
limitadas aos periodos mais quentes: Austria (DOKULIL & MAYER, 1996) e Hungria
(PADISAK & REYNOLDS, 1998). Porém foi registrado que cepas japonesas podem
crescer numa ampla faixa de temperaturas a (15-35 °C) com o 6timo entre 30-35°C
mostrando  caracteristicas de grupo adaptado a baixas temperaturas
(CHONUDOMKUL et al., 2004). A presenca desta espécie também foi observada na
lagoa do Peri (Floriandpolis — SC) durante o inverno, com temperatura da agua a 15°C
(MATTHIENSEN & BARBOSA, 2003).

Exposicdo de luz acima de 120-150 umol m™s™ foi inibitério para culturas de C.
raciborskii (SHAFIK et al., 1997). Fotoinibigao foi observada numa densidade de fétons
acima de 70-240 pmol m?s™ em um lago raso Australiano (DOKULIL & MAYER, 1996).
VARKONY et al. (2000) viram que a fotoinibicdo de células de C. raciborskii ocorreu
em culturas crescendo entre 25 e 35°C, e que células crescendo a 25°C foram mais
tolerantes a exposigcdo de alta luminosidade que a 35°C. E que células crescendo a
20°C eram mais sensiveis que 30°C. Além disso, células que cresciam a baixas
temperaturas possuiam consideravelmente maiores quantidades de componentes
glicerolipidios poli-insaturados que células crescendo em maiores temperaturas,
indicando boa correlagédo entre quantidade de moléculas de lipidios poli-insaturados e
habilidade de células para proteger o fotossistema Il contra baixa temperatura e
fotoinibicao.

A formacdo de acinetos ocorre comumente em resposta a limitacdo de

nutrientes ou luz, condi¢gdes desfavoraveis que nao suportam o crescimento vegetativo



e dominancia do organismo (MOORE et al., 2003). Acinetos de Cylindrospermopsis
raciborskii podem ter dois papéis: funcionar como indéculo para um proximo
crescimento e assimilar fésforo durante sua fase no sedimento (ISTVANOVCS et al.,
1993, PADISAK, 2003). Para o crescimento e desenvolvimento completo dos acinetos
€ necessario um choque inicial de temperatura e disponibilidade de fésforo. (MOORE
et al., 2003). Temperaturas frias estdo comumente associadas com a diferenciacao e
maturagdo destas células (MOORE et al.,2003). Assim, em sistemas tropicais,
filamentos com acinetos ndo tem sido reportados, ou quando ocorrem s&o raros

(PADISAK, 1997).

1.3. Microcystis aeruginosa:

Microcystis aeruginosa (kitzing) Kitzing 1846 € uma cianobactéria colonial
pertencente a ordem Chroococcales. S&o coldnias flutuantes, usualmente
microscopicas, irregulares no contorno, com lobos e crateras distintos. A colénia de
Microcystis apresenta uma fina camada de mucilagem, alta densidade de células, com
diametro da célula variando de 4-6 ym (KOMAREK et al., 2002). As células estdo
irregularmente aglomeradas e mais ou menos densas (KOMAREK & KOMARKOVA,
2002). O género Microcystis € uma das mais importantes cianobactérias presentes nos
ecossistemas aquaticos podendo ser considerado cosmopolita. Esta claramente
delimitado a nivel genérico por seqlienciamento genético, mas ocorrendo em variados
morfotipos em reservatérios temperados e tropicais (KOMAREK et al., 2002).

M. aeruginosa, como outras espécies pertencentes a este género, tem a
capacidade de manter sua posicdo em quantidade de luz 6tima no ambiente
controlando a flutuagdo com vesiculas de gas (REYNOLDS, 1972). O tamanho da
colénia tem importante papel na velocidade de migragdo na coluna d’agua
(REYNOLDS et al.,1987; O’ BRIEN et al.,2004), na pressao de predagéo (OLIVER &

GANF, 2000) e na razao superficie / volume (O’ BRIEN et al.,2004). E esta razdo afeta



a atenuacdo de luz (ROBARTS & ZOHARY, 1984; O’ BRIEN et al., 2004), a taxa de
crescimento (REYNOLDS, 1997) e a assimilagdo de nutrientes (O'BRIEN et al., 2004).
O tamanho da colénia também permite a reducdo da predacédo pelo zooplancton
(LAMPERT, 1981; SHULAMIT et al., 1986; FULTON & PEARL, 1987).

Sistemas aquaticos onde Microcystis geralmente forma floragées tem algumas
caracteristicas em comum: taxas de troca de agua s&o baixas, alto influxo de
nutrientes, baixas concentracbes de nitrogénio e/ou fésforo (KUWATA & MIYAZAKI,
2000), tende a formar floragbes em aguas paradas mais que em aguas turbulentas
(TAKEYA et al., 2004). A espécie Microcystis também requer alta irradiagdo luminosa
(HAVENS et al,.1998). Em reservatorios de ambientes temperados, a espécie M.
aeruginosa aparece na coluna d’agua no final da primavera e forma floragcoes durante
o0 verdo. Apos esse crescimento excessivo, ela afunda e chega ao sedimento no
outono (LATOUR & GIRAUDET, 2004). Microcystis aeruginosa pode ser considerada
uma espécie adaptada a estocar fésforo, com alta capacidade para absorver fésforo

inorganico (OLSEN, 1989).

1.4.Competicao por recursos:

As dinamicas da populagdo dos organismos planctonicos sdo consequéncias
das complexas interagbes entre recursos ambientais, necessidades e tolerancias de
cada espécie e da competigdo entre elas (BRANCO & SENNA, 1996). A recente
dominancia de C. raciborskii em varios ecossistemas aquaticos mundiais e até mesmo
a substituicdo de M. aeruginosa por esta espécie pode estar relacionada com a
competigao por recursos.

Uma espécie que requer menor disponibilidade de recurso (R*) ira excluir uma
outra espécie que tenha um maior valor de R* na competicdo por nutrientes limitantes
(TILMAN, 1982, TAKEYA et al., 2004). Se apenas um recurso € limitante, a espécie

que é capaz de reduzir a densidade do recurso para o menor nivel (R*) exclui



competitivamente todas as outras espécies (STEWART & LEVIN, 1973; ARMSTRONG
& McGHEE,1980; BUTLER & WOLKOWICZ, 1987). Em caso de dois recursos
limitantes a coexisténcia de duas espécies € possivel (MacARTHUR & LEVINS, 1964;
PHILLIPS, 1973).

Estudos experimentais mostraram que muitas espécies do fitoplancton podem
coexistir sempre que um numero limitado de nutrientes regulam sua taxa de
crescimento (FLODER et al, 2002). Investigagbes tedricas mostram que suprimento
variavel de recursos pode promover coexisténcia e aumento de diversidade
(LITCHMAN, 2003).

A competicdo interespecifica entre algas por nutrientes pode determinar a
estrutura da comunidade fitoplancténica (TILMAN, 1982). As espécies dominantes
substituem outras espécies dependendo das caracteristicas de utilizagdo de nutrientes
e modos de suprimentos de nutrientes (TILMAN, 1977; SOMMER, 1985).

A competi¢cao por luz € mediada pelo sombreamento e pela heterogeneidade
espacial da luz criada pelos proprios competidores (HUISMAN & WEISSING,1994).
Sob um constante suprimento de luz a espécie que possui menor |, (intensidade
luminosa de saturagao) competitivamente exclui a outra, porque esta apta a reduzir o
l, abaixo das intensidades luminosas criticas de todas as outras espécies (HUISMAN
& WEISSING,1994). De acordo com a teoria de competigdo por recursos, a espécie
que esta apta para atenuar luz para o menor ponto (medido no fundo da coluna
d’agua) provavelmente vence a competicdo (LITCHMAN, 2003). Ao contrario da
competicdo por nutrientes onde o nivel minimo de recurso € independente da taxa de
suprimento, o I, (medido no fundo da coluna d’agua) depende da irradiagdo que
consegue penetrar nas diferentes profundidades da colunad’agua (LITCHMAN, 2003).

O vencedor da competi¢cao por luz depende da intensidade luminosa incidente
(ln). A mudanga sazonal de |, pode induzir mudangas sazonais na dominancia
competitiva das espécies (STOCKNER, 1968). O resultado da competicdo por um

Unico nutriente vai ser independente do suprimento deste. Em contraste, I, é funcéo



de i, e o resultado da competicao por luz depende do seu suprimento (HUISMAN &
WEISSING, 1994).

A teoria interespecifica de competigéo por luz (HUISMAN & WEISSING,1994;
WEISSING & HUISMAN,1994; HUISMAN et al., 1999) prediz que uma mistura
completa pode levar a uma exclusdo competitiva de maneira semelhante a do R*, a
espécie com menor intensidade luminosa critica deve substituir as outras espécies.

A dindmica de populagbes de espécies fitoplanctdénicas € governada por
crescimento e transporte local. A taxa de crescimento das espécies é dada pela
disponibilidade de luz, que varia com a profundidade. As espécies competem umas
com as outras por sombreamento (HUISMAN et al., 1999).

A composicao de espécies de uma comunidade é afetada significativamente
por mudangas periddicas na intensidade de luz de um a varios dias na escala temporal
(FLODER et al, 2002). Mudangas na luz podem causar alteragées no conteudo de
carboidrato das células, influenciando as razbées P/C, N/C, ATP/C, Chl-a/C e
Proteina/Carboidrato dramaticamente (RIEGMAN & MUR, 1986).

Diferentes regimes de variabilidade temporal da luz podem estimular diferentes
espécies ou grupos taxondmicos, o que pode levar a uma mudanga na composi¢ao da
comunidade fitoplanctonica (LITCHMAN, 2000).

A inibicdo do crescimento causada por alta irradiagao pode ocorrer devido a
inibicdo da fotossintese (NEALE & MARRA, 1985), aumento da taxa de respiragéo
(FALKOWSKI et al., 1994) ou aumento de alocagdo de recursos para protegédo
(evitavel) e mecanismos de reparo e assim redugéo na alocagao para o crescimento
(LITCHMAN, 2000).

A disponibilidade de um nutriente para suportar o crescimento é determinada
por sua concentragcdo no ambiente e pela habilidade dos organismos fitoplancténicos
de acumula-lo (RIEGMAN & MUR, 1986). Por mais de 50 anos tém sido realizadas
investigagbes a respeito dos efeitos dos nutrientes (N e P) na abundancia e

composigao do fitoplancton (XIE et al., 2003).



O nitrogénio € um dos elementos mais importantes no metabolismo de
ecossistemas aquaticos. Essa importancia deve-se principalmente a sua participagao
na formacdo de proteinas, um dos componentes basicos da biomassa (ESTEVES,
1998). A absorgao de nitrogénio na forma de nitrato aumenta com a concentragao
deste ion, ja que a absorgdo requer menos energia que a fixagdo de nitrogénio
atmosférico (N;), que pode ocorrer mesmo em concentragdes elevadas de nitrato,
embora em taxas decrescentes (SHAFIK et al., 2001). Porém estudos em laboratério
mostram que Cylindrospermopsis raciborskii usa preferencialmente aménio e nitrato
quando comparados ao nitrogénio atmosférico (SPROBER et al.,2003). Em adigédo
taxas mais rapidas de crescimento sdo encontradas quando aménio é a fonte de
nitrogénio, seguido por nitrato e por ultimo quando ha fixagdo de nitrogénio
atmosférico (SHAFIK et al.,2001).

A concentragdo minima de aménio para assimilagdo de C. raciborskii é
provavelmente menor que de outras cianobactérias, o que pode ser uma vantagem na
competicdo durante o desenvolvimento de floragéo (PADISAK, 1997).

Fosforo € o macronutriente mais essencial aos organismos, requerido por
processos de energia e metabdlicos os quais determinam a sobrevivéncia dos
organismos (MARTIM, 1990). De acordo com o modelo linear forga-fluxo, a
assimilacdo de fésforo (ugP [ngC] h™') cessa no limiar da concentracdo, porque a
energia disponivel € insuficiente para suportar a incorporagdo de fosforo
(ISTVANOVICS et al,2000).

A velocidade maxima de absorgcdo de fosfato & funcdo de sua concentragao
externa e interna (BROWN & HARRIS,1978; FRANCO & WETZEL; 1980;
ESTEVES,1998). Assim, a taxa de absorgdo de fosfato diminui com o aumento da
concentracao no interior da célula (ESTEVES, 1998). Algumas algas sdo capazes de
assimilar fosforo além de suas necessidades momentaneas (“luxury consumption”), o
que permite o crescimento da populagdo mesmo que a fonte externa de fosfato esteja

esgotada (ESTEVES, 1998). Espécies com adaptagdo a estocagem tem uma alta



capacidade de assimilacdo de fosforo (Umax= Mmin/Qp) relativo a sua taxa de
crescimento (SOMMER, 1984). O transporte de fésforo do sedimento para a coluna
d’agua por células de resisténcia contribui para o aumento deste nutriente na coluna
(XIE et al., 2003).

As taxas de absorgdo de nutrientes dependem de muitos fatores ambientais,
incluindo a luz. Embora C. raciborskii tenha sido capaz de manter assimilagdo de
fésforo no escuro, a assimilagéo fica mais devagar e menor que em condigdes 6timas
de luz (ISTVANOVICS et al., 2000; BUFORD et al.,2006). Porém a dependéncia de luz
para absorgéo parece ser desigual para diferentes nutrientes. Ou seja, nutrientes que
requerem mais energia para serem assimilados, exemplo nitrato e amoénio (SYRETT,
1981), podem mostrar dependéncia da luz na absor¢gdo menor, como mostrado em
varios estudos (KUDELA et al.,, 1997, MULHOLLAND et al., 1999). Apesar da
dependéncia da luz pra absor¢ao de nutrientes aparentemente ser diferente entre os
grupos taxonémicos (EPPLEY et al., 1971, WHEELER at al., 1983), a assimilagéo de
nutriente € sempre um processo dependente de luz (DONALD et al., 1997).

A severidade de cada limitacdo pode determinar o resultado da competicdo e o
intervalo entre as razdes de nutrientes pode determinar a faixa onde uma coexisténcia
é possivel (RIEGMAN & MUR, 1986).

A disponibilidade de luz e a energia dispensada para fixagdo de nitrogénio
podem influenciar o crescimento dependente de fésforo (ISTVANOVICS et al.,2000). A
luz € um recurso essencial para todos os organismos fotoautotroficos e sua
disponibilidade tem grande influéncia na estrutura da comunidade. A disponibilidade
de luz em qualquer profundidade depende da luz incidente (l;,) e da atenuacao total
pelo fitoplancton e turbidez (HUISMAN & WEISSING, 1994).

A densidade da populagao é basicamente determinada por fatores ambientais
(luz, nutrientes e temperatura). Flutuagdes do ambiente podem afetar interacbes
ecolégicas que estdo ocorrendo, como a competicdo e predagédo (LITCHMAN et al.,

2004).
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Floragdes de C. raciborskii ttm sido cada vez mais freqlientes em reservatorios
brasileiros o que torna esta espécie um dos mais importantes componentes das
comunidades fitoplanctonicas. A grande expansao na distribuicdo desta cianobactéria
deu-se a partir da década de 90, coincidindo com o aumento da eutrofizagdo dos
sistemas aquaticos nas mais diversas regides do pais (TUCCI & SANT'ANNA, 2003).
Esta espécie vem substituindo outras espécies de cianobactérias, como M. aeruginosa
e Anabaena spp.. No reservatorio de Juturnaiba, Estado do Rio de Janeiro, no periodo
de dezembro de 1996 a abril de 1997 havia dominancia de M aeruginosa seguida de
A. spiroides. Apos este periodo foi verificada a dominancia de C. raciborskii e A.
spiroides (MARINHO & HUSZAR, 2002). No Lago das Gargas, Estado de Sao Paulo,
C. raciborskii comegou a ser encontrada apenas em 1997, sendo que o ambiente até
aquele momento era dominado por espécies de Microcystis (TUCCI & SANT'ANNA,
2003). O que tem levado a essa recente dominancia de Cylindrospermopsis
raciborskii?

Essa substituicdo estaria acontecendo por causa da intensidade luminosa dos
ambientes? Ou porque C. raciborskii cresce mais com pouco fésforo e tem a
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico?

As respostas do fitoplancton dependem, entre outros fatores, das adaptagdes
ecofisioldgicas. Neste sentido, estudos experimentais sobre a ecofisiologia do
fitoplancton com culturas de laboratério sdo importantes, pois permitem o
conhecimento sobre as estratégias e fatores que estimulam a resposta adaptativa das
espécies, tornando as extrapolagdes para a natureza ainda mais realistas

(ZEVENBOOM, 1987).
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2. Objetivo

O presente estudo visa, através de estudos em laboratério, avaliar as
habilidades competitivas de Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa
em relacdo a luz e nutrientes, buscando entender como estas poderiam estar

influenciando a crescente dominancia de C. raciborskKii.

2.1.0bjetivos especificos

1) Determinar as taxas de crescimento de cepas de Cylindrospermopsis raciborskii e
Microcystis aeruginosa em condigdes unialgais e de competigédo (cultivos mistos)

2) Avaliar a capacidade de assimilagdo de nitrogénio e fésforo por cepas de C.
raciborskii e M. aeruginosa em condi¢des unialgais

3) Avaliar o comportamento competitivo em cultivos mistos das cepas de C. raciborskii

e M. aeruginosa em condigdes controle e com limitagao de nitrogénio e fésforo
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3. Metodologia

3.1. Cepas

Para este estudo foram utilizadas cepas, unialgais, ndo axénicas, de
Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa isoladas de alguns ambientes
aquaticos brasileiros (Tabela 1). A cepa LEA-04 foi isolada no Laboratério de Ecologia
Aquatica da Universidade Federal de Juiz de Fora, a partir de amostras coletadas no
reservatério de ltumbiara (GO), enquanto que as demais foram obtidas junto ao banco
de cultivo do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias do Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro,

gentilmente cedidas pela Dra Sandra Azevedo.

Tabela 1: Cepas das espécies C. raciborskii e M. aeruginosa utlizadas nos

experimentos, suas origens e cianotoxinas.

Cepa Espécie Toxina Origem

NPCP | Cylindrospermopsis raciborskii  Nao produtora COPASA (MG)

T3 Cylindrospermopsis raciborskii ~ Saxitoxinas R. Guarapiranga (SP)
NPLJ-4 | Microcystis aeruginosa Microcistinas L. Jacarepagua (RJ)
LEA-04 | Microcystis aeruginosa Microcistinas R. ltumbiara (GO)

3.2. Condig¢oes de cultivo

Durante os experimentos as cepas foram mantidas em meio ASM-1 (GORHAM
et al., 1964) a temperatura de 26°C, pH 8,0 e fotoperiodo de 12 horas, com iluminagao
provida por ldmpadas fluorescentes. Estas condi¢gdes foram mantidas em incubadora
Fanem MOD 347 CDG. A intensidade luminosa foi ajustada para cada um dos

experimentos realizados com auxilio de radiémetro Licor, modelo LI 1000.

13



As culturas foram mantidas em erlenmeyers e homogeneizadas através do
borbulhamento de ar estéril, que permitiu intensa mistura do meio de cultivo,

impedindo um adensamento dos filamentos de C. raciborskii (Figura 1).

Figura 1: Incubadora com os erlenmeyers durante experimento de competicdo. Em

detalhe erlenmeyers com os filtros pretos e sistema de aeragao.

O estudo foi realizado em duas etapas. Na primeira foram realizados
experimentos com o objetivo de avaliar a absorgéo de nutrientes (fésforo e nitrogénio)
pelas cepas estudadas. Na segunda etapa foram realizados experimentos para avaliar
a influéncia da disponibilidade de luz e limitagdo por nutrientes na competigdo entre as

cepas de Cylindrospermopsis raciborskii € Microcystis aeruginosa.
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3.3. Experimentos de absorgao

Os experimentos de assimilagao foram conduzidos em intensidade luminosa de
80 pE.cm™.s' e temperatura de 26'C com duracdo de 10 dias. Foram realizados
cultivos estanques, em erlenmeyers de 1000ml contendo 800ml de meio, em
duplicatas (cepas LEA-04 e NPLJ-4) e triplicatas (cepas NPCP e T3).

Antes do inicio dos experimentos os indculos foram mantidos em meio ASM-1
sem adigdo de nutrientes (Fésforo e Nitrogénio) por cinco dias para assegurar a
utilizacdo de todo o estoque intracelular de fésforo e nitrogénio.

Foram coletadas amostras diarias até o 4° dia de experimento e, apos esse
periodo, a cada dois dias, totalizando sete amostragens. As amostras para contagem
de células foram fixadas com lugol acético. Foram também retiradas amostras para
quantificagdo das fragdes dissolvidas de fosforo (fosforo soluvel reativo — PSR) e

nitrogénio (nitrato).

3.4. Experimentos de competigcao

Os experimentos de competigdo foram realizados em quatro blocos (Tabela 2)
e conduzidos em trés intensidades luminosas: luz baixa (LB) com 40 uE.cm?.s™; luz
média (LM) com 80 pE.cm?.s™; luz alta (LA) com 120 pE.cm?s™. Em cada bloco eram
realizados cultivos mistos com uma cepa de C. raciborskii e uma de M. aeruginosa nas

3 intensidades luminosas e nas 3 condi¢des citadas abaixo.

Tabela 2: Os quatro blocos do experimento de competicao com as cepas que foram

testadas em cada um deles.

Bloco Cylindrospermopsis raciborskii  Microcystis aeruginosa

1 NPCP NPLJ-4
2 NPCP LEAO4
3 T3 NPLJ-4
4 T3 LEAO4
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Para cada uma das intensidades luminosas testadas foram estabelecidas
condi¢des de cultivo variando a disponibilidade de nitrogénio e fosforo. A condigédo
controle foi estabelecida com meio ASM-1 em sua concentracdo normal. As condigbes
de limitagao de fosforo (P-limitado) e limitagdo de nitrogénio (N-limitado) foram obtidas
através de modificagdes no meio ASM-1, (sem adi¢do de P ou N, respectivamente) e
testadas em triplicatas.

Neste teste os indculos também foram mantidos em meio ASM-1 sem adigéo
de nutrientes (Fosforo e Nitrogénio) por cinco dias para assegurar a utilizagdo de todo
o estoque intracelular de fosforo e nitrogénio.

O experimento de competicdo foi conduzido com cultivos mistos em
erlenmeyers de 500ml, cada um com 400 ml de meio ASM-1. A densidade celular
inicial das duas cepas presentes em cada um dos blocos experimentais foi a mesma
(250.000 cels/ml) visando, assim, minimizar possiveis desvantagens na competigcdo
entre elas.

Amostras para determinacdo da densidade de individuos foram retiradas a
cada dois dias e fixadas com lugol acético. As amostras para quantificacdo de fésforo
dissolvido (PSR) e nitrogénio (nitrato) foram retiradas no primeiro (inicio), sexto (meio)

e 12° dia (final) de experimento.

3.5. Densidade celular

A determinagcdo do numero de células foi realizada em camara de Neubauer,
com auxilio de microscépio Olimpus BX41, segundo metodologia descrita em

SIPAUBA - TAVARES & ROCHA (2003).
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3.6. Crescimento

O crescimento das culturas foi verificado através da densidade celular. As
taxas relativas de crescimento () e tempo de duplicagdo (G) foram derivadas de
FOGG & THAKE (1987) e calculadas como:

p=(In Ny —In Nq) (t2 — t;)"

G=h2p'

O rendimento maximo das culturas (R) foi estimado como a razédo entre a
densidade celular maxima alcangada por cada cultura e o numero de células do

inoculo (MARINHO & AZEVEDO, 2007).

3.7. Biomassa

A biomassa foi estimada a partir da multiplicagdo da densidade celular e o

biovolume celular médio.

3.8. Analise de nutrientes

Como ja foi dito anteriormente foram retiradas amostras para quantificar as
fragbes dissolvidas de fésforo e nitrogénio. Estas amostras foram filtradas em
membrana GF/C e depois foram acondicionadas em freezer para posterior analise.

Nitrato e PSR (fésforo soluvel reativo) foram determinados por

espectrofotometria, segundo WETZEL e LIKENS (1990).

3.9. Tratamento estatistico

O teste t de student com variancias diferentes foi usado para verificar

diferencas entre as tréplicas dos experimentos realizados.
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4. Resultados

4.1. Absorcao de nutrientes

As cepas de C. raciborskii (NPCP e T3) entraram em crescimento exponencial
a partir do sexto dia de experimento (Figuras 2 e 3). NPCP apresentou densidade
maxima de 3,6 x 10° cél/ml. T3 apresentou densidade final de 5,2 x 10° cél/ml e seu R
foi maior que a de NPCP, mas tiveram taxa de crescimento (u) semelhante e tempo de

duplicacao (G) semelhante. Os dados de crescimento estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Parametros fisioldgicos (taxa de crescimento (u), tempo médio de replicagao

(G) e rendimento maximo da cultura (R)) das cepas estudadas.

CEPA m G R
NPCP 0,50 1,4 14
T3 0,54 1,3 28
NPLJ-4 0,51 1,4 31
LEA-O4 0,50 1,4 35

As cepas de Microcystis também entraram em fase exponencial de crescimento
a partir do sexto dia de experimento (Figuras 4 e 5). NPLJ-4 teve densidade final de
6,6 x 10° cél/ml e LEA-04 de 8,1 x 10° cél/ml. O rendimento maximo de LEA04 foi
maior que o da NPLJ-4, que pode ser visto na tabela 3. As taxas de crescimento (u) e
tempo de duplicagao (G) das duas foram muito semelhantes entre si e também com as
de C. raciborskii.

A figura 2 mostra a densidade e o comportamento da cepa NPCP na absorgao
de fosforo e nitrogénio. Do estoque inicial de fésforo soluvel reativo (PSR) de 200
pmol, NPCP consumiu quase todo o fésforo (74,5%) no primeiro dia de experimento.
No final do experimento no meio ainda estava disponivel 38 pmol de PSR. Porém, em
relacdo ao nitrato, NPCP consumiu apenas 403 pmol dos 2000 pmol de nitrato
presente no meio, ndo havendo maior absor¢do deste nutriente durante o

experimento.
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A outra cepa de Cylindrospermopsis consumiu a mesma quantidade de fosforo
(74,5%) que NPCP. Porém a concentragéo final de fésforo no meio foi de 27 pmol
(Figura 3), mostrando que a cepa T3 absorveu um pouco mais de fésforo. Do estoque
inicial de nitrato (2000 ymol) T3 assimilou apenas 511 ymol no primeiro dia, e assim
como NPCP nao teve maiores assimilagdes durante o restante do experimento.
Ressaltando que a grande absorgao de nitrato pela cepa T3 (figura 3) no ultimo dia
pode ser um erro na analise deste nutriente.

A cepa de M. aeruginosa NPLJ-4 consumiu 85,5% dos 200 umol de fésforo
colocado no meio no primeiro dia de experimento (Figura 4). A concentragao final de
SRP foi de 23 ymol. O consumo de nitrato foi bastante baixo, 520 ymol dos 2000 umol
colocados no meio (Figura 4).

A outra cepa de Microcystis LEA-04 absorveu quase todo o fésforo disponivel
no meio no primeiro dia (89% dos 200 pmol colocados inicialmente) de experimento
(Figura 5). A concentragao deste nutriente ao final do experimento foi de 19 ymol, um
pouco menor que da cepa NPLJ-4. A absorgao de nitrato foi muito pequena, mas pode
ser visto que a assimilagao de nitrato por esta cepa foi menor que por NPLJ-4

As diferencgas nas concentracdes de nutrientes e variagao da biomassa durante
a fase exponencial de crescimento sdo apresentadas na tabela 4. As cepas de
Microcystis apresentaram maior incremento em biomassa, sendo a cepa NPCP (C.
raciborskii) a que menos aumentou em biomassa.

A dindmica de absorcdo de P foi muito semelhante entre as cepas de
Microcystis e Cylindrospermopsis. A absorgao foi intensa e ocorreu especialmente na
fase Lag (Tabela 4). Contudo, algumas diferencas foram observadas em relacdo a
absor¢do de N, sendo NPCP e NPLJ-4 as cepas que apresentaram maior absor¢ao
(Tabela 4).

Em ambas as cepas de Cylindrospermopsis as razdes AP/AB (fésforo por

biomassa) e AN/AB (nitrogénio por biomassa) foram muito semelhantes. O maior
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incremento na biomassa ocorreu apos absorgdo de grande quantidade de nutrientes,
porém o aumento de biomassa de T3 foi maior que o de NPCP (Tabela 4).

As duas cepas de Microcystis também apresentaram uma razbes AP/AB
semelhantes. Entretanto, a razdo AN/AB para a cepa NPLJ-4 foi maior do que
LEA04.0 aumento da biomassa das duas cepas foi muito semelhante conforme

mostrado na tabela 4 e ocorreu também apés a absorgao de nutrientes.
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Figura 2: Densidade celular (cel mL™) absorgéo de fosfato (umol) e nitrato (umol) pela
cepa de C. raciborskii NPCP.
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Figura 3: Densidade celular (cel mL™) absorgéo de fosfato (umol) e nitrato (umol) pela
cepa de C. raciborskii T3.
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NPLJ-4
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Figura 4: Densidade celular (cel mL™) absorgédo de fosfato (umol) e nitrato (umol) pela
cepa de M. aeruginosa NPLJ-4.
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Figura 5: Densidade celular (cel mL™) absorgao de fosfato (umol) e nitrato (umol) pela
cepa de M. aeruginosa LEAO4.
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Tabela 4: Variagdo média na biomassa (AB — mm® | ") | fésforo (AP — ymol) e nitrato

(AP — pmol) e razées AP / AB (umol/ mm* 1 ") e AN / AB (umol/ mm* | ") durante o

crescimento das cepas de C. raciborskii

(NPCP e T3) e M. aeruginosa (NPLJ-4 e

LEAO4)
Intervalo_de AB AP AN AP/ AB AN/ AB
tempo (dias)
NPCP
0-5 32 161 334 5 10
5.9 173 1 273 0 2
T3
0-5 52 162 460 3 9
5.9 328 11 5 0 0
NPLJ-4
0-5 47 174 530 4 11
5.9 362 3 16 0 0
LEA-04
0-5 55 171 307 3 6
5-9 440 9 402 0 1
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4.2. Experimentos de Competicao

Durante os experimentos de competicdo também foram calculados os
rendimentos maximos das culturas (R) e taxas de crescimentos das espécies (u). Foi
observado que mesmo que uma cepa atingisse maior densidade celular, nao
necessariamente ela apresentava maior R e u. Estes dados estdo disponiveis nas
tabelas 5 e 6.

No bloco 1 onde estavam sob teste NPCP e NPLJ-4, na menor intensidade
luminosa (40uE.cm™.s™) Cylindrospermopsis raciborskii foi dominante em todas as
condigdes (Figura 6) ao final do experimento (p > 0,5). Na intensidade de 80pE.cm™.s™
Microcystis aeruginosa foi dominante (p>0,5) na condigdo P-limitada e C. raciborskii
morreu ao final do experimento. Na condi¢cdo controle as duas obtiveram densidades
semelhantes. Enquanto que C. raciborskii foi dominante (p>0,5) na condicdo N-
limitada. (Figura 7). Na condicdo de 120uE.cm™.s™ NPLJ-4 foi dominante nos grupos
controle e P-limitada (p > 0,5), enquanto que NPCP obteve maior densidade apenas
na condi¢cao N-limitada (p > 0,5), morrendo apenas na condig&o controle (Figura 8).

No bloco2, NPCP e LEA-04, na intensidade de 40uE.cm™.s™, C. raciborskii foi
dominante na condi¢cdo controle, porém nas condi¢cdes P-limitada e N-limitada tiveram
densidades semelhantes (p > 0,5) (Figura 9). Na intensidade de 80uE.cm™.s™ as duas
cepas tiveram um crescimento muito semelhante, atingindo densidades semelhantes
(p > 0,5) ao final do experimento, mesmo na condigdo com limitagdo por nitrogénio
(Figura 10). Na intensidade de 120puE.cm™.s”, LEA-04 foi dominante nas condigcdes
controle e com fosforo limitante (p > 0,5), enquanto que NPCP na condigao N-limitante
(p > 0,5) (Figura 11).

Na competi¢do entre T3 e NPLJ-4 na menor intensidade, M. aeruginosa foi
dominante na condigdo controle, nas demais as duas cepas tiveram densidades
semelhantes (p > 0,5) (Figura 12). Na intensidade de 80uE.cm™.s™, M. aeruginosa foi

dominante nas condigbes com limitacao de fésforo e nitrogénio e C. raciborskii na
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condigao controle (Figura 13). Na maior intensidade M. aeruginosa foi dominante no
controle (passando por um periodo de adaptagdo com posterior crescimento) e com
limitagdo de fosforo e na condigdo N-limitada tiveram densidades semelhantes (p >
0,5) (Figura 14).

No bloco 4, T3 e LEA-04, C. raciborskii e M. aeruginosa tiveram densidades
semelhantes nas condi¢des N-limitado e P-limitado (p > 0,5). No controle M.
aeruginosa teve maior densidade ao final do experimento (Figura 15) na menor
intensidade. Na intensidade de 80uE.cm™.s™ M aeruginosa foi dominante (p > 0,5) em
todas as situagdes testadas, ocorrendo, ainda, a morte de C. raciborskii no grupo com
limitagéo por fésforo no décimo dia de experimento (Figura 16), fato verificado também
na intensidade de 120uE. cm’'.s?, porém observado no quinto dia de
experimento(Figura 17).

A tabela 7 sintetiza os resultados dos experimentos de competicdo. As cepas
de C. raciborskii foram predominantes em condigbes de baixa intensidade de luz e/ou
limitagdo de N. Por outro lado, Microcystis predominou em condicdes de maior
disponibilidade luminosa e/ou limitagcdo de P, com excecdo do bloco 2 na intensidade

de 80uE quando nao foi observada a dominancia de nenhuma cepa.
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Tabela 5: Valores de rendimento maximo das culturas (R) das cepas de C. raciborskii
e M. aeruginosa durante os experimentos de competicdo. Em destaque (vermelho) as
cepas que foram dominantes ao final do experimento. Cyl (C. raciborskii); Mic (M.
aeruginosa); CONT (Controle), P-lim (condigdo P-limitado) e N-lim (condigdo N-

limitado).
Condigao 40;,1E.cm'1.s'1 80uE.cm'1.s'1 120uE.cm'1.s'1
Bloco Espécie CONT = N CONT Pdaim N coNT Paim M-
NPCP Cyl 3,8 3,4 1,7 14,9 53 2,2 341 3,6 4,6
NP)L(J-4 Mic 3,0 29 1,6 38 15,2 1,8 59,7 12,9 1,9
NPCP Cyl 2,4 24 1,7 8,9 11,5 21 11,8 8,1 2,3
LE§-04 Mic 1,4 25 1,4 6,5 14,8 1,6 25,0 12,8 1,7
T3 Cyl 3,2 5,6 2,4 27,7 1,8 2,5 1,5 1,2 1,7
NP)I(_J-4 Mic 8,7 3,7 2,1 7,2 8,0 2,2 7,0 57 2,1
T3 Cyl 3,4 4,7 2,9 21,9 4,8 23 69,7 4,8 1,9
LE;0)5-04 Mic 4,8 8,8 1,7 21,3 14,7 1,8 212,2 16,3 1,6

Tabela 6: Taxas de crescimento das espécies C. raciborskii e M. aeruginosa durante
os experimentos de competicdo. Em destaque (vermelho) estdo as cepas que foram
dominantes ao final do experimento. Cyl (C. raciborskii); Mic (M. aeruginosa), CONT
(Controle), P-lim (P-limitado), N-lim (N-limitado) e (-) n&do foi calculada a taxa de

crescimento.

Condigdo 40pE.cm™.s™ 80pE.cm™.s™ 120pE.cm™.s™
Bloco  Espécie CONT P-lim N-im CONT P-lim N-lim CONT P-lim N-lim
NPCP Cyl 073 058  _ 067 057 018 076 0,64 0,32
NP)L(J-4 Mic 032 038 _ 074 087  _ 0,80 0554 0,32
NPCP Cyl B 038 020 018 044 036 064 062 020
LE)l§-04 Mic _ 046  _ 039 066  _ 067 075 0,28
T3 Cyl 045 0,33 0,10 091 0,33 _ _ _
NP)IEJ-4 Mic 041 066  _ _ 0,53 0,36 B B _
T3 Cyl 0,33 _ 029 066 @ _ _ 0,71 _ _
LEA)f-04 Mic 0,73 0,49 0,61 0,56 0,98 1,01
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Figura 6: Densidade celular das cepas NPCP — C. raciborskii - (circulos pretos) e

NPLJ-4 — M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 1, na intensidade de

40pE.cm™s™ nas trés condigdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 7: Densidade celular das cepas NPCP — C. raciborskii - (circulos pretos) e
NPLJ-4 — M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 1, na intensidade de

80UE.cm™'s™ nas trés condigdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 8: Densidade celular das cepas NPCP — C. raciborskii - (circulos pretos) e
NPLJ-4 — M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 1, na intensidade de

120pE.cm™s™ nas trés condicdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 9: Densidade celular das cepas NPCP — C. raciborskii - (circulos pretos) e

LEAO4 — M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 2, na intensidade de

40pE.cm™s™ nas trés condigdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 10: Densidade celular das cepas NPCP — C. raciborskii - (circulos pretos) e

LEAO4 — M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 2, na intensidade de

80uE.cm™'s™ nas trés condigdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 11: Densidade celular das cepas NPCP — C. raciborskii - (circulos pretos) e

LEAO4 — M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 2, na intensidade de

120pE.cm™s™ nas trés condicdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 12: Densidade celular das cepas T3 — C. raciborskii - (circulos pretos) e NPLJ-4

— M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 3, na intensidade de

40pE.cm™s™ nas trés condigdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 13: Densidade celular das cepas T3 — C. raciborskii - (circulos pretos) e NPLJ-4

— M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 3, na intensidade de

80UE.cm™'s™ nas trés condigdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 14: Densidade celular das cepas T3 — C. raciborskii - (circulos pretos) e NPLJ-4

— M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 3, na intensidade de

120pE.cm™s™ nas trés condigdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 15: Densidade celular das cepas T3 — C. raciborskii - (circulos pretos) LEA04 —

M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 4, na intensidade de 40uE.cm’

's™ nas trés condi¢des: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 16: Densidade celular das cepas T3 — C. raciborskii - (circulos pretos) LEA04 —

M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 4, na intensidade de 80puE.cm’

's™ nas trés condi¢des: controle, P-limitado e N-limitado.
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Figura 17: Densidade celular das cepas T3 — C. raciborskii - (circulos pretos) LEA0O4 —

M. aeruginosa - (circulos brancos), presentes no bloco 4, na intensidade de 120uE.cm’

's™ nas trés condicdes: controle, P-limitado e N-limitado.
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Tabela 7: Sintese dos resultados dos experimentos de competicdo entre as cepas de

C. raciborskii (Cyl) e M. aeruginosa (Micro).

Condicéo Luz NPCP/NPLJ-4 NPCP/LEA04 T3/NPLJ-4 T3/LEAO4

Controle 40uE Cyl Cyl Micro Micro
80unE s/dominancia s/dominéncia Cyl Micro
120uE Micro Micro Micro Micro

P-Limitado  40uE s/dominéncia s/dominéncia s/dominéncia s/dominancia
80uE Micro s/dominancia Micro Micro
120uE Micro Micro Micro Micro

N-Limitado  40pE Cyl s/dominéncia s/dominancia s/dominancia
80uE Cyl s/dominéncia Micro Micro
120uE Cyl Cyl s/dominancia Micro
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5. Discussao

As cepas de Microcystis e Cylindrospermopsis apresentaram taxas de
crescimento similares nos experimentos de avaliacao da dindmica de absorgdo de
nutrientes. Entretanto, os rendimentos maximos (R) foram maiores para Microcystis.
Este resultado refletiu uma capacidade desse género de manter o crescimento
exponencial por um tempo maior, 0 que pode se configurar em vantagem em
processos competitivos.

As quatro cepas estudadas apresentaram rapida absorgao dos nutrientes (N e
P) dissolvidos no meio de cultura. A absorgao de fésforo € um processo relativamente
rapido ocorrendo numa escala de tempo de minutos a poucas horas, enquanto a
densidade da populagdo aumenta concomitantemente, porém numa escala de tempo
de dias (PASSARGE et al., 2006). Essa diferenga na escala de tempo entre rapida
absorcgao de fosforo e o aumento mais lento na densidade reflete o estoque temporario
de fosforo intracelular (PASSARGE et al., 2006).

M. aeruginosa e C. raciborskii podem ser consideradas espécies adaptadas a
estocar fosforo e apresentam elevada capacidade de absorver fésforo inorganico
(OLSEN 1989, ISTVANOVICS et al., 2000). E importante destacar que os elevados
residuos de fosfato dissolvido observados ao final dos experimentos refletem a grande
disponibilidade de P e auséncia de limitagao (Figuras 2-5).

Ao contrario do observado para o P, a absorgcdo de N pelas cepas estudadas
foi reduzida em relacdo ao estoque disponivel no meio de cultura. Estes resultados
estdo em desacordo em relagdo a outros estudos que relatam estas espécies como
cianobactérias que apresentam elevadas capacidades de absorgdo de nitrogénio
(TAKAMURA et al. 1987, FUJIMOTO et al. 1997). Estas diferengas podem ser
resultantes de caracteristicas especificas de cada cepa. Entretanto cabe destacar que
a dindmica foi similar tanto para as cepas de Microcystis quanto para as de

Cylindrospermopsis evidenciando padroes semelhantes de absorgdo de nitrogénio. A
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maior absorgdo de fosforo em relagao a de nitrogénio, em termos proporcionais, pode
ser devido ao fato de o estoque de fésforo ter sido excessivo, acima das necessidades
das cepas analisadas (OH & RHEE, 1991).

E importante notar que as dinamicas de absorcdo de N e P ndo sdo devidas a
diferengas no tamanho celular ou no inéculo, mas refletem os requerimentos
nutricionais e as estratégias das espécies. Estes aspectos podem ser inferidos através
da absor¢ao dos nutrientes por unidade de biomassa (AP/AB e AN/AB). Os valores de
AP/AB foram similares para as quatro cepas. O mesmo foi observado para AN/AB,
com excecdo da cepa LEA-04 que apresentou uma menor absorcdo de N por unidade
de biomassa (Tabela 4). Estes resultados evidenciam que estas cepas de C.
raciborskii e M. aeruginosa possuem estratégias similares para absorgdo de N e P.
Contudo, a biomassa produzida pelas cepas de Microcystis (AB) foi superior a
produzida pelas cepas de Cylindrospermopsis. Enfatizando que a cepa LEAO4
consegue atingir uma biomassa semelhante as demais com menor quantidade de
nitrogénio, mostrando a maior eficiéncia desta na transformagdo de nitrogénio
absorvido em biomassa. O maior rendimento (R) alcangado pelas cepas de M.
aeruginosa pode ter sido resultante de sua maior habilidade para produzir biomassa
utilizando menos P e N por unidade de biomassa.

Os resultados dos cultivos unialgais ndo demonstraram diferencas importantes
nas taxas de crescimento ou da dindmica de absor¢cdo de N e P que pudessem
embasar previsdes sobre os resultados da competicdo. Embora o maior rendimento
das culturas de Microcystis pudesse indicar uma vantagem ao menos na intensidade
média de luz (80uE) e sem limitagdo de nutrientes (condigdo dos cultivos).
Considerando estes resultados e com base nos dados sobre a fisiologia destas
espécies de cianobactérias, podemos inferir os resultados da competicdo entre
Microcystis e Cylindrospermopsis em diferentes condi¢des de luz e nutrientes. Assim,
Microcystis seria favorecido em intensidades luminosas maiores e em condigbes de

grande disponibilidade de nitrogénio e fésforo, enquanto que Cylindrospermopsis teria
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uma vantagem competitiva em baixa disponibilidade de luz e nutrientes (N e P). No
entanto, os resultados dos experimentos de competicdo nem sempre confirmaram
essas inferéncias.

A caracteristica ambiental mais freqlientemente relacionada com a dominancia
de C. raciborskii € a reduzida disponibilidade de luz. Cylindrospermopsis pode ser
considerado estrategista para baixa intensidade, apresentando capacidade de crescer
sob condicdes de pouca disponibilidade de luz (PADISAK, 1997). Estudos em
laboratério registraram valores de I, variando entre 15-26 pmol m? s™ para cepas de
C. raciborskii de varias regidées do mundo, incluindo do Brasil (SHAFIK et al., 1997,
2001; BRIAND et al., 2004). Porém a baixa disponibilidade de luz nao favoreceu
amplamente Cylindrospermopsis como esperado devido a sua adaptagdo a baixa
intensidade. A cepa NPCP venceu a competicdo na condigdo controle e N-limitada,
apenas no bloco 1 (NPCP/NPLJ-4), enquanto T3 foi superado pelas cepas de
Microcystis e sob limitagdo de P ndo foi observada dominancia (Tabela 5). Estes
resultados sugerem que a adaptagdo de C. raciborskii a baixa disponibilidade de luz
pode variar entre cepas. Além disso, a interagdo com outros fatores como limitagdo de
nutrientes pode anular ou minimizar os ganhos dessa estratégia.

Por outro lado, intensidades luminosas mais elevadas, em geral, favoreceram
as cepas de Microcystis que somente nao foi dominante em condigdes de limitagdo de
N. Na intensidade luminosa de 80uE.cm™.s™, M. aeruginosa foi dominante com
excegao do bloco 1 N-limitado, onde a cepa NPCP obteve maior crescimento que a
cepa NPLJ-4. Porém esta cepa de C. raciborskii ndo obteve 0 mesmo sucesso com a
cepa de M. aeruginosa LEAO4, apresentado a mesma densidade celular. A cepa T3
nao conseguiu atingir densidade celular maior que ambas as cepas de M. aeruginosa
na condicdo sem nitrogénio. Na condi¢ao controle onde era esperado um crescimento
maior de M. aeruginosa a partir dos dados obtidos no experimento de absorgéo esse
resultado nado foi observado em todos os blocos. Sendo dominante apenas no ultimo

bloco (T3XxLEAO4). No primeiro e no segundo bloco, as duas espécies apresentaram
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densidades semelhantes. Enquanto que no terceiro bloco (T3XNPLJ-4), C. raciborskii
apresentou maior densidade. Na maior intensidade luminosa estudada (120uE), M.
aeruginosa conseguiu ser dominante em todas as condi¢des, com exceg¢do dos dois
primeiros blocos na condi¢ao N-limitada.

Estes resultados estdo de acordo com os relatos da literatura que apontam
Microcystis como uma espécie adaptada a altas intensidades luminosas (HAVENS et
al,.1998). Além disso, C. raciborskii pode ter seu crescimento inibido quando exposto a
intensidades luminosas acima de 120-150 ymol m?s™ (SHAFIK et al., 1997).

Considerando os aspectos relacionados com a disponibilidade de nutrientes e a
capacidade e velocidade de assimilacdo de N e P, floracbes de C. raciborskii sdo, em
geral, relacionadas a reduzidas concentragbes das formas dissolvidas de N e P
(PADISAK, 1997; BRANCO & SENNA, 1994; BRIAND et al.,. 2002; MARINHO &
HUSZAR, 2002).

C. raciborskii parece ser um excelente competidor numa ampla variedade de
ambientes devido a alta adaptacdo e estocagem de fosforo e alta afinidade de
assimilagédo de fésforo (ISTVANOVICS et al., 2000). Porém, isso nao foi verificado nos
experimentos de competi¢cdo, uma vez que as cepas de C. raciborskii ndo foram
dominantes em condi¢bes de limitagdo de P. Ao contrario foi observada a dominéancia
de M. aeruginosa, especialmente sob intensidades luminosas média e alta.

Importante destacar que os valores de K, (1,5-2,5ugP L") e Qo (2,5 - 3,1 ug
P [mg CJ") disponiveis na literatura para C. raciborskii (PADISAK, 1997;
ISTVANOVICS et al., 2000) podem ser considerados baixos quando comparados com
outras algas, mas n&do sao extremamente baixos. Além disso, os dados disponiveis
sobre a capacidade de armazenamento de P s&o contraditérios. Por um lado
considera-se que esta cianobactéria apresenta elevada capacidade de
armazenamento (ISTVANOVICS et al., 2000) e por outro que as floragdes de
Cylindrospermopsis vao depender de aporte externo com altas taxas de absorcéo e

nao da quota celular (SHAFIK et al., 2001). Nossos resultados parecem reforgar mais
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a segunda hipotese. Foram registradas altas taxas de absor¢gdo quando P esta
disponivel, enquanto que na auséncia de P as cepas NPCP e T3 ndo conseguiram
manter seu crescimento, sendo que em alguns experimentos foi inclusive observado o
colapso da populagdo de Cylindrospermopsis.

M. aeruginosa tem sido considerada uma espécie adaptada ao estoque de
fésforo, com alta capacidade para absorver fdsforo inorganico (MARINHO &
AZEVEDO, 2007; OLSEN, 1989). Os resultados dos experimentos de absorgédo de
nutrientes e também de competicdo corroboram esta idéia.

Ao contrario do esperado, apenas a cepa NPCP de Cylindrospermopsis
predominou sobre uma das cepas de Microcystis em condigbes de limitagdao de N,
uma vez que a cepa T3 nao predominou sobre nenhuma cepa de Microcystis. C.
raciborskii tem a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico (N2) com a producgéo dos
heterocitos, o que conferiria vantagem na condigdo N-limitada.

Em regibes tropicais e sub-tropicais a deficiéncia de N pode ser considerada a
principal causa da dominancia de cianobactérias heterocitadas, entre elas
Cylindrospermopsis, embora nem sempre esta estratégia tenha sido considerada
(HUSZAR et al., 2000). Para lagos temperados rasos, entretanto, a elevada afinidade
desta espécie por ion aménio e ndo a deficiéncia de N tem sido apontada como um
dos principais fatores de sua dominancia (PADISAK, 1997). Embora, em um estudo
realizado no lago Balaton (Hungria), tenha sido verificado que a fixagdo de N, n&o era
a principal fonte de nitrogénio inorganico para o crescimento das populagdes de C.
raciborskii. Além disso, alguns estudos tém evidenciado a grande afinidade de C.
raciborskii por N-NH;* (PRESING et al., 1996; ISTVANOVICS et al., 2000; SHAFIK et
al.,, 2001). Entretanto, estes mesmos estudos tém confirmado a capacidade de C.
raciborskii em crescer quando o N, atmosférico é a unica fonte de nitrogénio (SHAFIK
et al., 2001).

Esta capacidade pode ser importante do ponto de vista ecoldgico para explorar

0s nichos ecoldgicos disponiveis ou deixados vagos por outras espécies. A
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substituicdo ou alternancia na dominancia entre espécies de Microcystis e C.
raciborskii vem sendo relatada para diversos ambientes (BARBOSA et al., 1999;
JARDIM et al.,, 1999; PHILOMENO & FONSECA, 1999; SOUZA et al., 1999;
MARINHO & HUSZAR, 2002). Em estudos realizados no reservatorio de Juturnaiba
(RJ), foi observada a substituicdo de M. aeruginosa por C. raciborskii quando da
ocorréncia de limitagdo por N (MARINHO & HUSZAR, 2002). Os autores atribuiram o
esgotamento de N a intensa floragdo de M. aeruginosa. Neste estudo foi verificado que
40% dos filamentos de C. raciborskii apresentavam heterocitos e os autores
consideraram a fixagdo de N, como um dos possiveis mecanismos para explicar a
predominancia de Cylindrospermopsis. Estudos em cultivo apontam a fixagao de
nitrogénio como uma das estratégias para o crescimento de C. raciborskii quando
outras algas estdo limitadas (SHAFIK et al., 2001). Estes resultados parecem
confirmar que este fendbmeno pode ser de ampla ocorréncia. Assim, a capacidade de
fixar N,, apos floragdes de Microcystis quando pode ocorrer limitagdo de N pode ser
um dos mecanismos envolvidos na substituicdo de Microcystis por Cylindrospermopsis
em ecossistemas aquaticos brasileiros eutrofizados.

Contudo cabe destacar que neste estudo foi evidenciada a existéncia de uma
interacdo entre a intensidade luminosa e a disponibilidade de N e P que pode
influenciar o processo de competicdo entre C. raciborskii e M. aeruginosa. Esta
interacdo vai ser influenciada ndo somente pelos processos limnologicos que
condicionam variagdes ambientais na disponibilidade de luz e nutrientes, mas também
sera dependente de respostas ecofisiologicas das cepas destas espécies presentes no

ambiente.
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6. Conclusao

e As cepas de Microcystis e Cylindrospermopsis estudadas apresentaram taxas
de crescimento semelhantes em condigdes de suficiéncia de luz (80 yE.cm™s™)
e nutrientes, contudo os rendimentos maximos das culturas foram maiores nos
cultivos com Microcystis;

e A dindmica de absorcdo do P também foi similar entre as quatro cepas
estudadas, ocorrendo rapida e intensa absor¢do em 1-2 dias de cultivo,
demonstrando que as duas espécies apresentam alta afinidade por este
nutriente;

e Ao contrario, a absor¢cdo de nitrato n&do foi tdo intensa nem tao rapida e
também foi similar entre as quatro cepas. Porém os dados de absorgédo de
nutrientes por unidade de area (AP/AB e AN/AB) e o rendimento maximo das
culturas sugerem que as cepas de Microcystis apresentam uma maior
habilidade para produzir biomassa utilizando menos P e N por unidade de
biomassa.

e Elevadas intensidades luminosas (80 e 120pE.cm™s™) favoreceram a
dominancia de Microcystis corroborando a idéia de que esta espécie esta
adaptada a maiores intensidades luminosas. Por outro lado, em baixas
intensidades luminosas (40uE.cm™s™) nem sempre C. raciborskii foi favorecido,
sugerindo que a adaptagédo desta espécie a baixa disponibilidade de luz pode
variar entre cepas. Além disso, a interagdo com outros fatores como limitagédo
de nutrientes pode anular ou minimizar os ganhos dessa estratégia.

e Tanto as cepas de Microcystis quanto as de Cylindrospermopsis confirmaram
as hipdteses de que estas espécies apresentam alta afinidade por P, contudo,
nossos resultados reforcam a idéia de que as floragdes de Cylindrospermopsis
vao depender de aporte externo com altas taxas de absor¢ao e ndo da quota

celular;
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e Ao contrario do esperado, Cylindrospermopsis ndo foi sempre dominante sob
condicao de limitagdo de N. Este fato demonstra que nem sempre esta
estratégia € importante para esta espécie, conforme apontado na literatura,
porém pode estar relacionada a caracteristicas das cepas presentes nos
ambientes;

e A dominéancia de C. raciborskii nos diversos ambientes esta relacionada a
auséncia de nitrogénio.

Esta claro que ha uma influéncia e interagao da disponibilidade de luz e nutrientes na
competicdo de C. raciborskii € M. aeruginosa. Porém as generalizagcdes especificas
devem ser feitas com cautela, uma vez que foram observadas respostas diferenciadas

entre as cepas.
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