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RESUMO

As cianobactérias tém uma ampla distribuicdo geografica, sendo importantes
membros das comunidades fitoplancténica e perifiticas de ambientes marinhos e de
adgua doce. Umas das preocupacdes, no que concerne esses organismos, estd na
capacidade destes produzirem metabolitos secundarios denominados cianotoxinas,
gue sdo altamente alelopaticos que conferem uma vantagem competitiva as espécies
produtoras. Muitos trabalhos sugerem que cianotoxinas provocam uma Série de
impactos a toda cadeia tréfica, uma vez que afetam a fisiologia dos organismos
fotoautotréficos. Sendo assim, o presente estudo visa avaliar os efeitos alelopaticos
do exsudato de Microcystis aeruginosa (KUTZING) KUTZING sobre a fisiologia de
Scenedesmus acuminatus (LAGERHEIM) CHODAT. A microalga Scenedesmus
acuminatus foi submetida aos exsudatos das cepas de Microcystis aeruginosa
produtora (MCs+) e ndo produtora (MCs-) de microcistina em trés concentracoes
diferentes (0.5, 1.0 e 5.0 yg.LY) e ao meio controle (ASM1) totalizando seis
tratamentos, todos em triplicata, os quais foram mantidos na sala de cultivo a uma
temperatura de 22 + ° C, fotoperiodo de 12h de claro/escuro com uma intensidade
luminosa de aproximadamente (40umol.m?.s1) e pH no inicio no experimento em torno
de 7,0 sendo cultivadas durante 20 dias. Foram realizadas analises de densidade
celular, biovolume, concentracdo de clorofila a e estresse oxidativo, por meio da
quantificacdo das enzimas antioxidantes CAT, APX e SOD. Os dados obtidos foram
submetidos a testes de normalidade com posterior andlise de variancia ANOVA
seguido de teste de Tukey. Para os dados ndo paramétricos foi realizado o teste
Kruskal — Wallis com (p< 0.05). Os resultados demostram que as maiores
concentracbes dos tratamentos téxicos (MCs* 1.0 e 5.0) apresentam ter um efeito
inibitério significativo com relacdo a densidade populacional e biovolume de S.
acuminatus. Quanto ao teor de clorofila - a a maioria dos tratamentos demostraram
gqueda em seus valores a partir do 15° dia de experimentacdo. S. acuminatus
submetida a concentracdo de MCs* 5.0 registrou no 20° dia de cultivo o menor valor
de clorofila a (3,43 pg.mL?) em relacdo aos demais tratamentos. J& para as enzimas
CAT e APX nédo houve diferenca significativas da atividade antioxidante entre os
tratamentos em relacdo ao controle em todos os dias de coleta, no entanto, a enzima
SOD apresentou um aumento mais evidente na sua atividade nos dias 5, 10 e 15 de
cultivo, nos tratamentos na presenca de toxicidade (MCs* 5.0; 1.0 e 0.5). Com base



nos resultados, conclui-se que a microalga S. acuminatus mostrou responder de forma
heterogénea ao estresse provocado pelos exsudatos MCs* e MCs, visto que, 0s
ensaios expostos as altas concentracdes de MCs* (1.0, e 5.0) demonstraram ser mais
sensiveis aos efeitos alelopaticos, provenientes do exsudato tdéxico e para algumas
analises fisiologicas o tratamento MCs ™ (5.0) demostrou ocasionar efeitos inibitorios

equivalentes aos ensaios expostos aos tratamentos (MCs* 5.0 e 1.0).

Palavras chaves: Alelopatia. Exsudato. Microcistina. Scenedesmus acuminatus.



ABSTRACT

Cyanobacteria have a wide geographical distribution, being important members of the
phytoplankton and periphytic communities of marine and freshwater environments.
One of the concerns with respect to these organisms lies in their ability to produce
secondary metabolites called cyanotoxins, which are highly allelopathic, conferring a
competitive advantage on producing species. Many studies suggest that cyanotoxins
cause a number of impacts to the entire trophic chain, since they affect the physiology
of photoautotrophic organisms. Thus, the present study aims to evaluate the
allelopathic effects of the exudate of Microcystis aeruginosa (KUTZING) KUTZING on
the physiology of Scenedesmus acuminatus (LAGERHEIM) CHODAT. The microalga
Scenedesmus acuminatus was submitted to Microcystis aeruginosa producing
exudates (MCs*) and non-producing (MCs’) of microcystin at three different
concentrations (0.5, 1, 5 pg.L!) and to the control medium (ASM1) totaling six
treatments, all in triplicate, which were kept in the culture room at a temperature of 22
+ °C, 12 h photoperiod of light / dark with a light intensity of approximately (40
pmol.m2.s - 1) and pH at the beginning in the experiment around 7.0 being cultivated
for 20 days.Cell density, biovolume, chlorophyll and oxidative stress were analyzed by
guantification of the antioxidant enzymes CAT, APX and SOD. The obtained data were
submitted to normality tests with posterior analysis of variance ANOVA followed by
Tukey test. For non - parametric data the Kruskal - Wallis test was performed with (p
<0.05). The results show that the higher concentrations of the toxic treatments (MCs*
1.0, 5.0) have a significant inhibitory effect on S. acuminatus growth and biovolume.
As regards chlorophyll content, the majority of treatments showed a decrease in their
values from the 15th day of experimentation. S. acuminatus submitted to concentration
of MCs + 5.0 recorded on the 20th day of cultivation the lowest value of chlorophyll a
(3.43 ug.mL-1) in relation to the other treatments. However, for the CAT and APX
enzymes, there was no significant difference in the antioxidant activity between the
treatments in relation to the control on all days of collection; however, the SOD enzyme
presented a more evident increase in its activity on days 5, 10 and 15 of treatment in
the presence of toxicity (MCs* 5.0, 1.0, 0.5). Based on the results, it was concluded

that the microalgae S. acuminatus showed a heterogeneous response to the stress



caused by MCs* and MCs™ exudates, as the high concentrations of MCs™ (1.0, 5.0)
were shown to be more sensitive to effects allelopathic from toxic exudates and for
some physiological analyzes the MCs (5.0) treatment was shown to cause equivalent

inhibitory effects to the assays exposed to treatments (MCs™* 5.0,1.0).

Keywords: Allelopathy. Exudate Microcystin. Scenedesmus acuminatus.
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias apresentam ampla distribuicdo geogréfica, sendo importantes
membros das comunidades fitoplanctdnica e perifiticas de ambientes marinhos e de
agua doce (MOLICA; AZEVEDO, 2009; OLIVEIRA et al., 2009). Esses organismos
chamam atencédo em particular, devido a sua capacidade de proliferacéo intensa nos
ambientes aquaticos em processo de eutrofizacdo (AZEVEDO et al., 2002;
SYCHROVA et al., 2012).

O processo de eutrofizacdo € caracterizado pelo aumento nas concentracdes de
nitrogénio e fosforo, decorrente de acbes antrépicas, resultando em alteracdes
drasticas no metabolismo desses ecossistemas e na estrutura da comunidade
fitoplanctonica (CALIJURI; ALVES; SANTOS, 2006).

A intensificacdo da ocorréncia de florac6es de cianobactérias, tém sérias implicacdes
sociais e econdmicas devido a degradacéo dos recursos hidricos, pois sua presenca
culmina em alteracdes nos aspectos organolépticos da agua, além de reduzir o
oxigénio dissolvido e promover sombreamento de outras microalgas (OLIVEIRA et al.,
2009; BITTENCOURT; OLIVEIRA; PINTO, 2011). Os metabdlitos liberados, por esses
organismos podem apresentar toxicidade, além de transmitirem sabor e odor a agua
(BITTENCOURT et al., 2015 a; XU et al., 2016).

As cianotoxinas sdo metabolitos secundarios liberados pelas cianobactérias que
dependendo da sua estrutura quimica podem ser inseridas em trés grandes grupos:
0s peptideos ciclicos, os alcaldides e os lipopolissacarideos. A toxicidade das
cianotoxinas apresenta efeitos diversos, variando entre efeitos hepatotéxicos,
neurotéxicos e dermatotoxicos (SIVONEN; JONES, 1999).

Entre as cianotoxinas mais comumente conhecidas, as microcistinas (MCs) estao
entre as toxinas mais bem estudadas em virtude do nimero elevado de casos de
intoxicagbes que as envolvem (LEFLAIVE et al.,, 2007; OLIVEIRA et al.,, 2009;
BITTENCOURT; OLIVEIRA; PINTO, 2011). Vérias espécies produzem esse grupo de
toxinas, principalmente as do género Microcystis, que tem sido responsavel por mais
de 65% dos casos de intoxicagdo em seres humanos, animais (JOCHIMSEN et
al., 1998; FALCONER; HUMPAGE, 2005; PAPADIMITRIOU et al., 2013); e sobre o

15



fitoplancton e macrdfitas aquaticas essas toxinas demostram diversos efeitos
inibitérios no crescimento, reducdo da biomassa, teor de clorofila e resposta
antioxidante (BARTOVA et al., 2011; CAMPOS et al., 2013; ZHENG et al., 2013;
WANG et al., 2017).

As MCs pertencem a uma familia de heptapeptideos ciclicos que apresenta cerca de
80 variantes em sua constituicdo, elas sao inibidoras das proteinas fosfatases 1 e 2A
importantes catalisadores de serina e treonina, 0s quais estdo envolvidos na dinamica
funcional dos citoesqueletos dos hepatocitos (SIVONEN; JONES, 1999;
MACKINTOSH et al., 1990). A acdo dessas toxinas podem promover tumores no
figado e induzir danos ao DNA (DUY et al., 2000; ZHOU; ELLEDGE, 2000).

Microcystis aeruginosa € uma das espécies mais comumente associada a floracfes e
consequentemente a casos de intoxicacdes ao redor do mundo (SANT’ANNA et al.,
2012). Sua ocorréncia, ja foi registrada em paises como Austrdlia, Inglaterra, China e
Africa do Sul (FALCONER, 1994). No Brasil, floracbes de cianobactérias produtoras
de MCs foram detectadas em diversos ambientes aquaticos, tais como; na lagoa dos
Patos no Rio Grande do Sul (MATTHIENSEN; YUNES; CODD 1999); na Represa
Billings, em S&o Paulo (CARVALHO et al., 2007); no rio Tapajés, no estado do Para
(SA et al., 2010); em mananciais superficiais de aguas destinadas ao abastecimento
publico, de municipios da Zona da Mata Sul em Pernambuco (RAMOS et al., 2014);
No Espirito Santo, estudos recentes de Martins (2010) e Alves (2015) nas lagoas
Jacuném e Juara, respectivamente, mostraram haver, além de, grande densidade de

cianobactérias, de diversos géneros, a presenca de microcistina.

O favorecimento de floracdes algais em especial de cianobactérias esta diretamente
relacionado a capacidade desses organismos produzirem metabdlicos secundarios
altamente alelopaticos que conferem uma vantagem competitiva as espécies
produtoras (CARMICHAEL, 2008; JONSSON; PAVIA; TOTH, 2009; BITTENCOURT
et al., 2013; CORBEL et al., 2014).

A alelopatia, segundo Rice (1984) é definida como intera¢des bioquimicas, que podem
ser estimulantes ou inibitérias entre o organismo produtor do composto aleloquimico
e 0 organismo - alvo. Assim, ao atuar como compostos alelopaticos, as cianotoxinas

poderiam tanto favorecer a reproducdo das cianobactérias produtoras, como inibir o
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crescimento de outros organismos fitoplanctonicos, o0 que auxiliaria no

estabelecimento e na dominancia das floracdes de cianobactérias.

Diversos autores relatam sobre os efeitos alelopaticos (fisiolégicos e bioquimicos)
dessas cianotoxinas em especial as MCs em diferentes organismos fotoautotroficos
(HA; PFLUGMACHER, 2013; ZHENG et al., 2013; CORBEL et al., 2014 ZAK;
KOSAKOWSKA, 2014; WANG et al., 2017). A fitotoxicidade das MCs, induz diferentes
respostas fisioldgicas tanto para o fitoplancton, quanto para as macrofitas aquaticas.
No caso das microalgas, os estudos demostram efeitos inibitérios no crescimento,
volume celular, teor de clorofila e estresse oxidativo, uma vez que as MCs tém
demostrado afetar a atividade de enzimas antioxidantes como a SOD, CAT, APx, GPx
(EL-SHEEKH; KHAIRY; EL-SHENODY, 2010; BITTENCOURT et al., 2015 a; WANG
et al., 2017). Enquanto que em macrofitas aquaticas a toxicidade de cianobactérias
induz um declinio na quantidade de biomassa, no teor de clorofila, além de promover
0 aumento do estresse oxidativo (HA; PFLUGMACHER, 2013; ZHENG et al., 2013;
XU et al., 2016).

Entretanto, a maioria dos estudos que avaliam o efeito da atividade desses
aleloguimicos geralmente sdo realizados com quantidade excedentes as que sdo
comumente encontrados nos ecossistemas. Grande parte dos trabalhos que estudam
a atividade aleloguimica da microcistina nesses organismos utilizam extratos celulares
ou toxina purificadas, poucos sdo 0s estudos no gue tange aos compostos

provenientes do exsudato e seus possiveis efeitos (WANG et al., 2017).

Os resultados dos estudos demostram que os metabdlitos secundarios produzidos por
essas algas trazem uma série de impactos a toda cadeia tréfica, uma vez que afetam
a fisiologia dos organismos fotoautotroficos aquaticos e podem bioacumular ao longo
da cadeia, acarretando graves consequéncias a saude humana, dessa forma, frente
ao aumento expressivo de corpos hidricos eutrofizados, o estudo dos possiveis efeitos
alelopéticos ocasionados por cianobactérias se torna cada vez mais significativo
(KOSCHEK, 2008; BITTENCOURT et al., 2015 a).

Com base nas informacgbOes supracitadas, este estudo visa contribuir para a
investigagdo de possiveis respostas fisiologicas de uma cepa de cloroficea submetida
a diferentes concentragcbes de exsudato de M. aeruginosa (MC* e MC), visto que

floragBes desta alga tem sido frequentemente registrada nos ecossistemas aquaticos
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e o0 potencial alelopatico desses metabdlicos em concentragcbes normalmente

encontradas na natureza sdo poucos estudados.
Com base no levantamento bibliografico o presente estudo tem como hipoétese:

H1: Somente a maior concentracao provenientes do exudato de M. aeruginosa* toxica
(MCs* 5.0) exercerao efeitos negativos sobre alguns indicadores do estado fisioldgico
(densidade celular, biovolume, clorofila e estresse oxidativo) de Scenedesmus

acuminatus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As cianobactérias sdo organismos procariontes, fotossintetizantes e por esta razéo
possuem grande importancia na producdo priméaria dos ecossistemas onde habitam
(KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005). Além disso, algumas espécies de
cianobactérias sdo de extrema importancia no que se refere a incorporacdo do
nitrogénio nos demais niveis das cadeias tréficas, ja que, estas algas desenvolveram
a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico através de células especializadas
chamadas heterocistos (WEHR; SHEATH, 2005).

O sucesso das cianobactérias a diferentes condicbes ambientais deve-se a uma
plasticidade adaptativa e a uma série de estratégias que Ihes permitem dominar esses
ambientes, como: a capacidade de producao de pigmentos acessérios, de acumular
gas em vesiculas (aer6topos) que lhes permitem migracdo na coluna d’agua, de
estocar nutrientes essenciais e produzir metabolitos toxicos, como as cianotoxinas
(PAERL, 1988; CODD, 1995).

Sob determinadas condi¢cBes ambientais, as cianobactérias podem formar floracdes,
um fendbmeno no qual esses organismos se multiplicam rapidamente e dominam a
comunidade fitoplancténica (CALIJURI; ALVES; SANTOS, 2006; MOLICA;
AZEVEDO, 2009). As floragcbes de cianobactérias podem ser danosas para o
ambiente, e para a saude humana, pois muitas espécies de cianobactérias possuem

a potencialidade de produzir cianotoxinas.

Cianotoxinas sao metabdlitos secundarios de natureza quimica de efeitos téxicos.
Esses metabdlitos podem ser classificados como hepatotoxicos, neurotdxicos,
citotoxicos e dermatotdxicos, dependendo da sua forma de acao (SIVONEN; JONES,
1999; SAKER; GRIFFITHS, 2000; ARAOZ, 2010). De acordo com sua estrutura
quimica, as cianotoxinas podem ser incluidas em trés grandes grupos: os peptideos
ciclicos, os alcaldides e os lipopolissacarideos (LPS) (MOLICA; AZEVEDO, 2009).

As microcistinas (MCs) estdo entre as cianotoxinas mais estudadas, essas séo
heptapeptideos ciclicos, caracterizados pela presenca de 5 aminoacidos fixos (D-
aminoacidos) e 2 variaveis (L-aminoacidos), contendo os aminoéacidos leucina (L) e
arginina (R) nas posi¢des dois e quatro da estrutura, possuindo cerca de 80 variantes
(SIVONEN; JONES, 1999).
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Desta forma, as microcistinas sdo nomeadas de acordo com dois aminoacidos
variaveis e outras variagdes estruturais menores. As variantes mais comumente
encontradas sdo as MC-LR, MC-YR e MC-RR. Dentre estas, MC-LR (figura 01) pode
ser considerada a mais perigosa para a saude humana em relacéo a sua toxicidade
(GUPTA et al.,, 2003; FALCONER; HUMPAGE, 2005). Dentre as espécies ja
identificadas como produtoras dessas toxinas, temos as pertencentes aos géneros
Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc, Cylindrospermopsis,
Planktotrix, Oscillatoria, Radiocystis, Arthrospira (MERILUOTO; CODD, 2005).

Quanto ao seu efeito toxicolégico, as microcistinas séo classificadas como
hepatotoxinas, uma vez que causam seérios danos ao tecido hepético. Essas
cianotoxinas acumulam no figado através de transportadores idnicos multiespecificos
presentes nos canais biliares e no intestino delgado, onde promove alteracdes
citoesqueléticas das células, causando morte por hemorragia intra-hepética ou
insuficiéncia hepatica (HUMPAGE; FALCONER, 1999). Em nivel molecular, as
microcistinas sdo, potentes inibidoras de proteinas fosfatases 1 e 2 A, importantes
enzimas que agem como catalisadores na desfosforilacdo de residuos de
serina/treonina em fosfoproteinas (MACKINTOSH et al., 1990; FALCONER;
HUMPAGE,2005).
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Figura 01: Estrutura molecular da microcistina-LR, a variante mais conhecida da microcistina.

Existem varios estudos que relatam o efeito das microcistinas nos processos
fisiol6gicos e bioguimicos ao longo da cadeia tréficas (WU et al., 2012; CORBEL et
al., 2014; BITTENCOURT et al., 2015 b); e de como a exposi¢cdo ou até mesmo a

ingestdo desses metabolitos pode resultar em bioacumulagdo (KOSCHEK, 2008).
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Crush e colaboradores (2008) irrigaram raizes e partes aéreas de alface (Lactuva
sativa), durante seis dias com extrato bruto provenientes de floracdes de dez variantes
de MCs. Os autores observaram que esta hortalica absorveu em seus tecidos foliares
a concentracdo de até 84 ug.Kg? de microcistina de massa fresca. Smith e Haney
(2006) examinaram as concentracfes de MCs em trés niveis troficos (fitoplancton,
zooplancton e peixe-espinho (Lepomis gibbosus) de uma teia alimentar aquatica e
encontraram evidéncias para a transferéncia direta de MCs do zooplancton para o
peixe-espinho e o0 subsequente acumulo da toxina no tecido do figado do peixe. A
Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) limita o consumo humano de microcistina nos
alimentos em 0,04 ug.kg* de massa corpérea.dia* (WHO, 1998). A ingestdo continua,
mesmo que em niveis baixos desta toxina pode acarretar riscos a saude humana
devido a sua acéo bioacumulativa (BITTENCOURT et al., 2015 b).

Uns dos casos mais graves ja registrados em decorréncia do uso de &gua
contaminada com MCs, aconteceu em 1996, na cidade de Caruaru (PE), onde 76
pacientes de uma clinica de hemodialise morreram, apos o tratamento de didlise
(JOCHIMSEN et al., 1998; AZEVEDO et al., 2002). Esse incidente obrigou o Ministério
da Saude a criar a Portaria 518 que estabeleceu o valor maximo de 1,0 ug.L* de

microcistina na agua tratada para consumo humano (BRASIL, 2004).

A eutrofizacdo dos ambientes aquéticos € uma das maiores causas de floracGes de
cianobactérias, decorrente principalmente do lancamento de efluentes ricos em
nitrogénio e fosforo, provenientes de atividades urbanas, agropecuarias e de
piscicultura intensiva (OLIVEIRA et al., 2009).

De acordo com Tundisi (2003), o aumento da concentracdo de nitrogénio e fosforo
somados a pH neutro a alcalino e temperaturas acima de 20° C sao fatores que
favorecem a dominancia desses organismos nos ecossistemas aquaticos. Dessa
forma, o sucesso das floracdes de cianobactérias esta intrinsicamente associada as
condi¢cdes ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento e a producao de toxinas,
gue dao a esses organismos, vantagens competitivas em detrimento das demais
espécies do fitoplancton (GRANELI; WEBERG; SALOMON, 2008).

Diversos estudos tem discutindo a atuacdo das cianotoxinas como COmMpOStos
alelopaticos (PFLUGMACHER, 2002; BITTENCOURT et al.,, 2013; HARKE et al.,
2016; XU et al., 2016). Segundo Rice (1984), a alelopatia € um fenébmeno, pelo qual
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plantas, fungos, algas e bactérias, interagem com os demais seres vivos atraves da
liberacdo de compostos no meio circundante, que podem ter acdo estimulante ou

inibitéria em um determinado organismo alvo.

A alelopatia em algas ja € conhecida desde antes dos anos 20 por Harder (1917 apud
Oliveira, 2017, p. 14) que percebeu auto inibicdo em culturas antigas de Nostoc
punctiforme. Segundo Dakshini (1994), os quimicos alelopaticos liberados por algas
podem operar de quatro formas: (1) afetando o crescimento de outra alga, (2) inibindo
o crescimento dela mesma, (3) influenciando o crescimento de outros microrganismos

e (4) afetando o crescimento de macrofitas aquaticas.

Esse metabdlitos secundéarios produzidos por cianobactérias e outras algas, que
apresentam atividade alelopatica podem desempenhar diferentes papéis ecolégicos,
no que se refere a sucessao de espécies, competicdo por recursos e comunicagao
intraespecifica (LEAO; VASCONCELOS; VASCONCELOS, 2009; BITTENCOURT;
OLIVEIRA; PINTO, 2011).

Para compreender o papel fisiolégico e ecoldgico desses compostos, muitos estudos
tem investigado os efeitos dessas toxinas, principalmente as MCs, e seus efeitos
sobre o0s organismos fotoautotroficos aquaticos, como macrofitas aquaticas
(Pflugmacher, 2002; Jiang et al., 2011; Zheng et al., 2013) e microalgas (Campos et
al., 2013; Bittencourt et al., 2015 a; Wang et al., 2017). Dentre os efeitos para as
macrofitas aquaticas estéo a reducdo da biomassa e 0 aumento das espécies reativas
de oxigénio (EROs). Ja para o fitoplancton os efeitos sdo diversos, incluindo
mudancas morfoldgicas, inibicdes de crescimento, modulacbes de pigmentos
fotossintéticos e aumento na respostas antioxidantes (BARTOVA et al., 2011;
CAMPOS et al., 2013).

El-Sheekh, Khairy e EI-Shenody (2010), observaram que os extratos brutos de M.
aeruginosa produtora de MCs inibiu o crescimento de Scenedesmus obliquus,
Oscillatoria angutissima, Anabaena sp e Chlorella vulgaris nas quatro concentracdes
de MCs testadas (25, 50, 100 e 200 pg.L?). Ja Figueiredo, Giani e Bird (2007),
realizaram um experimento onde foi avaliada a inibicdo da fotossintese de M.
aeruginosa, Coelastrum sphaericum e Monoraphidium contortum utilizando exsudatos

de culturas de Cylindrospermopsis raciborskii.
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Ainda em relacdo as MCs, estudos recentes demonstraram que outros metabolitos
secundarios, que sao liberados extracelularmente, como os LPS, também mostram
efeitos alelopaticos em algumas espécies de microalgas (VIKTORIA et al., 2015;
CIRES; BALLOT, 2016, HARKE et al., 2016). Zheng e colaboradores (2013) e Xu e
outros (2016) por exemplo, em seus estudos utilizando macréfitas aquaticas
identificaram que a germinagéo e o crescimento de plantulas foram interrompidos
quando submetidos aos exsudatos de M. aeruginosa. Enquanto que no estudo
realizado por Bartovd e colaboradores (2011), ao utilizar concentracbes de
microcistinas (300ug / L't) acima do que é comumente detectado no ambiente, 0s
autores identificaram que os extratos de MCs, ndo ocasionaram efeito negativo no
crescimento da microalga Pseudokirchneriella subcapitata; entretanto esta alga
apresentou respostas significativas no que se refere ao aumento do estresse

oxidativo.

Em relacdo a biossintese de cianotoxinas, as condicdes ambientais aos quais as
cianobactérias estdo expostas também devem ser levados em consideracdo. De
acordo com Leflaive e colaboradores (2007), a luz e as concentracfes de nutrientes
(nitrogénio e fosforo) também podem influenciar na producéo de cianotoxina. Outro
fator que também deve ser considerado durante essa biossintese e a densidade

populacional e que fase de crescimento compreende o in6culo (Wang et al, 2017).

Wang e colaboradores (2017), em seu trabalho analisou os possiveis efeitos
alelopaticos dos exsudatos durante trés fases de crescimento da cultura de
Microcystis aeruginosa em trés microalgas (Scenedesmus quadricauda, Chlorella
pyrenoidosa e Cyclotella meneghiniana). Os autores relatam que o crescimentos das
trés algas utilizadas no estudo, foram inibidos ao serem submetidas aos exsudatos
provenientes da fase exponencial e estacionaria da cultura de M. aeruginosa,
enquanto que as cepas expostas ao exsudato da fase de declinio aumentaram seu

crescimento significativamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos alelopaticos do exsudato de M. aeruginosa (Kitzing) Kutzing, com e
sem toxina (MCs* e MCs’), sobre a fisiologia de Scenedesmus acuminatus
(Lagerheim) Chodat.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar os efeitos das diferentes concentracées do exsudato da linhagem M.
aeruginosa toxica, sobre o crescimento e o biovolume de Scenedesmus

acuminatus;

» Investigar se diferentes concentracbes do exsudato de M. aeruginosa da
linhagem né&o toxica exercem efeito inibitério sobre o crescimento e o biovolume

da espécie -alvo;

= Avaliar os efeitos promovidos pelos exsudatos de Microcystis aeruginosa sobre
indicadores do estado fisioldgico (clorofila a e estresse oxidativo) da cepa de

Scenedesmus acuminatus.
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4 METODOLOGIA

4.1 LINHAGENS UTILIZADAS

Foram selecionadas duas cepas de cianobactérias: Microcystis aeruginosa, produtora
de microcistina (MC*/BCCUSP232) e Microcystis aeruginosa nao produtora de toxina
(MC/BCCUSPO03) as quais foram, gentiimente doadas pelo Laboratorio de
Cianobactérias — ESALQ/USP, coordenado pela professora Dr2. Maria do Carmo
Bittencourt de Oliveira. Tais cepas foram selecionadas para o referido estudo, uma
vez que de acordo com a literatura, tal espécie tem a capacidade de produzir
compostos alelopaticos que propiciam respostas estimulatérias ou nulas em

organismos-alvo.

Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kutzing, € uma espécie colonial, cosmopolita e que
comumente forma floragbes em ambientes eutrofizados. Possui envelope
mucilaginoso incolor envolvendo as células esféricas (BICUDO; MENEZES, 2006).
Quando cultivada em laboratério, M. aeruginosa perde a caracteristica colonial e

cresce como células esféricas livres (Figura 02).

Figura 02: Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing, cultivada em meio ASM1

O organismo — alvo selecionado para este estudo foi a microalga Scenedesmus
acuminatus (Figura 03), por ter uma distribuicdo cosmopolita e ser resistente a
variacdes ambientais, possuir um rapido crescimento e por esta razdo, muitas vezes
ser dominante no fitoplancton dulcicola (GODINHO; GONZALES; BICUDO, 2010).
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Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat, tem distribuicdo cosmopolita, € uma
espécie colonial cendbio formado por quatro ou oito células, dispostas linear ou
alternadamente. Suas células externas, podem ser lunadas ou curvadas
acentuadamente para fora do cendbio (GODINHO; GONZALEZ; BICUDO, 2010).
Essa espécie foi isolada de amostras coletadas na Lagoa Juara, Serra - ES, no
Laboratorio de Taxonomia e Ecologia de Algas Continentais (LATEAC).

50pm

Figura 03: Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat, cultivada no meio ASM1.

4.2 CONDICOES DO CULTIVO

Foram cultivados em torno de 20L de ambas as cepas de Microcystis aeruginosa (MC*
e MC) as quais foram mantidas em erlenmeyers de 5L em meio liguido ASM1
(GORHAN; MCLACHLAN; HAMMER, 1964) previamente esterilizados, com aeracao
constante, pH estabilizado inicialmente entre 7,4 mantidos em camaras climaticas
Eletrolab, modelo EL202/3, utilizando lampadas fluorescentes de 40w do tipo daylight
com intensidade luminosa (40umol.m?.s?), fotoperiodo (14:10h, claro: escuro) e

temperatura (22 £ 1°C) controlados, pelo periodo de um més para aclimatacao.

O aumento de biomassa dos ino6culos de Scenedesmus acuminatus, seguiram as
mesmas condi¢cdes de cultivo citadas acima, com excecdo de que as cepas foram

mantidas na sala de cultivo, com fotoperiodo de 12h de claro: escuro, durante 30 dias.
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4.3 MEIO DE CULTURA

Neste experimento o meio de cultura utilizado é caracterizado como definido, por ser
preparado a partir de agua destilada com adicdo dos constituintes nutricionais
(elementos quimicos) como; vitaminas, sais inorganicos macro e micronutrientes de
modo enriquecer a agua destilada, para estimular o crescimento das microalgas
(LOURENCO, 2006).

O meio ASML1 (Tabela 01) é composto por quatro solucdes estoque (A, B, C e D) que
sdo previamente preparadas. A cada preparacdo de 1L de meio de cultura é
necessario adicionar as solucdes estoques A, B, C e D nas respectivas propor¢des 20
mL, 2mL, 0,1 mL e 0,4 mL e completar com &gua deionizada até chegar a 1L.

Tabela 1 — Composic¢éo e concentracdo das solugdes-estoque do meio ASM1.

Solucéo Estoque A Peso (g9) Para cada litro de ASM -1
NaNO3/NH4Cl2 1,70
MgCl2.6H20 0,41 Completar para 200 mL 20 mL
MgS0O4.7H20 0,49
CaCl2.2H20 0,29
Solucéo Estoque B
K2HPO4 0,87 Completar para 100 mL 2mL
NazHPO4.7H20 1,33
Solucéo C
H3BO3 2,48
MnCl2.4H20 1,39
FeCls.6H20 1,08 Completar para 100 mL 0,1 mL
ZnCl2 0,335
CoCl2.6H20 0,019
CuCl2.2H20 0,0014
Solucéo D
EDTA. Naz 1,86 Completar para 100 mL 0,4 mL

Fonte: Modificado de Gorhan, Mclachlan e Hammer (1964).

4.4 OBTENCAO DO EXSUDATO

Para a realizacdo deste experimento, foram preparadas previamente cinco réplicas de
cada uma das cepas Microcystis aeruginosa (MC* e MC’) em erlenmeyers de 5L cada,
nas condigbes de cultivo jA& mencionadas para a obtencdo dos exsudatos. As
linhagens foram cultivadas até a fase exponencial de crescimento, o qual foi
contabilizada densidade celular de aproximadamente 4,0 x 10% cel.ml™.
Posteriormente, os cultivos foram centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos e o

sobrenadante obtido foi submetido a filtrac&o a vacuo em filtros de fibra de vidro GF1
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com didmetro de 45 mm, previamente esterilizados e secos. Apds a obtencdo dos
exsudatos, as amostras foram submetidas ao teste de imunoensaio (ELISA) para a
determinacao da concentracao de microcistina totais. Ao final desta etapa, o exsudato
obtido foi estocado na geladeira com temperatura de 4°C até o momento de sua

utilizagéo.
4.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE MICROCISTINA NO EXSUDATO

Para determinar as concentragdes totais de microcistina (MCs) dos exsudatos obtidos,
foram retiradas aliquotas de 2 ml de cada cultura. Posteriormente, essas amostras
foram submetidas a um teste de imunoensaio (ELISA - Ensaio do imuno adsorvente
ligado a enzima) utilizando kit placa especifico para microcistinas (BEACON, Portland,
USA). As amostras foram analisadas em duplicata e o procedimento foi desenvolvido
de acordo com as recomendacdes do fabricante, conforme os seguintes passos: 1°
passo - foram adicionados 50uL de conjugado microcistina-enzima em cada poc¢o da
placa e, em seguida foram pipetados 50uL dos calibradores, do controle e das
amostras; 2° passo - 50uL de solugcao de anticorpo foram adicionados em cada poco
e, em seguida o conteudo da placa foi misturado manualmente em movimentos de “8”
durante 1 min; 3° passo — 0s poc¢os foram envolvidos com papel filme e incubados
durante 30min a temperatura ambiente; 4° passo — apos este periodo, 0s po¢os foram
lavados com solugéo de lavagem do kit e, posteriormente, foram adicionados 100uL
de substrato em cada poc¢o e, hovamente, o contetdo foi misturado e incubado por
mais 30min; 5° passo — Depois da incubacgao, foram pipetados 100uL de solucao

“stop” (acido cloridrico a 1N) em cada pogo.

Para a leitura das amostras utilizou-se a leitora de placas Asys, modelo Expert Plus
no comprimento de onda de 450nm. A faixa de detecc¢éo do kit € de 0,1 a 2,0 partes
por bilhdo (ppb), sendo uma curva de calibracdo gerada apos as analises. Para
valores acima do limite de deteccéo do kit, foram realizadas diluicdes das amostras

com agua deionizada.
4.6 PREPARACAO DO EXSUDATO E ADICAO AOS MEIOS DE CULTURA

A concentracdo de MCs no exsudato toxico apds a analise foi de 195,5 ug.L-1. A partir
desse valor os exsudatos foram entdo diluidos em trés concentragdes 0, 5 ug.L?, 1,0
pg.Lte 5,0 ug.L* (MCs totais) em meio liquido ASM1 previamente esterilizado. Para
0os tratamentos sem microcistina (M. aeruginosa - BCCUSPO03), o exsudato foi
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preparado seguindo o mesmo procedimento citado no item 4.4. Os exsudatos
provenientes da cepa (BCCUSP03/ MCs’), foram diluidos em meio liquido ASM1. As
concentragGes do tratamento ndo téxico (0, 5ug.Lt, 1,0 ug.Lt e 5,0 yg.Lt MC),

seguiram o mesmo padrao do tratamento toxico.
4.7 DELIAMENTO EXPERIMENTAL

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 3L contendo o exsudato nas
seguintes concentracdes 0,5 pg.L?, 1,0 ug.Lte 5,0 yg.L* (MCs* e MCs’) os quais
foram misturados a solucao nutritiva (meio ASM 1), com aeragao constante e pH 7,0
no inicio do experimento (figura 4). Todos os tratamentos foram mantidos na sala de
cultivo com temperatura controlada 22 + 1°C, intensidade luminosa de (40umol.m?.s

1), e fotoperiodo de 12:12h (claro: escuro).

Todos os tratamentos e controle foram realizados em triplicata (n = 3), com densidade
celular inicial de 1,0 x 10° cel.mLt. Um esquema de rodizio dos erlenmeyers na sala
de cultivo foi estabelecido para garantir a uniformidade total das condi¢cfes de cultivo.

O experimento teve duracdo de 20 dias.

M. aeruginosa* M. aeruginosa
Obtengdodo Obtengédo do
exudato exudato

Controle - ASM1 - - - - - -
- on W w | w W w | w

A M - Scenedesmus - — - - - -
wYw N N
ww w ww w
W W

‘ Tratamentos MC* e MC [] 0,5, 1e 5. ‘

Figura 04: Deliamento experimental.
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4.8 COLETA DE DADOS
4.8.1 Densidade celular

Para a determinacdo da densidade celular de todas as unidades experimentais,
aliquotas de 2mL foram retiradas e imediatamente preservadas com lugol acético a

5%, em camara de fluxo laminar, a cada dois dias.

A estimativa da densidade celular dos cultivos foi realizada por contagem direta em
camara de Fuchs — Rosenthal, por meio do microscopio Optico, sendo necessario
contar no minimo 400 células a partir de um dos 16 quadrados que compde a camara.
A densidade celular foi expressa em cél.mL1 (LOURENCO, 2006).

4.8.2 Biovolume

Para determinacdo do biovolume aliquotas de 2 ml foram retiradas de todas as
unidades experimentais nos dias 5°, 10°, 15° e 20° dias de cultivo. Com o auxilio da
camera digital Nikon, modelo DS-Fi2, acoplada ao microscépio de captura de imagem
Nikon Eclipse —E200, foram realizados registros fotograficos e medidas no programa

Tsview.

O volume celular de Scenedesmus acuminatus foi estimado, seguindo a metodologia
descrita por Olenina, 2006, onde 20 individuos de cada tratamento foram medidos,
considerando sua altura e diametro. A forma geométrica aplicada para S. acuminatus
€ de um duplo cone. O volume celular médio (um3) foi calculado utilizando a formula

abaixo:

V=1m/12 *d? *h
Onde:
V = volume
d = didmetro

h =altura

O biovolume (mm3. L'1) foi calculado multiplicando o volume celular médio (um3) pelo

n° de células contadas (cél.mL-1).

Biovolume (mm3. L) = n° de células.mL** volume celular (um3) * 106 30




4.8.3 Andlise de clorofila a

O teor de clorofila “a” foi determinado quatro vezes durante o experimento por meio
de espectrofotometria. As coletas foram realizadas nos dias 5, 10, 15 e 20 de cultivo,
seguindo a metodologia descrita por Lourenco (2006). Aliquotas de 25 mL foram
retiradas de todas as unidades experimentais e posteriormente foram filtradas em filtro
de fibra de vidro GF1 com diametro de 45 mm. A extracdo dos pigmentos se deu
através da maceracdo dos filtros de fibra de vidro, com o material retido, usando
acetona 90% a frio como solvente. ApGs a maceracao a solucao foi acondicionada em
tubos de centrifuga envoltos por papel aluminio e armazenados a 4°C por 24h. Apoés
esse periodo, o material foi centrifugado e o sobrenadante lido em espectrofotdmetro
nos comprimentos de onda recomendados. Todo o processo foi realizado na auséncia
de luz. Para a determinacdo da concentracdo de clorofila ‘a’ foi utilizada a equacao
proposta por (LORENZEN, 1967).

4.8.4 Analise de proteinas e estresse oxidativo (CAT, APx e SOD)

A atividade enzimética, bem como a quantificacdo de proteina total, foi realizada
através de amostras coletadas as 24h, 120h, 240h, 360h e 480h apoés as células-alvos
serem submetidas aos tratamentos. Foram retirados aliquotas de 80mL de todas as
unidades experimentais, as quais, foram homogeneizadas em tampao de fosfato 0,1
M (pH 6,5) contendo polivinilpirrolidona a 1% (PVP) e centrifugando a 15.000 rpm por

15 minutos, a 4°C.

O sobrenadante contendo o extrato de enzima foi reservado em microtubos e

armazenado em ultra freezer (-80°C).

A atividade da Catalase (CAT) foi quantificada por meio da reacdo composta de 50 pL
de amostra, 200 pL de H202 (12,5mM) e 1700 pL de tampéo fosfato Na2PO4 (50mM,
pH 7,0). As leituras foram realizadas a cada 15s durante 3 minutos, utilizando
espectrofotometro no comprimento de onda de 240 nm. Os resultados foram
expressos como pmol H202 mint mL-2proteina (IBRAHIM et al., 2015; AEBI, 1984).

Para a andlise da enzima APx (ascorbato peroxidase) foi preparada uma solugéo
contendo 2000 pL de tampéo fosfato (100 mM, pH 7,0), 200 yuL de acido ascérbico
(0,5 mM), 200 pL de H202 (0,1 mM) e 50 pL de amostra. As leituras foram realizadas
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em espectrofotdmetro a 290nm, durante 3 min, com intervalos de 15 em 15s. Para a
determinacao da atividade da enzima foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do
ascorbato de 0,0028 pmol cm™ e o resultado expresso em pumol ascorbato min* mL?
proteina (NAKANO; ASADA, 1981).

A atividade da SOD (superéxido dismutase) foi avaliada pela capacidade da enzima
em inibir a fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT). Para a determinacdo da
atividade bruta da SOD foi preparado meio de rea¢édo da enzima contendo 100 puL de
tampéao fosfato de potassio 0,1mM pH 6,5; 40 mL de metionina 13mM; 40 mL de
riboflavina 5,3 mM; 240 mL de &gua deionizada e 40 mL de NBT.

Posteriormente, em 3 tubos de ensaio foram pipetados 2 mL da solugdo mista
(composta por metionina, riboflavina e NBT) e 100 pL de tampéao fosfato pH 6.5 0.1
M. Os trés tubos foram envolvidos em papel aluminio e identificados como brancos do
escuro, nos quais foram adicionados 100 ul de amostra. Das trés medidas foi obtida
uma média para branco do escuro. Os tubos branco claro e demais tubos foram
pipetados as mesmas concentracdes citadas acima, mais 100 pl de amostra. Por fim,
os tubos foram mantidos por 10 minutos em camara de fotorreducdo (lampada
fluorescente de 15W). As leituras das amostram foram realizadas por
espectrofotometria configurado para o comprimento de onda de 600 nm.

A atividade da SOD foi calculada segundo a formula:

SOD = A amostra branco claro / (A amostra — A branco
escuro) — 1.

A = absorbancia em 600nm.

Para a quantificacdo das concentracfes de proteinas totais solUveis usou-se o kit
Quick Start TM Bradford Protein Assay da BIORAD que segue o método descrito por
Bradford (1976). Para a leitura em espectrofotometro, 100 pl de amostra foi adicionado
ao tubo de ensaio contendo 5 mL do reagente, o qual foi diluido anteriormente em
agua deionizada, na propor¢cao de 1:4. O tubo é agitado em vortex e incubado em
temperatura ambiente por 5 minutos. A leitura da absorbancia é realizada no
comprimento de onda de 595 nm. Para os pontos da curva padréao foram realizadas 5

diluicdes compreendidas na faixa de 0,2 a 0,9 mg/mL de albumina.
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4.9 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Por meio dos resultados obtidos através da densidade celular foi possivel produzir
uma curva de crescimento para cada tratamento, além de, viabilizar os calculos da

taxa de crescimento, do tempo de duplicacédo e do rendimento maximo das cepas.

A taxa de crescimento (M) e tempo médio de duplicacdo (G) foram calculadas segundo
as equacdes descritas por Fogg e Thake (1987). Os célculos das taxas de crescimento
utilizaram como base os valores compreendidos na fase exponencial do crescimento

dos tratamentos.

M= (In N2=1In Ni) (t2 —t1)

Onde:

M = velocidade especifica do crescimento
N1 e N2 = numero de células nos tempos t1 e t2

A partir do p é possivel calcular o tempo médio de duplicagéo:

G=In2/u

O rendimento maximo (R) de cada tratamento foi determinado através da equacao:

R=R1-Ro

Onde:

Ri1 = ndmero méaximo de células/mL

Ro = ndmero inicial de células/mL

4.10 TESTES ESTATISTICOS

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade, com posterior analise de variancia ANOVA seguido de teste de

Tukey. Para os dados nao paramétricos foi realizado o teste Kruskal - Wallis, ao nivel
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de ao nivel de 5 % de probabilidade. O programa utilizado para a realizacéo dos testes
foi 0 ASSISTAT verséo 7.7 beta Universidade Federal de Campina Grande, PB, Brazil
(SILVA e AZEVEDO, 2016).
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5 RESULTADOS

5.1 DENSIDADE CELULAR

Os exsudatos MCs* e MCs™ provocaram diferentes efeitos alelopéaticos na densidade
celular de Scenedesmus acuminatus. As menores concentracdes do tratamento MCs”
(0.5 pyg.Lt e 1 pg.L?Y) ndo tiveram efeito algum sobre a densidade da cepa alvo
utilizada (Figura 05 A), enquanto que as maiores concentracdes dos tratamentos
toxicos (MCs* 1 pg.L*e 5 pg.Lt) demostraram ter um efeito inibitério significativo em
relacdo ao controle a partir do 8° dia de cultivo ao nivel de 5% de significancia (figura
5 B).
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Figura 05: Densidade celular de Scenedesmus acuminatus. A: Tratamentos com o
exsudato de M. aeruginosa — MCs". B: Tratamentos com o exsudato de M. aeruginosa
— MCs*. Inicio da fase lag para o tratamento MC* 5.0 (Seta preta). Diferenca
significativa de densidade celular entre os tratamentos 1.0, 5.0 MC* em relagéo ao
controle (*) e entre os tratamentos MC-5.0 e MC* 0.5 apds o 16° de cultivo (**) p <
0,05.
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Os tratamentos (MCs~ 5.0 ug.L' e MCs* 0.5 ug.L?) apresentaram reducdo na
densidade celular de Scenedesmus acuminatus a partir do 16° de experimentacédo em
relacdo ao controle, permanecendo assim, até o ultimo dia de cultivo (Figura 05 A e
B).

Note que a fase lag (adaptacao) do tratamento MCs* 5.0 foi mais duradoura, uma vez
gue esta fase durou 4 dias (Figura 05 “seta preta”), enquanto que, os tratamentos
MCs* 0.5 e 1 apresentaram uma fase de inducédo de dois dias e MCs™ 0.5, 1 e 5 ndo

apresentaram esta fase de crescimento.

Quanto a fase exponencial de crescimento, os tratamentos MCs- 0.5, 1.0 e 5.0 ug.L?
e MCs* 0.5 ug.L* apresentaram a mesma resposta de crescimento, ja que iniciaram
esta fase a partir do 4° dia de tratamento. Entretanto os indculos expostos as
concentracées MCs* 1.0 e 5.0 ug.L* demostraram crescimento tardio, uma vez que
esta fase teve inicio somente a partir do 6° dia de cultivo. Todos as estirpes iniciaram
a fase estacionaria a parti do 16° dia e permaneceram assim, até o fim deste trabalho.

Os valores de taxa de crescimento (W), tempo de duplicacao (G) e rendimento maximo
(R) apresentaram diferencas significativas (p < 0,01) em todas as concentracfes
testadas (tabela 2).

Tabela 2 - Valores da taxa de crescimento (W), tempo de duplicacdo (G) e rendimento

maximo (R) para a cultura de Scenedesmus acuminatus submetido aos tratamentos
com microcistina (MCs*), sem microcistina (MCs’) e controle.

M G R

Controle 0,24573 a 2,97602 f 14 x10” a
MCs[0.5 pg.L] 0,23641 b 2,98762 e 12 x107 b
MCs-[1.0 pg.L?] 0,23292 ¢ 3,02503 d 11 x107 ¢
MCs[ 5.0 pg.L?] 0,23201 c 3,08868 d 10 x107d
MCs*[0.5 pg.L ] 0,22442 d 3,14330 ¢ 10 x107 d
MCs*[1.0 pg.L] 0,22053 f 3,214729 b 9x107 e
MCs*[5.0 pg.L?] 0,21561 e 3,21901 a 8 x10' f

* As médias seguidas com a mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente
entre si, em nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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O controle obteve os maiores valores de taxa de crescimento (0,24573) e rendimento
maximo (14 x107), enquanto que, os ensaios MCs* 5.0 e 1.0 yg.L* apresentaram os
menores valores para esses parametros (0,21561 e 0,22053) e (8 x10’ e 9 x107)

respectivamente.
5.2 BIOVOLUME

A variabilidade do biovolume celular é fortemente influenciado pelas condi¢cbes de
cultivo, as quais, a cepa é submetida. Os resultados deste estudo demostraram, que
houve variacéo significativa do biovolume em todos os tratamentos, nos quatros dias

de coleta (tabela 3).

Tabela 3 - Valores de biovolume (mm?3.L-1) correspondente as coletas do dia 5°, 10°,
15° e 20° em todas as unidades experimentais.

Biovolume (mm3.L-1)

Tratamentos 5° 10° 15° 20°

Controle 82,16 a 143,17a 137,18 a 163,5a
MCs™[0.5 pg.L1] 22,02 c 30,51 b 41,25 b 103,30 b
MCs-[1.0 pg.L?] 17,42 ¢ 20,39 ¢ 31,70 ¢ 32,19¢
MCs-[5.0 pg.L?] 23,05 ¢ 24,03 ¢ 22,96 ¢ 18,40 d
MCs*[0.5 pg.L?] 34,45 b 30,71 b 26,67 cd 26,43 cd
MCs*[1.0 pg.L?] 32,30 b 23,07 c 20,03 ¢ 19,25d
MCs*[5.0 pg.L] 24,03 ¢ 22,39 ¢ 22,24 ¢ 21,62d

* As meédias seguidas com a mesma letra nas colunas néo diferem estatisticamente
entre si, em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal- Wallis.

O controle, apresentou os maiores valores de biovolume do inicio ao final do

experimento, 82,16 mm3L-! e 163,5 mms.L-! respectivamente. No entanto, S.

acuminatus submetido aos tratamentos com (MCs* 0.5, 1.0 e 5.0) e sem (MCs" 5.0)

microcistina apresentou, reducédo do seu biovolume a partir do 10° dia de exposicao

ao exsudatos (Figura 06).

O estresse causado pelos tratamentos MCs* (1.0 e 5.0) e MCs" (5.0), foram mais
evidentes no ultimo dia de cultivo, uma vez que esses tratamentos apresentaram os
menores valores de biovolume (19,25, 21,2 e 18,40 mm3.L-1) em relagdo as demais

concentracOes testadas (tabela 3).
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Figura 06: Diferenga no biovolume de Scenedesmus acuminatus em diferentes
tratamentos no 10° dia de cultivo. A — Controle, B — MCs" 5,0, C — MCs™ 5,0.

5.3 ANALISE DE CLOROFILA a

Os valores de clorofila a, apresentados na figura 7, correspondem aos dias 05, 10, 15
e 20 de coleta. Houve aumento da clorofila a do 5° ao 10° dia de cultivo em todas as
unidades experimentais; sendo que, os maiores valores registrados de clorofila foram
observados no 10° dia de cultivo (27,31 e 26,40 ug.mL™?), nos tratamentos controle e

MCs 0.5 respectivamente.

A partir do 15° os valores de clorofila a na maioria dos tratamentos comegaram a
decair, 0s quais, assim permaneceram, até o Ultimo dia de coleta. S. acuminatus
submetida a concentracdo de MCs* 5.0 registrou no 20° dia de cultivo o menor valor
de clorofila a (3,43 pg.mL') em relacdo aos demais tratamentos.
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Figura 07: Conteudo de clorofila ‘a’ (ug.mL™) correspondente as coletas do dia 5°,
10°, 15° e 20° em todas as unidades experimentais.
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5.4 ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

O excesso de EROs (espécies reativas de oxigénio) podem causar inameras
respostas bioquimicas danosas ao organismo. Sendo assim, a ativacdo de
mecanismos de desintoxicacdo sdo extremamente necessarios, uma vez que 0O
excesso desses radicais livres sdo provenientes do estresse oxidativo ocasionado por
algum fator estressor ao organismo. Enzimas como, a SOD (superoxido dismutase),
APXx (ascorbato peroxidase) e CAT (catalase) agem em sincronia, neutralizando esses
radicais.

Os resultados do presente estudo demostraram que ndo houve diferenca significativa
entre 0s ensaios cultivados na presenca (MCs* 0,5; 1 e 5) ou auséncia (MCs  0,5; 1 e
5) de microcistina em relacéo ao controle, quanto & atividade das enzimas CAT e APx

em todos os dias de coleta (figura 8 [a e b]).

A atividade da enzima SOD apresentou aumento nos dias 5, 10 e 15 nos tratamentos
na presenca de toxicidade (MCs* 5; 1 e 0,5), seguido dos tratamentos sem toxicidade

(MCs 5; 1 e 0,5) respectivamente em relagcédo ao controle (figura 8 c).

Os tratamentos MCs* (5.0 e 1.0) registraram os maiores valores da atividade da SOD
(48,12 e 41,02 SOD.ml*proteina) respectivamente, a parti do 10° dia e permaneceram

assim, até o 15° dia de experimentacéo.

J& os tratamentos MCs (5.0, 1.0 e 0.5) apresentaram menor atividade desta enzima,
no 10° e 15° dia de cultivo (34,79, 34,22 e 33,52 SOD.ml*proteina), (29,95, 22,79 e
24,65 SOD.ml*proteina) respectivamente em relagdo as maiores concentragdes do
tratamento toxico. No entanto, no 20° dia de experimentacao os tratamentos MCs* 5.0

e 1.0 sofreram uma reducao na atividade desta enzima em relacéo ao controle.
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Figura 08: Atividade enziméatica do cultivo de Scenedesmus acuminatus exposta ao

exsudato de

M. aeruginosa (MCs* e MCs"). A - atividade da catalase. B - atividade

da APx. C - atividade da SOD. As médias seguidas com a mesma letra nao diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

Os exsudatos MCs* e MCs™ ndo demostraram um padrdo de resposta alelopatica no
que se refere a densidade celular de Scenedesmus acuminatus, visto que, a cepa-
alvo utilizada responde de forma heterogénea ao estresse provocado pela toxina
(Figura 05 a e b). Ou seja, os resultados demonstram que Scenedesmus acuminatus
ao ser cultivada nas maiores concentracdes de exsudato na presenca de microcistina
(MCs* 5,0 e 1,0), obteve os menores valores de densidade celular (8 x10’ e 9 x107
cel.ml?), respectivamente, em relacédo ao controle (14 x107 cel.ml) (Figura 05 b).

Babica e colaboradores (2007) em seu estudo, ao utilizar concentracdes de até 10
ug.Lt de MC-LR e MC- RR néo obteve diferencas significativas no crescimento de
varias espécies de microalgas. Ja no presente estudo, concentracdes abaixo do que
foi utilizadas por Babica, apresentaram efeitos inibitorios no crescimento de
Scenedesmus acuminatus a partir de 1.0 pg.L* de exsudato na presenca de MCs
(Figura 05 b).

Os efeitos negativos provenientes dos aleloquimicos liberados no exsudato toxico a
partir de 1.0 pg.L! sdo preocupantes, ja que a Organizacdo Mundial de Saude,
estabelece como limite maximo aceitavel para microcistina na agua destinada ao
consumo humano o valor de 1.0 yg.L%, entretanto, como podemos observar neste
trabalho, concentracbes a partir desse valor limite ja demonstra ser nociva ao

crescimento da cepa-alvo testada.

Os resultados do presente estudo, demostram que existe uma correlagéo forte entre
a reducado da densidade celular da estirpe utilizada e as concentracdes de MCs™* as
quais foram submetidas, visto que, o incremento celular de Scenedesmus acuminatus
é reduzido a medida que aumenta as concentracdes dos exsudatos na presenca de
MCs.

Wang e colaboradores (2017), observaram uma inibicdo no crescimento de
Scenedesmus quadricauda em torno de 50% em relacdo ao controle, nas maiores
concentracOes provenientes do exsudatos de M. aeruginosa produtora de MCs. Estes
resultados evidenciam que, os aleloquimicos provenientes dos exsudatos com
maiores concentracdes de microcistinas, tendem a ocasionar efeitos inibitorios no

crescimento da cepa-alvo.
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El-Sheekh, Khairy e EI-Shenody (2010), relatam respostas semelhantes ao que foi
obtido neste trabalho. Os autores testaram extratos brutos de M. aeruginosa em
quatro espécies de microalgas (Scenedesmus obliquus, Oscillatoria angutissima,
Anabaena sp. e Chlorella vulgaris) e observaram que o efeito inibitorio, proveniente
do extrato bruto de MCs, foi mais potencializado nas maiores concentragdes (25, 50,
100 e 200 ug.L?) testadas.

Os tratamentos MCs™ 0.5 e 1.0 ndo apresentaram influéncia inibitéria significativas
sobre o crescimento de Scenedesmus acuminatus (Figura 05 a). Os resultados do
presente estudo, corroboram com os de Bittencourt e colaboradores (2015 a), ao
testar extratos brutos de M. aeruginosa (MCs 5.0 e 10 ug.L?) no crescimento de
Scenedesmus acuminatus e Monoraphidium convolutum, observaram que ambos os
extratos ndo apresentaram efeito inibitorio significativo nas cepas investigadas. Ledo,
Vasconcelos e Vasconcelos (2008) relatam o mesmo padréo de resposta, uma vez
qgue, os exsudatos de Cylindrospermopsis raciborskii ndo causou nenhum efeito

alelopatico no crescimento de Ankistrodesmus falcatus.

Scenedesmus acuminatus apresentou uma reducao na densidade celular em relacéo
ao controle a partir do 16° dia de experimentacao nos tratamentos MCs" (5.0) e MCs*
(0.5) (Figura 05 a e b). A inibicdo do crescimento desta estirpe pode estar associada
a outras condi¢des da cultura como o déficit de nutrientes e o auto sombreamento
gue, somados a presenca de aleloquimicos, podem agir de forma sinergética, inibindo

0 crescimento celular.

As espécies de fitoplancton expostas a cianotoxina podem responder de forma variada
ao potencial aleloquimico ao qual estdo sendo cultivadas. Nos trabalhos de Campos
e colaboradores (2013), Pinheiro e colaboradores (2013) e Bittencourt e outros (2013),
por exemplo, foi possivel observar que espécies de fitoplancton utilizadas em todos
os trabalhos responderam de forma heterogénea quanto ao estimulo ou inibicdo do
crescimento, quando submetidas aos extratos brutos de cianotoxinas. Ou seja,
dependendo da sensibilidade do organismo-alvo utilizado, o efeito provocado pelo

aleloguimico pode ser estimulador, inibidor ou nulo ao crescimento.

Em relacdo aos efeitos das MCs* e MCs™ na fases de crescimento de Scenedesmus
acuminatus, o tratamento MCs* 5.0 foi 0 que apresentou a maior fase de adaptacéo,

uma vez que este indculo iniciou a fase log apenas no 6° dia de cultivo, contrariando
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os resultados obtidos por Mohamed (2008), que relatou resposta inibitdria inicial das
culturas Chlorella vulgaris e Scenedesmus quadriculata expostas a extratos brutos de
MC-LR durando apenas trés dias. Esses resultados evidenciam que os aleloquimicos
provenientes do exsudato MCs* 5, mesmo no inicio do tratamento, demostram ter

efeitos inibitérios no crescimento da cepa- alvo testada.

Quanto a taxa de crescimento (u), tempo de duplicacéo (G) e rendimento méaximo (R),
todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas (p < 0,01) (tabela 2). As
cepas submetidas ao controle obtiveram os maiores valores de taxa de crescimento
(0,24573), e rendimento maximo (14 x107). Os tratamentos MCs* 5.0 e 1.0
apresentaram as menores taxas de crescimento (0,21561 e 0,22053) o maior tempo
de duplicacéo (3,21901 e 3,214729) e o menor rendimento maximo (8 x10” e 9 x10’
cel.ml't) em relacéo as demais culturas testadas, demostrando que esses parametros
estdo diretamente relacionados ao estresse ocasionado pela concentracdo de
microcistina no exsudato utilizado. Ou seja, em condigcbes normais de cultura, a
densidade celular de um determinado organismo tende a aumentar com o passar dos
dias. Ao passo que, quanto maior for a concentracao de microcistina em que a célula-

alvo for submetida, menor sera seu rendimento celular (tabela 2).

Apesar dos tratamentos MCs* (1.0 e 5.0) terem demonstrado efeito potencializado na
inibicdo do crescimento de Scenedesmus acuminatus, os tratamentos MCs 5.0 e
MCs* 0.5 também demonstraram, em alguns dias de cultivo, afetar de forma negativa
o incremento celular da linhagem-alvo (Figura 05 a e b). Os resultados do presente
estudo foram similares aqueles obtidos por Bittencourt e colaboradores (2015 a); onde
ao testarem a co-cultura de M. convolutum com cepas de Microcystis aeruginosa,
produtora e ndo produtora de toxinas, registraram decréscimo no crescimento da alga

testada em 50% em ambos os tratamentos (MC* e MC)).

Tais diferencas no crescimento podem ser explicadas por possiveis interacfes
(antagonismo ou sinergismo) das microcistinas com outros compostos presentes no
exsudado como, por exemplo, os lipopolissacarideos. Além disso, alguns autores
(BABICA et al., 2007; BITTENCOURT et al., 2013; WANG et al. 2017) acreditam que
a sensibilidade das espécies-alvo testadas a um determinado aleloguimicos seja
espécie-especifico, ou seja, existem outros fatores como: a adaptacdo geneética,
condi¢bes da cultura e a ativagdo de mecanismos de enzimas de defesa do estresse

oxidativo que agem como mecanismos de protecdo ao agente estressor.
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Em relagdo ao biovolume, as culturas presentes no controle apresentaram-se
saudaveis durante todo o experimento, sendo observada uma coloracédo verde claro
no inicio do ensaio que com o passar dos dias tornou-se verde escuro em todas as

unidades experimentais.

Os resultados obtidos de biovolume foram equivalentes aos que foram registrados na
curva de crescimento, sendo que as colbnias presente no ensaio MCs* 5,0 obtiveram
0 menor resultado, seguido dos tratamentos MCs* 1.0 e MCs™ 5.0, como mostra a
tabela 3.

De forma geral, as colonias de Scenedesmus acuminatus submetidas ao exsudato
com e sem (MCs) apresentaram, no inicio do experimento, coldénias com 4 células e
um pirenoide, mais ou menos central, na maioria das células. Os ensaios toxicos MCs™*
(0.5, 1.0 e 5.0), bem como o ensaio ndo toxico MCs- (5.0) apresentavam valores

inferiores de biovolume em relagdo ao controle desde o inicio do experimento.

A partir do 10° dia de experimentacdo, os efeitos dos aleloquimicos presentes no
exsudato sobre o biovolume de Scenedesmus acuminatus, em relagcdo ao controle,
foram mais expressivos. Enquanto o controle apresentava 143,17 mm3.L-! de
biovolume, os tratamentos MCs* (0.5, 1.0 e 5.0) e MCs™ (5.0) registraram valores
médios de (30,71, 23,07, 22,39 e 24,03 mm3.L-1), respectivamente.

Estes valores foram semelhantes aos que foram obtidos por Duker e colaboradores
(2013), onde ao cultivar duas cloroficeas (Scenedesmus obliquus e Oocystis marsonii)
em cultivos mistos com M. aeruginosa, observaram que ambas as algas sofreram
reducdo significativa em seus volumes celulares em relacdo ao controle. Oocystis
marsonii, por exemplo, apresentou no controle volumes celulares inicias e finais de 7
a 100 mm3. L1, respectivamente, enquanto que na cultura mista seu volume celular

no Ultimo dia de experimento ndo passou de 14 mm3.L™,

No presente estudo, os ensaios MCs* (1.0 e 5.0) e MCs™ (5.0), apresentaram 0s
menores valores de biovolume (18,40, 19,25 e 21,2 mm3.L-1), respectivamente, no
altimo dia de coleta (tabela 3). Sendo assim, o0 que se pode inferir a partir desses
resultados € que o biovolume, assim como a densidade celular, foi fortemente

influenciado pelos aleloguimicos presentes no exsudato de Microcystis aeruginosa.

Quanto ao teor de clorofila @’, todos os tratamentos apresentaram aumento nas

concentracdes desse pigmento do 5° ao 10° de cultivo. Entretanto, a partir do 15° dia,
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os valores de clorofila ‘a’ na maioria dos tratamentos decairam, permanecendo assim,

até o ultimo dia de coleta.

O declinio no teor de clorofila € dependente do aumento das concentracdes nas quais
as cepas-alvo foram expostas. S. acuminatus, por exemplo, reduziu expressivamente
seu teor de clorofila apds 15 dias de exposicdo ao exsudato toxico (MCs* 5.0),
chegando a atingir valores médios de 3,93 ug.mL no ultimo dia de cultivo (Figura 07).

Os resultados registrados neste experimento, foram semelhantes aqueles registrados
por Chia e colaboradores (2015), que ao testar concentracdes de 6.25, 12.50, 25 e 50
ug.Lt de anatoxina ‘a’ purificada (ATX) em M. aeruginosa, observaram que o teor de
clorofila ‘a’ da referida alga, reduziu de forma dependente da concentracdo, ou seja,
o declinio na concentracéo de clorofila ‘a’ foi maior nas estirpes expostas a elevadas

concentracdes de ATX.

A fitotoxicidade das MCs* nos teores de clorofila a’, também foram registrados em
outros organismos fotoautotréficos aquaticos. As macrofitas aquaticas Potamogeton
malaianus e Potamogeton crispus demostraram uma diminui¢cdo no teor de clorofila
‘a’ apoOs serem submetidas aos exsudatos toxicos de Microcystis aeruginosa (ZHENG
et al., 2013; XU et al., 2016).

O declinio da concentracédo de clorofila a’ pode acarretar uma série de prejuizos a
cepa-alvo, afetando principalmente a fotossintese e, possivelmente, as reacdes de
fixag&o de carbono. O aumento no teor de clorofila ‘a’no 5° e 10° dia de cultivo, pode
estar relacionado a ativacdo do complexo de defesa das enzimas antioxidantes que
atuam inibindo o excesso de EROs provenientes do estresse oxidativo ocasionado
pela exposicado da cepa-alvo aos exsudatos. No entanto, a reducédo da clorofila a’no
altimo dia de experimento, indica que a atividade de resposta dessas enzimas
comecou a decair, mostrando que provavelmente houve um dano no aparelho

fotossintético desses individuos.

Kummerova e outros (2006) e Vanova e colaboradores (2009) relatam que os
aleloquimicos provenientes de cianobactérias demostram em varios estudos a inibi¢cao
do PSII e PSI através do bloqueio de elétrons. Sendo assim, € possivel inferir que o
comprometimento no teor de clorofila @’, esta associado ao aumento dos niveis de
H202 dentro das células que resultam na inibicdo de uma série de enzimas
fotossintéticas, como frutose bisfosfatase, ribulose fosfato quinase e ribulose

45



bisfosfato carboxilase (Rubisco), o que provoca reducéo significativa em todo o
processo fotossintético (DUMMERMUTH et al., 2003; MIKULA et al., 2012).

Das enzimas analisadas, CAT e APX ndo apresentaram um aumento significativo em
sua atividade entre os ensaios cultivados na presenca (MCs* 0.5, 1.0 e 5.0) ou
auséncia (MCs" 0.5; 1.0 e 5.0) de microcistina em relagdo ao controle (Figura 08 a e
b).

Enquanto que a SOD registrou aumento da sua atividade em todos 0s ensaios em
contato com o exsudato na presenca ou auséncia de MCs a partir do 5° dia de
experimentacédo (Figura 08 c). Entdo, o aumento na produgéo de EROs nos ensaios
de S. acuminatus provenientes dos aleloquimicos presentes nos exsudatos
desencadeou a ativacdo do complexo antioxidante. O aumento mais significativo da
atividade desta enzima, foi registrado nos dias 10° e 15° nos tratamentos toxicos MCs™*
5, 1 e 0,5, respectivamente (Figura 08 c). Tais resultados estdo de acordo com 0s
obtidos por Chia e colaboradores (2015), que ao expor M. aeruginosa durante 120h a
cianotoxina ATX, registrou aumento da atividade da SOD nos tratamentos que

apresentavam as maiores concentracdes de toxina.

O aumento significativo da atividade da SOD nos tratamentos em contato com o
exsudato, em relacdo ao controle, pode esta relacionado ao fato desta enzima estar
presente nos cloroplastos e mitocondrias, sendo portanto, ativada primeiro na linha de
defesa contra o estresse oxidativo (MALLICK; MOHN, 2000; ALSCHER et al., 2002).
A alta atividade SOD observada em resposta a exposicdo as MCs implicou em uma
producdo aumentada do radical superéxido. Isso ocorre porque SOD atua catalisando
a transformacao do superoxido em peréxido de hidrogénio, protegendo as células dos
efeitos toxicos desses radicais (ALSCHER et al., 2002).

A resposta antioxidante observada nas cepas de Scenedesmus acuminatus, apés a
exposicao as MCs, pode explicar como a referida alga foi capaz de suportar o efeito

da toxina em alguns dias de cultivo.

No entanto, no 20° dia de experimentacao os tratamentos MCs* 5.0 e 1.0 sofreram
uma reducao na atividade desta enzima em relagdo ao controle, esses resultados
evidenciam que provavelmente houve um aumento do estresse oxidativo de modo que

esta enzima ndo conseguiu mais conter os danos causados.
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7 CONCLUSOES

Com base nas respostas fisioldégicas de Scenedesmus acuminatus, submetidos aos
exsudatos MCs* e MCs, conclui-se que 0s ensaios expostos as menores
concentracées de MCs (0.5 e 1.0 yg.L?) ndo promoveram nenhum efeito inibit6rio no
crescimento de S. acuminatus. No entanto, as maiores concentracfes dos exsudatos
MCs* (5.0 e 1.0 pg.L?) utilizadas, acarretaram reducdes expressivas no crescimento

da referida alga.

S. acuminatus demonstrou maior sensibilidade nas maiores concentragbes dos
exsudatos toxicos MCs* (5.0 e 1.0 pyg.Lt) quanto ao biovolume e teor de clorofila ‘a’.
Porém, o exsudato ndo téxico, em sua maior concentracéo, MCs™ (5.0 ug.L?), também
mostrou exercer potencial alelopatico no biovolume da cepa testada, refutando assim,
a hipdtese deste estudo, visto que, os tratamentos MCs* 1.0 e MCs™ 5.0 demostram

efeitos inibitérios no crescimento, biovolume e teor de clorofila ‘a’ da cepa-alvo.

Além disso, foi possivel verificar um aumento da atividade da enzima SOD em todos
os tratamentos. A ativacdo de mecanismos de desintoxicacdo observados nas cepas
de Scenedesmus acuminatus, ap0s a exposicdo as MCs, pode explicar os
mecanismos através dos quais essa alga foi capaz de suportar o efeito da toxina, em
alguns dias de cultivo.

Os resultados obtidos neste estudo sao preocupantes, principalmente no que se refere
a fitotoxicidade das MCs em relacéo ao organismo teste, uma vez que 1.0 ug.L?, valor
maximo aceitavel de microcistina na agua destinada ao consumo humano, ja

apresenta efeitos nocivos ao crescimento da cepa-alvo testada.

Sendo assim, este estudo propde que mais estudos sejam realizados a fim de
entender o potencial alelopatico desses metabdlicos, visto que, as respostas
bioquimicas desencadeada por esses aleloquimicos pode mudar de acordo com a

espécie cultivada, condic¢des de cultivo e quantidade de toxina disponivel.
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