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RESUMO

VARGAS, S.R. Influéncia da concentracdo de nutrientes na interacdo entre duas espécies
fitoplancténicas isoladas do Reservatorio de Itupararanga, SP. 2012. 148 f. Dissertagdo
(Mestrado) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2012.

O Reservatorio de Itupararanga, no interior do estado de Sao Paulo, tem como principal finalidade
geracdo de energia elétrica e o abastecimento publico, além de area de lazer e pesca. O crescimento
urbano e agricola em torno do corpo hidrico tem alterado a qualidade da agua favorecendo a
proliferagdo de cianobactérias. Estudos preliminares da comunidade fitoplanctonica demonstraram a
dominancia da cianoficea Cylindrospermopsis raciborskii e da cloroficea Monoraphidium contortum.
Com o objetivo de investigar o nivel tréfico do reservatorio e sua influéncia na dominéncia destas
espécies, foram realizados ensaios de interacdo entre estes microrganismos sob diferentes
concentracdes de fosforo, simulando o reservatorio em trés diferentes niveis troficos: oligotrofico,
mesotrofico e supereutrofico. Também foi determinada a producdo de saxitoxina pela cianobactéria.
No ambiente oligotrofico a C. raciborskii apresentou diminui¢do do volume celular, aumento da
producado de saxitoxina e senescéncia em interacdo com o M. contortum. Nos ambientes mesotrofico e
supereutrofico, a cianobactéria ndo apresentou diferengas no crescimento e na producdo de saxitoxina,
comparado ao seu controle, quando em interagdo com a cloroficea. O mesmo nao foi observado para
M. contortum nestes dois niveis de trofia, pois teve seu crescimento prejudicado nas interagcdes com C.
raciborskii. As velocidades especificas de crescimento de M. contortum foram crescentes conforme o
aumento da trofia, e as da C. raciborskii decrescentes. As concentragdes de clorofila-a também foram
crescentes conforme o aumento de trofia, ¢ diminuiram no final dos experimentos. O consumo de
ortofosfato foi semelhante na simulacdo dos trés ambientes e o consumo do nitrato, foi maior quanto
mais elevado o nivel trofico. A partir dos resultados, foram feitas previsdes das espécies
fitoplanctonicas dominantes regidas pelo nivel troéfico do reservatorio, que contribuirdo nas medidas
de conservagao e manejo deste ecossistema aquatico.

Palavras-chave: Cianobactéria. Cloroficea. Saxitoxina. Competicdo por recurso limitado. Niveis
troficos.






ABSTRACT

VARGAS, S.R. Influence of nutrient concentration in the interaction between two
phytoplankton species isolated from the Reservoir ltupararanga, SP. 2012. 148 f.
Master’s Degree Dissertation - Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade de Sao
Paulo, Sao Carlos, 2012.

The Reservoir Itupararanga within the state of Sdo Paulo, whose main purpose is public
supply, besides electricity generation, and recreational areas and fishing. The urban growth
and agriculture around the water body has changed its quality, favoring the growth of
cyanobacteria. Preliminary studies of phytoplankton showed a dominance of cyanophyceae
Cylindrospermopsis raciborskii and cloroficea Monoraphidium contortum. In order to
investigate the trophic level of the reservoir and its influence on the dominance of these
species, tests of the interaction between these microorganisms under different phosphorus
concentrations were performed, simulating the reservoir in three different trophic levels:
oligotrophic, mesotrophic and supereutrophic. The production of saxitoxin by the
cyanobacteria was also defined. In the oligotrophic C. raciborskii showed a decrease of cell
volume, increased production of saxitoxin and senescence in interaction with M. contortum.
In mesotrophic and supereutrofic environments, the cyanobacteria did not show differences in
growth and production of saxitoxin, compared to their control when interacting with the
chlorophycea. The same was not observed for M. contortum in these two trophic levels, as its
growth was affected by the interactions with C. raciborskii. The specific growth rates of M.
contortum were growing with increasing trophic, and those of C. raciborskii decreasing. The
chlorophyll-a concentrations were also growing with increasing trophic, and decreased at the
end of the experiments. The orthophosphate consumption was similar in the three simulation
environments and consumption of nitrate was greater the higher the trophic level. From the
results, were made estimates of the dominant phytoplankton species was governed by the
trophic level of the reservoir, which will help in the conservation and management of this
aquatic ecosystem.

Keywords: Cyanobacteria. Cloroficea. Saxitoxin. Competition for limited resource. Trophic
levels.
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1. INTRODUCAO

O Reservatoério de Itupararanga ¢ de grande interesse ecoldgico e econdomico no estado
de Sio Paulo por estar inserido em uma Area de Protecdo Ambiental (APA Itupararanga) e ser
manancial de abastecimento de 4gua para cidades da regido. Os diversos usos da agua deste
corpo hidrico, aliados a crescente urbanizacdo, conseqiiente despejo irregular de efluentes
domésticos e praticas de agricultura em torno do reservatorio, tem diminuido a qualidade da
agua, podendo caracteriza-lo como mesotrofico.

Como principal conseqiiéncia das acdes antrdpicas, observa-se o aumento da
concentragdo de nutrientes na dgua do reservatorio, principalmente de nitrogénio e fosforo,
que tem impacto na proliferacdo de microrganismos, principalmente cianobactérias, como
constatado em [tupararanga, aumentando entdo, a sua biomassa.

Esses nutrientes, que por um lado contribuem para a proliferacio de alguns
organismos fitoplanctonicos, também podem limitar o crescimento de outros em fungdo de
suas concentracoes na agua. As concentragdes de nutrientes € a relacdo entre nitrogénio e
fosforo podem determinar a composicdo da comunidade fitoplanctonica e controlar a
biomassa destes organismos nos ecossistemas aquaticos, assim como interferir na competi¢ao
entre eles.

A comunidade fitoplanctonica e as alteragdes desta comunidade podem ser
influenciadas também por outras condi¢cdes do ambiente, como fatores de luminosidade, nivel
trofico, temperatura, pH, entre outros, os quais, quando favordveis a uma espécie, permitem
seu melhor desenvolvimento. Portanto, a competicao entre diferentes espécies ocorre quando
as condicdes ambientais impdem fatores limitantes, que podem favorecer ou prejudicar
determinada espécie e permitir o seu prevalecimento ou exclusdo da comunidade.

O dominio da cianobactéria Cylindrospermopsis racisborkii no Reservatorio de
[tupararanga, em alguns periodos, ainda ndo foi justificado. Para outros ambientes, ha
evidéncias na literautura de que o sucesso competitivo desta espécie ¢ devido a capacidade de
migracdo na coluna da 4gua, tolerancia a baixa luminosidade, resisténcia a herbivoria pelo
zooplancton, fixacdo do nitrogénio atmosférico, capacidade de armazenamento de fosforo,

entre outros.
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A presenca desta cianobactéria nos reservatorios ¢ preocupante por ser uma espécie
potencialmente toéxica, habil a producdo de cilindrospermopsina e saxitoxina, o que se
constitui grave problema de saude publica, pois o Reservatorio de Itupararanga ¢é utilizado
para o abastecimento publico.

Além da referida espécie, ha abundancia da cloroficea Monoraphidium contortum que,
por ser de grupo diferente da cianobactéria C. raciborskii, desperta o interesse pela
investigacdo dos fatores que estariam conduzindo a competi¢do entre tais espécies, bem como
a sintese de toxinas pela cianobactéria.

Para esclarecer estas questdes foram realizados experimentos a fim de investigar a
influéncia da concentracdo de fosforo, nitrogénio e micronutrientes no desenvolvimento das
espécies, em monoculturas ¢ em interagdo. Para adquirir resultados mais proéximos ao
ambiente estudado nesta pesquisa, C. raciborskii e M. contortum foram obtidas a partir do
isolamento e cultivo destes organismos do proprio Reservatorio de Itupararanga.

As concentragdes de nutrientes estabelecidas simularam diferentes cenarios para este
ecossistema aquatico em fungdo dos seus niveis de trofia: oligotréfico, mesotrofico e
supereutrofico. Dessa forma, foi possivel analisar, comparar e descrever as respostas de C.

raciborskii e de M. contortum em limitac¢do de recursos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa foi analisar o efeito da modificacdo das concentragdes de
fosforo e conseqiiente alteracdo da razdo N:P, em ensaios de interacdo entre
Cylindrospermopsis raciborskii ¢ Monoraphidium contortum, simulando o Reservatério de
[tupararanga em trés diferentes niveis troficos, com o intuito de:

- caracterizar o crescimento das espécies sob variadas condi¢des nutricionais;

- verificar o efeito da interacdo nos parametros de crescimento dos microrganismos € na
produgdo de saxitoxina pela C. raciborskii;

- determinar a vantagem competitiva das espécies em ambiente oligotréfico, mesotrédfico e

supereutrofico através de simulagdes laboratoriais.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O Reservatorio de Itupararanga

Reservatorios sdo sistemas aquaticos artificiais com diversas fun¢des quanto ao uso,
como navegacdo, abastecimento doméstico e industrial, irrigacdo, aqiiicultura, recreacdo e
lazer, harmonia paisagistica e geragao de energia elétrica (VON SPERLING, 1996).

Entre os reservatorios do Estado de Sdo Paulo de grande relevancia encontra-se o
Reservatorio de Itupararanga, em cujo entorno hé presenca de fragmentos florestais em bom
estado de conservagdo e diversas nascentes e corpos hidricos que abastecem o reservatorio,
que ¢ responsavel pelo abastecimento do municipio de Sorocaba e regido (BEU et al., 2011).

Com o objetivo de proteger os recursos hidricos, bem como a diversidade biologica e
o ordenamento da ocupagdo na regido, foi criada a Area de Prote¢io Ambiental (APA) de
Itupararanga pela Lei Estadual n°. 10.100 (SAO PAULO, 1998).

A bacia do Reservatorio de Itupararanga vem sofrendo degradagdo ambiental devido a
especulagdo imobilidria, com avanco de ocupacao por loteamentos e chacaras, que reduzem a
cobertura vegetal e aumentam a producdo de efluentes domésticos, além das atividades
agricolas que predominam na regido, por ser uma das principais da economia (BEU et al.,
2011).

Segundo CETESB (2010), o Reservatorio de Itupararanga oferece 6tima qualidade de
agua ao abastecimento publico, embora ja comece a apresentar problemas com seu estado
troéfico, com dados que o classificam como mesotrofico e, em alguns pontos no més de julho,
como eutréfico, o que requer urgéncia de pesquisas no local, dada a importancia deste

manancial a regido e a Bacia Hidrogréafica do Sorocaba e Médio Tieté.
3.2.  Nutrientes e Comunidade Fitoplanctonica
Como observado no Reservatorio de Itupararanga e em diversos outros corpos

hidricos, a alteragdo da qualidade da 4gua pode ser proveniente, principalmente, da

interferéncia do homem, devido a forma como o solo ¢ usado e ocupado e as consequéncias
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ocasionadas aos ecossistemas aquaticos, como o aumento da concentracdo de nutrientes e
impurezas nas dguas (BRAGA et al., 2005; VON SPERLING, 1996).

Calijuri et al. (2006) afirmaram que a elevacdo de nutrientes essenciais para a
comunidade fitoplanctonica, como fosforo, nitrogénio, carbono e ferro, pode contribuir para o
processo de eutrofizacdo do corpo hidrico. As principais consequéncias a mudanca da
qualidade da agua, sdo aumento da biomassa do fitoplancton e das macrofitas aquaticas,
diminui¢ao da concentragdo de oxigénio dissolvido e da transparéncia da agua, mortandade de
peixes, floragdes de cianobactérias, entre outros.

O fosforo diretamente disponivel para o metabolismo dos organismos, sem
necessidade de conversdes a formas mais simples, ¢ o ortofosfato, que pode ter origem da
dissolugdo de compostos do solo, da decomposicdo da matéria organica, de despejos de
esgotos industriais e urbanos, detergentes, excrementos de animais e fertilizantes. E um
elemento indispensavel para o crescimento do fitoplancton, mas quando em excesso contribui
para a eutrofizagdo (VON SPERLING, 1996).

Segundo Wetzel (1993), o desenvolvimento do fitoplancton, tanto em ambiente natural
quanto em culturas, depende da quantidade de fésforo que ha disponivel. Varios estudos
foram realizados com algas de agua doce para verificar a tolerancia a este nutriente, e
verificou-se que o fitoplancton pode se desenvolver em uma gama de tolerdncia abaixo ou
acima de 20 pg.L"' de PO,”, dependendo da espécie.

O ciclo do fosforo ¢ lento e ocorre por meio da erosdo da litosfera, a qual € a principal
reserva deste nutriente, ocorrendo a liberagdo na forma de fosfatos que serdo consumidos
pelos produtores e direcionados para a hidrosfera, onde serdo assimilados pelo fitoplancton
(Figura 1) (BRAGA et. al., 2005). Hoje, ressalta-se a grande contribui¢ao de fosforo aos

sistemas hidricos através de fertilizantes, detergentes e areas de mineragao.



31

ROCHAS
Solo Agua

/ Animais
Erosao

Vegetais 7/
2 Excregao, Animais

> L.
0ssos e dentes Algas Aquéticos

| Decompositores | \
v
v Fosfato Dissolvido \ Excrecio ¢
Bactérias Decomposigio
(decompositores)

fosfatizantes

v
Sintese de -

Figura 1: Ciclo do Fosforo (modificado de BRAGA et al., 2005; ODUM, 1988)

As fontes de nitrogénio nos corpos hidricos sdo diversas, sendo as principais os
esgotos urbanos e industriais, excrementos animais, fertilizantes, e compostos bioldgicos de
origem natural. Assim como o fosforo, o nitrogénio ¢ indispensavel para o crescimento das
algas e, quando em excesso, também contribui para o crescimento destes organismos (PIVELI
& KATO, 2006; VON SPERLING, 1996).

Segundo Braga et al. (2005), a principal forma do nitrogénio para consumo pelos
produtores e assimilagdo pelo fitoplancton ¢ o nitrato, NO;s, que pode ter origem da
decomposicao da matéria organica ou ainda por acao das bactérias nitrificantes.

O ciclo do nitrogénio pode ser observado na Figura 2, no qual ocorre a fixagdo de
nitrogénio atmosférico por bactérias e cianobactérias; amonificacdo; nitrificacdo,
correspondente a conversdao do nitrogénio molecular fixado a nitrito e a nitrato, por bactérias
aerdbias; e desnitrificagdo, por bactérias anaerdbias (BRAGA et al., 2005; PIVELI & KATO,
2006).
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Figura 2: Ciclo do Nitrogénio (modificado de BRAGA et al., 2005; ODUM, 1988)

Em relacdo ao carbono, a maior parte de sua ocorréncia na agua doce esta sob a forma
de produtos de equilibrio do 4acido carbdonico, H,COs. O fitoplancton precisa de uma fonte de
carbono de disponibilidade imediata e abundante na dgua para manter o seu desenvolvimento,
pois o carbono inorganico ¢ um dos principais nutrientes do metabolismo fotossintético destes
organismos (WETZEL, 1993).

Além dos macronutrientes citados, os organismos fitoplanctonicos necessitam de
oligonutrientes (CALIJURI et al., 2006) ou, chamados também, de micronutrientes, para a sua
nutricdo, que correspondem ao ferro, manganés, zinco, cobre, boro, cobalto, molibdénio,
silicio, cloro e vanadio. Os ciclos desses elementos, em sua maioria, sao regulados por
alteracdes em seus estados de oxidagdo-reducdo, que sdo dirigidos pelos metabolismos
fotossintético ¢ bacteriano (WETZEL, 1993).

Para avaliar a qualidade da 4gua em relagdo ao enriquecimento por nutrientes, bem
como o seu efeito sobre o crescimento excessivo de algas, foi elaborado o Indice de Estado
Trofico (IET), que classifica os corpos de 4gua em diferentes graus de trofia. Varios trabalhos
foram desenvolvidos estabelecendo diferentes valores limites de fosforo, clorofila-a e disco
de secchhi dentro de cada classificagio (LAMPARELLI, 2004).

No geral, os graus de trofia e suas caracteristicas sao: oligotrofico, quando o ambiente

¢ constituido por 4guas claras, com baixa concentracdo de nutrientes e produtividade;
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mesotrofico, quando o ambiente possui caracteristicas intermediarias entre oligotréfico e
eutrofico; e eutrofico, quando o ambiente tem elevada produtividade e alta concentragdo de
nutrientes (BRAGA et al., 2005; VON SPERLING, 1996).

O calculo mais atual do IET foi proposto por Lamparelli (2004), modificado a partir
de Carlson (1977), no qual € considerado apenas as concentragdes de fosforo total e clorofila-
a, para classificar os corpos hidricos em ultraoligotréfico, oligotrofico, mesotréfico, eutrdfico,
supereutrofico e hipereutréfico.

Portanto, de acordo com o que foi relatado e diante do atual contexto mundial de
escassez € degradagdo da qualidade da 4gua, devido, principalmente, ao acelerado
crescimento demografico, aumento da demanda por dgua potavel e impactos gerados pelas
atividades antropicas, vé-se a importincia da gestdo integrada dos recursos hidricos
(CALIJURI et al., 2010).

Dentre as medidas necessdrias para o gerenciamento dos recursos hidricos no Brasil,
destaca-se o monitoramento ambiental a partir de normas e leis, como a Resolugio CONAMA
357/05 (BRASIL, 2005) que estabelece os padroes de qualidade dos corpos de agua e os
padroes de emissdo de langamento de efluentes, através de limites para a concentragdo de
alguns parametros, como os nutrientes; ¢ a Portaria MS n°. 2914 do Ministério da Saude
(BRASIL, 2011), a qual estabelece procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da
agua destinada ao abastecimento publico.

Entre as comunidades biologicas que sdo afetadas pelo grau de trofia, uma das mais
importantes ¢ a fitoplanctonica, pois esta ¢ a base da cadeia alimentar nos ecossistemas
aquaticos (CALIJURI et al,, 2006). O fitoplancton ¢ constituido por microalgas e
cianobactérias nos ecossistemas aquaticos com poder limitado de locomocao. Devido a isso,
sua distribui¢do ocorre principalmente a partir do movimento de turbuléncia da agua. Sao
seres unicelulares, isolados ou coloniais, com enorme variedade de formas e reproducao
sexual e assexual (TORTORA et al., 2003; WETZEL, 1993).

Os mais abundantes e diversos organismos do fitoplancton sdo algas das classes das
diatomaceas, euglenofitas, e clorofitas, somados as cianobactérias (TORTORA et al., 2003).
Devido a diferentes modos de vida, estes organismos respondem de modo distinto a luz,
temperatura e regime de nutrientes (WETZEL, 1993), podendo ocorrer numa enorme
variedade de ambientes situados praticamente em todas as longitudes, latitudes e altitudes do

globo (BICUDO, 2006).
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Mesmo com diversos modos de vida, propriedades fisioldgicas proprias e com
diferentes tolerancias aos fatores abidticos, hd a coexisténcia de varias espécies de
fitoplancton em ecossistemas aquaticos. Em determinadas situacdes, espécies de uma
comunidade tornam-se dominantes e outras se tornam raras, como por exemplo, quando
fatores combinados ao 6timo para determinada espécie, favorecem-na, contribuindo com o
seu desenvolvimento e produtividade maximos (WETZEL, 1993).

A regulagdo do desenvolvimento e a alteracdo da estrutura da comunidade
fitoplanctonica sdo resultantes de interacdes de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, como
luz, temperatura, concentracdo dos nutrientes inorganicos € dos micronutrientes organicos,
competicao pelos recursos, predagdo e parasitismo por outros individuos. Mas a competi¢ao
entre uma espécie e outra ¢ relativa, uma vez que as condig¢des fisicas e bioticas podem ser
alteradas no ambiente e modificar o desenvolvimento das espécies (CALIJURI et al., 2006;
WETZEL, 1993).

Segundo Calijuri et al. (2006), a mudanca desta comunidade em reservatdrios deve-se
a hidrodindmica diferenciada em fun¢do da localizagdo, a principal finalidade do sistema,
morfometria, ciclo hidroldgico, que determinam os diferentes tempos de residéncia da agua, a
ciclagem de materiais e a perda de biomassa.

Entre os fatores abidticos, a concentragdo dos nutrientes e sua estequiometria sao um
dos principais fatores que alteram a produgdo fotossintética e influenciam de forma direta na
densidade, biomassa e composi¢do desta comunidade de acordo com a sua disponibilidade
(CALIJURI et al., 2006; KENESI et al., 2009), influenciando na competi¢ao entre esses
organismos.

Em grande parte dos sistemas aquaticos tropicais, o crescimento das algas ¢ regulado
pela disponibilidade do fosforo, o qual, em determinadas situagdes, pode ser o fator limitante
(KENESI et al., 2009). Fosforo e nitrogénio influem de forma direta na constituicdo
estrutural das células fitoplanctonicas e, portanto, podem interferir no seu desenvolvimento
(TAVARES & ROCHA, 2003).

Fator limitante, segundo Odum (1988), ¢ o material essencial para o desenvolvimento
de um organismo estar disponivel em quantidades que se aproximam da necessidade minima.
Este conceito ¢ também conhecido como a Lei do minimo de Liebig. Von Sperling (1996)
explica que um nutriente ¢ limitante para uma dada populagdo quando um nutriente essencial

para ela limita o seu crescimento.
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Segundo Wetzel (1993), o fosforo ¢ o componente nutricional e estrutural menos
abundante na natureza se comparado a outros, por isso ¢ o elemento que por mais vezes pode
limitar a produtividade biolédgica.

Tratando-se da competicdo por recurso limitado, ¢ uma interagdo entre duas ou mais
espécies que se sobrepdem em um determinado ecossistema, em que o crescimento e
sobrevivéncia delas sdo afetados, causando diminuicdo na taxa reprodutiva, estresse
fisioloégico e até mesmo a morte de determinada espécie. Além disso, a competicdo pode
provocar adaptacdes seletivas nas espécies para facilitar a coexisténcia delas em determinado
local com recurso limitado, como por exemplo, em sistemas abertos, onde a probabilidade de
coexisténcia ¢ maior (ODUM, 1988; WETZEL, 1993). Segundo Sommer (1988), a partir de
pesquisa experimental e tedrica, afirma que, mesmo em competi¢do, as espécies sao capazes
de coexistir.

A exclusdo competitiva e mais intensa tem ocorréncia mais provavel em sistemas onde
a imigrac¢do e emigrac¢ao de espécies sdo reduzidas ou ausentes. Exemplo deste fato ocorre em
culturas laboratoriais, ilhas, ou situagdes naturais que existam barreiras substanciais a entradas
e saidas. A completa exclusdo competitiva raramente ocorre em ecossistemas naturais, sendo
mais provavel, a coexisténcia de espécies (ODUM, 1988; HUSTON, 1979).

Para verificar se em um lago o crescimento do fitoplancton estd sendo limitado por
fosforo ou nitrogénio, Thomann e Mueller (1987) sugeriram o critério da relagdo de
nitrogénio e fosforo (N:P), a qual, quando for maior que 10 a limitagdo ocorre por fésforo, e
quando menor € o nitrogénio que atua como fator limitante.

Em pesquisa realizada por Lee e Jones-Lee (1998), os fatores limitantes para o
crescimento de algas em reservatérios foram discutidos. Quando a relacdo da concentragdo de
nitrogénio inorgdnico (amodnia e nitrato) com ortofosfato for superior a 7,5:1, o ambiente ¢é
limitado por fosforo. Mas relatam também que devem ser consideradas as concentragdes
desses elementos na 4gua: concentragdes abaixo de 2 pg.L” de ortofosfato e 15 pg.L” de
nitrogénio sao consideradas limitantes.

Portanto, os fatores limitantes ambientais sdo variaveis importantes que determinam e
condicionam o crescimento do fitoplancton e, por isso, sdo considerados fatores seletivos na
ecologia destes organismos (REYNOLDS, 1984), fato que implica na necessidade de estudos
sobre condicdes que favorecem o desenvolvimento de determinadas espécies em um corpo

hidrico.
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Em um lago da China, foi realizada pesquisa em laboratério da interagdo entre
Microcystis aeruginosa (cianobactéria) ¢ Scenedesmus quadricauda (cloroficea) sob trés
diferentes relagdoes de N:P. Como resultado, foi observado que as duas espécies em culturas
puras foram favorecidas com altos niveis de fosforo e nitrogénio, mas quando em cultura
mista, a menor relagdo de N:P favoreceu o crescimento da M. aeruginosa, enquanto que a
maior beneficiou a S. quadricauda (ZHU et al., 2010).

Vuorio et al. (2005) estudaram o impacto do enriquecimento com nutrientes em
comunidade fitoplanctonica do Mar Baltico, com relagdo N:P de 1:1 e 7:1. Na segunda
relacdo, a producdo primdria e a biomassa foram superiores a primeira, principalmente da
cloroficea Monoraphidium contortum. O enriquecimento com nutrientes nio teve efeito
significativo na biomassa total de cianobactérias fixadoras de nitrogénio e nenhum efeito
sobre a toxicidade deste grupo de organismos.

Contudo, nem sempre o desenvolvimento da comunidade fitoplanctonica requer a
relacdo comum N:P de 16:1, como descrito por Redfield (1958), pois cada espécie possui sua
exigéncia nutricional e seus fatores fisiologicos proprios, como cinética de absor¢do de
nutrientes, assimilagdo e capacidade de armazenamento do nutriente (TILMAN et al., 1982).

Um exemplo ¢ o que ocorre com as cianobactérias fixadoras de nitrogénio, em que o
fosforo ¢ o principal fator limitante para seu crescimento, e este crescimento ¢ favorecido por
baixa relacdo N:P (SMITH, 1983; STAL et al., 2003).

Diversas pesquisas de interagdes entre organismos fitoplanctonicos foram
desenvolvidas almejando o entendimento da competicao por uso de recursos. Rodrigo et al.
(2009) estudou as caracteristicas de crescimento de oito espécies fitoplanctonicas em culturas
simulando ambiente oligotréfico e eutrdfico, e observou que as cloroficeas apresentam melhor
crescimento no ambiente eutréfico, enquanto as cianobactérias no oligotréfico. Hyenstrand et
al. (2000) pesquisaram a competi¢do entre cloroficea e cianobactéria em diferentes formas de
fornecimento de nitrogénio inorganico. Através desta, verificou que o nitrogénio inorganico
fornecido em pequenos pulsos e em alta frequéncia favorecem a cianobactéria Synecoccus ssp
e grandes pulsos com baixa frequéncia a cloroficea Scenedesmus ssp., apresentando melhores
desempenhos com o fornecimento de amodnia e nitrato, respectivamente. Kim et al. (2007),
analisaram o efeito da limitacdo de nutrientes e da relagdo N:P no crescimento do fitoplancton
e afirmaram que as cianobactérias sdo favorecidas com a adi¢do de fosforo nas culturas e a
baixa relacdo N:P.

Interagdes entre cianobactérias foram realizadas por De Nobel et al. (1997) a partir de

ensaios de competi¢do por fosforo entre duas cianobactérias fixadoras de nitrogénio, e Santos
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(2009), que estudou a interagdo entre duas cianobactérias e as implicagdes em seus
crescimentos, bem como a producdo de toxinas.

Além destes estudos, ha outros que demonstram a influéncia da limitacdo por foésforo
no crescimento, na eficiéncia fotossintética e na morfologia da cianobactéria
Cylindrospermopsis raciborskii, como por exemplo, os desenvolvidos por Ferreira (2007) e
Kenesi et al. (2009).

3.3. Caracterizacdo das espécies utilizadas nesta pesquisa

Cylindrospermopsis raciborskii (Figura 3) ¢ uma cianobactéria que, segundo Bicudo e
Menezes (2006), se apresenta como talo filamentoso e microscopico, denominados tricomas,
que sdo isolados e podem se apresentar de forma reta, espiral, sigmoide e curva, sem a
presenca de bainha mucilaginosa. As células sdo cilindricas e os heterocistos sdo sempre
terminais e solitarios, responsaveis pela fixacdo do nitrogénio atmosférico. O acineto ¢ a
célula de resisténcia da espécie, por sua vez, sdo elipticos, oblongos ou cilindricos,
dependendo da espécie, e ocorrem de forma isolada. A reproducdo ocorre a partir da
fragmentacao do tricoma ou, também, pela germinacao do acineto.

O grupo das cianobactérias, conforme Reynolds (1988) ¢ classificado como espécies
S-estrategistas (“stress” tolerantes), que se caracterizam por serem organismos grandes, com
baixas atividade metabolica, taxa de crescimento ¢ relacdo area/volume, além de serem
espécies capazes de sobreviver em ambientes com baixa concentracao de nutrientes.

Segundo Saker et al. (2003), C. raciborskii tem se tornado cada vez mais
predominante nas dguas doces do mundo, fato preocupante na perspectiva de qualidade da
agua, por se tratar de uma espécie habil a producdo das toxinas cilindrospermopsina e
saxitoxina. Padisdk (1997) afirmou que a espécie ocorre desde reservatdrios oligotroéficos em
regides subtropicais até em lagos hipereutroficos tropicais.

O género Cylindrospermopsis ¢ muito comum nas regides tropicais, mas algumas
espécies podem ocorrer em regioes temperadas (BICUDO & MENEZES, 2006), como € o
caso da C. raciborskii, devido a sua elevada eficacia na atividade fotossintética, na absor¢ao
de carbono inorganico dissolvido, na absor¢do e transforma¢do do foésforo inorgénico e a
baixa exigéncia de luz, o que permitiu a invasdo da espécie de dguas tropicais para as de clima

temperado (PADISAK, 1997; WU et al., 2009).
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Figura 3: Cylindrospermopsis raciborskii a esquerda e Monoraphldlum contortum a dlrelta isoladas do
Reservatorio de Itupararanga (200 x). Escala de 20 p para ambas as espécies.

Além desses fatores, Padisak (1997) e Chellappa et al. (2008) atribuiram o sucesso
ecologico da C. raciborskii as capacidades de migragdo da espécie na coluna de agua, alta
absor¢ao de amoénia e fixacdo do nitrogénio atmosférico, como também a resisténcia a
herbivoria.

Briand et al. (2002) relataram que, em um pequeno lago da Franga, as principais
variaveis que influenciaram o abundante crescimento da espécie foram temperatura da dgua e
do ar, insolagdes, e a concentragao de nutrientes, pois a deficiéncia de nitrogénio e a baixa
concentragdo de fosforo no meio pode ser fator seletivo para o favorecimento desta espécie.

Diversos trabalhos tém descrito forte relacdo entre concentragdes de fosforo e
predominio de Cylindrospermopsis spp. Bouvy et al. (2000) analisando a comunidade de 39
reservatorios no semi-arido do nordeste brasileiro, encontrou grande correlagdo entre o estado
trofico, principalmente quanto as concentragdes de fosforo e o predominio de
Cylindrospermopsis raciborskii.

O género Monoraphidium (Komarkova-Legnerova, 1969) ¢ o mais presente em todas
as regides do mundo entre as clorococales, umas das ordens do grupo das cloroficeas. Inclui
21 espécies que ja foram coletadas em quase todo o mundo em ambiente oligotroficos e
mesotroficos (BICUDO & MENEZES, 2006).

Em relagao a Monoraphidium contortum (Figura 3), ¢ uma cloroficea de célula
alongada e solitaria, raramente estdo unidas, mas podem estar por um curto periodo devido ao
processo de reprodugdo. Possui formato de meia lua, diminuindo sua espessura a partir de seu

centro até as pontas da célula. Apresenta cloroplasto pariental, cobrindo quase toda a parede
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celular e ndo possui pirendides. Sua reproducdo ocorre a partir de autdsporos (BICUDO &
MENEZES, 2006; TREBON & PRAHA, 1983).

Segundo Makulla e Sommer (1993), no lago Krummsee, na Alemanha, esta espécie ¢
tipica e dominante, mas os autores reportaram nao haver relacao da propor¢ao de N:P com o
biovolume relativo desta espécie. Em estudos realizados a partir do modelo Monod, nao
foram obtidos resultados satisfatorios de uma relagdo da dependéncia da taxa de crescimento
de M. contortum com o nitrogénio como fator limitante (SOMMER, 1989).

Um dos fatores que poderiam contribuir para o sucesso da espécie, segundo Padisak et
al. (2006), ¢ o excesso de salinidade para agua doce, que delimita o numero de espécies
fitoplanctonicas e contribui para o desenvolvimento das espécies tolerantes. Entre as
tolerantes, M. contortum ¢ uma das espécies que tem como vantagem, além da tolerancia a
salinidade, efetiva captacdo de luz. Happey-Wood (1988) afirma que o género
Monoraphidium domina em ambientes turbulentos com grandes disponibilidade de nutrientes
e luz.

Sommer (1989) verificou, em um lago hipereutréfico no norte da Alemanha, que a
dominancia de M. contortum foi favorecida por baixas concentracdes de nitrogénio e amonia
e altas temperaturas, ¢ que as cloroficeas, de modo geral, tiveram o nitrogénio como fator
limitante.

A partir da nova classificacdo funcional fitoplanctonica por cddons, ainda em
discussdo, M. contortum e as demais espécies do género sdo classificadas no céodon X1,
caracterizado por algas de ambiente raso e de transi¢ao do eutrofico para o hipereutréfico
(PADISAK et al., 2008). Segundo Reynolds (1988), as cloroficeas pertencem ao grupo C-
estrategistas (competidoras), no qual as espécies sdo pequenas, com alta relacdo area/volume
e atividade metabolica, e exploram ambientes saturados de nutrientes e luz. Além disso, sdao
organismos que, ao encontrarem condi¢des ideais, possuem habilidade para dominar o
ambiente e excluir outras espécies.

No entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundados da coexisténcia de M.
contortum com a C. raciborskii, a fim de averiguar quais fatores, como a concentragdo dos
nutrientes, influenciam no sucesso € competicado dessas espécies no Reservatorio de

Itupararanga.
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3.4. Cianotoxinas

Viarias espécies de cianobactérias que formam floragdes sdo habeis a producdo de
toxinas, denominadas cianotoxinas. As principais cianotoxinas € suas respectivas
classificagdes encontram-se na Tabela 1. Alguns pesquisadores acreditam que as cianotoxinas
tem fungdo protetora contra o grazing pelo zooplancton, ou ainda, estdo relacionadas as

condi¢des de crescimento ou a competi¢do por recursos (CALIJURI et al., 20006).

Tabela 1 - Classificagdo e caracteristicas das principais cianotoxinas e géneros
potencialmente produtores (SIVONEN & JONES, 1999; CALIJURI et al. 2006)
. . Alvo priméario Géneros de cianobactérias
Grupo de toxina Toxina -
em mamiferos produtoras
Microcystis, Anabaena,
) L Microcistina Figado Planktothrix, Nostoc,
Peptideos ciclicos . .
Hapalosiphon, Anabaenopsis
Nodularina Figado Nodularia

Anabaena, Planktothrix,
Aphanizomenon
Anatoxina-a (s) Nervo sinaptico |Anabaena

Lyngbya, Schizothrix,

Anatoxina-a Nervo sinaptico

Aplisiotoxi Pel .
prsiotoxiha e Planktothrix
Alcaloid i i
caldides Cilindrospermopsina Figado Cyllnd_rospermopms, _
Aphanizomenon,Umezakia
Lyngbyatoxina-a Pele, trato Lyngbya
nEDY gastrointestinal yngby
V. . Anabaena, Aphanizomenon,
Saxitoxina Nervo axonico

Lyngbya, Cylindrospermopsis

Qualquer contato.

. Todos
Potencial irritante

Lipopolissacarideos LPS

Segundo Sivonen e Jones (1999), na floracdo de cianobactérias, por uma ou mais
espécies, pode haver cepas toxicas e ndo-toxicas. Uma cepa corresponde a um subgrupo
genético especifico, com caracteristicas ligeiramente diferentes, dentro de uma espécie em
particular.

Ha duas hipoteses para o aparecimento e predominio de cepas toxicas, que estd
relacionado a presenca de algum estressor ambiental ou a dinamica populacional e a
competicao entre as populacdes. Porém, ainda ndo h4a uma explicacdo de quais fatores estdo
ligados a producao de toxina pelas cianobactérias (CALIJURI et al., 2006).

A presenga de cianotoxinas nas dguas de abastecimento no Brasil ¢ um problema

crescente e de grande preocupagdo, pois ja foram registrados casos de intoxicagdo, como por



41

exemplo, o ocorrido em Caruaru (PE) no ano de 1996 (CARMICHAEL et al., 2001) e no Rio
de Janeiro onde ocorreu a intoxicacdao de pacientes que faziam hemodidlise (SOARES et al.,
2006). No geral, as cianotoxinas podem afetar o sistema nervoso, o figado, a pele e, ainda,
inibir a sintese de proteinas (FERREIRA, 2007).

A fim de monitorar e controlar a concentragdo de cianotoxinas nos corpos hidricos
brasileiros foi estabelecida a Portaria MS n°. 2914do Ministério da Saide (BRASIL, 2011),
que determina as maximas densidades de cianobactérias e concentragdes de cianotoxinas em
mananciais. A concentra¢io maxima permitida é de 1 pg.L™' de microcistina, 3 pg.L"' de
saxitoxina e 1 pgL"' de cilindrospermopsina. Os testes de toxicidade sdo realizados
semanalmente quando hé densidade de cianobactéria superior a 20.000 células/ml.

Cylindrospermopsis raciborskii ¢ habil a producdo de duas das cianotoxinas,
saxitoxina, uma neurotoxina, e cilindrospermopsina, que ¢ hepatotoxina. A
cilindrospermopsina ¢ uma toxina que age principalmente no figado, devido a tentativa desse
orgdo em degrada-la, ocasionando lesdes tecidulares, por atuar na desorganizagdo do
citoesqueleto das células hepdticas, resultando na perda da estrutura do figado, retragdo e
aumento dos espacos intercelulares choque hipovolémico e injirias nos rins. A saxitoxina
impede a acdo dos neurdnios nas células musculares através do bloqueamento dos canais de
sodio, o que pode gerar sintomas como a tontura, vomito, fraqueza muscular, taquicardia,
entre outros (AZEVEDO, 1998; CALIJURI et al., 2006; CHARMICHAEL, 1994).

Os resultados do estudo realizado por Smith et al. (2008) indicaram que a
biodegradacao das cilindrospermopsinas em massas de agua naturais ¢ um processo complexo
que pode ser influenciado por muitos fatores ambientais, alguns dos quais incluem a
concentragdo desta toxina, temperatura, além da presenca de algicidas a base de cobre. Por
outro lado, as saxitoxinas, sofrem lentas reacdes de degradagdo em ambientes escuros e na
temperatura ambiente, € os processos de acidificacdo e fervura da agua aumentam a

toxicidade dessa substancia (CALIJURI et al., 2006).
3.5.  Proposta e hipotese da pesquisa
Nesta pesquisa, foram realizados ensaios de interacdo entre duas espécies isoladas do

Reservatorio de Itupararanga, C. raciborskii e M. contortum, sob diferentes concentragdes de

ortofosfato dissolvido, simulando o Reservatorio de Itupararanga em trés diferentes graus de
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trofia. Os graus de trofia estabelecidos sdo conforme o indice de estado trofico, discutido por
Lamparelli (2004), que sdo: oligotrofico, mesotrofico e supereutrofico.

As duas espécies foram selecionadas baseando-se em estudos realizados no Projeto
Tematico intitulado, “Contribui¢ao ao conhecimento do ciclo do carbono no Reservatorio de
[tupararanga como subsidio para a sustentabilidade da Bacia Hidrografica do Rio Sorocaba
(SP)”. Também teve importancia fundamental a pesquisa de Vargas e Dos Santos (2009)
realizada no mesmo reservatério, que observaram dominio e abundancia da cianobactéria C.
raciborskii ¢ da cloroficea M. contortum, respectivamente, desde agosto de 2008,
principalmente na regido proxima a barragem deste reservatorio.

Portanto, verificou-se a hipotese desta pesquisa, que se fundamentou que os
parametros de crescimento das duas espécies e a interagdo entre elas iria variar de acordo com
o aumento ou diminui¢ao da concentragdo de nutrientes, favorecendo-as ou nao.

Dessa forma, poderd haver maior aprofundamento nas investigagdes da relacdo do
nivel trofico do reservatdrio com as espécies que nele sdo abundantes, preocupando-se,
principalmente, com o desenvolvimento da cianobactéria, por serem organismos hdbeis a
producdo de cianotoxinas.

Visto que, as cianotoxinas presentes nas aguas podem ser prejudiciais a saude e ha
dominio da cianobactéria C. raciborskii no Reservatorio de Itupararanga, o aumento da
concentragdo de cianotoxinas ¢ uma ameaga a saude da populagdo, por ser um manancial
utilizado para abastecimento publico.

Esta pesquisa poderda minimizar tais impactos ao subsidiar informagdes para previsoes
do crescimento de C. raciborskii e M. contortum devido as variagdes da concentragdo de

nutrientes no reservatorio a fim de favorecer seu manejo e conservagao do recurso hidrico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacdo da &rea de estudo

A éarea de drenagem do Reservatério de Itupararanga abrange parcialmente os
municipios de Ibiina, Sdo Roque, Piedade, Mairinque, Votorantim, Aluminio, Vargem
Grande Paulista e Cotia, no interior do estado de Sdo Paulo (Figura 4). O reservatério esta
inserido em uma Area de Prote¢io Ambiental (APA) e pertence a Bacia Hidrografica dos
Rios Sorocaba e Médio Tieté. A represa ¢ formada pelos rios Sorocabugu, Sorocamirim e
Una, que sao os formadores do Rio Sorocaba.

O reservatorio esta localizado no Planalto Cristalino na Serra de Sao Francisco, com
transi¢do para a Depressao Periférica, com uma altitude de 710 metros, na bacia hidrografica
do Rio Sorocaba. A represa foi construida pela Light em 1911, com funcionamento a partir de
1912, com 20,9 km® de 4rea, capacidade de volume de aproximadamente 286 x 10° m® de
agua, profundidade média de 7,8 m, e 936,5 km? de 4rea de drenagem, com vazao maxima de
39,12m?s™'. A barragem esta localizada no municipio de Votorantim com queda bruta de 206
metros (GARCIA et al., 1999).

A 4agua da Bacia Hidrografica que estd inserida a represa ¢ utilizada para o
abastecimento, sendo que o fornecimento se da para cerca de 90% da regido, segundo o
comité da bacia hidrografica (2010), além de contribuir com a geracdo de energia, como area
de lazer e pesca. Possui uma usina hidrelétrica para geracao de energia, a qual ¢ operada pela

Votorantim Energia.
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Figura 4: Localizagdo do Reservatorio de Itupararanga (SECCHIN, em andamento).
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4.2.  Fluxograma experimental

Na Figura 5 pode ser observado o fluxograma experimental desta pesquisa. Cada uma

das etapas sera discutida a seguir, sendo que os itens 4.3. a 4.6. sdo referentes a preparagao

dos cultivos para a realizacao dos experimentos.

o = g

o5 o g == 0T X m

o+ 3 o g~ = 0T XM

/ [ COLETA ]
[ M. contortum (3 cepas) ]4—[ ISOLAMENTO ] — [ C. raciborskii (5 cepas) ]
Curva Triagem Triagem Curva
Crescimento (1 cepa) (1 cepa) Crescimento
[ Manutengdo em tubo (20 ml) ] [ Manutengdo em tubo (20 ml) ]
Repique para aumento de Repique de Repique para aumento de
—> . " P —
volume aclimatagdo (2 vezes) volume
Condigao de Condigdo de Condigao de
cultivo Oligo (1L cultivo Meso (1L cultivo Super (1L
\ de cada espécie) de cada espécie) de cada espécie)
] ] |
v v A
/ Exp. I (63¢) Exp. II (63¢) Exp. 1II (63¢)
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|
v
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N

Figura 5: Fluxograma de apresentacdo das principais etapas desenvolvidas no projeto de pesquisa. Experimento
— Exp.; Oligotréfico — Oligo; Mesotrofico — Meso; Supereutrofico — Super. Total de 63 Erlenmeyers em cada
experimento, sendo 9 do Bloco 1 ¢ 54 do Bloco 2.
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4.3. Coleta de amostras

No Reservatorio de Itupararanga foi realizada uma coleta de forma manual e na
superficie, em oito estagdes de amostragem, incluindo a area central do reservatorio e os
bracos, conforme Figura 6. Essa coleta foi feita com frascos transparentes para 200 ml de
agua de cada estacdo. As amostras foram conservadas em condi¢des normais de temperatura e
luminosidade e os frascos mantidos semi-abertos para a manuten¢do de trocas gasosas.

Posteriormente, em laboratério, as oito amostras foram misturadas, para a obtengdo de
uma amostra composta. Este procedimento foi realizado para ndo haver influéncia do ponto
de amostragem e, também, para que as espécies trabalhadas possam representar todo o corpo

hidrico de maneira aleatoria.

BR2

Rio Sorocaba EC1

ECZ Rio Sorocaba

(jusante) (montante)

\ Rio
Sorocabugu

/

\ Rio

Rio Sorocamirim

Condominio Una

BR3
BR4 Fluxo

Figura 6: Estagdes de amostragem das coletas do Reservatorio de Itupararanga. EC1 — eixo central ; EC2 — eixo
central 2; EC3 — eixo central 3; BR1 — brago 1; BR2 — brago 2; BR3 — brago 3; BR4 — brago 4; Trans — transi¢ao
dos rios para o reservatorio.

4.4. Isolamento das espécies

A partir da amostra composta, houve o enriquecimento da mesma nos meios de cultura
WC (GUILLARD & LORENZEN, 1972) (ANEXO A) e ASM-1 (GORHAM et al., 1964
modificado por REYNOLDS & JAWORSKI, 1978) (ANEXO B), nas concentragdes de 25,

50 e 75 % de meio de cultura previamente esterilizado (121°C, 20 minutos), com pH ajustado
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para 8,0 e tamponado com TRIS (0,5 g.L "), totalizando seis frascos, sendo trés para cada
meio de cultura utilizado.

O meio de cultura WC foi utilizado objetivando o isolamento de Monoraphidium
contortum ¢ o ASM-1 para a obtengdo de Cylindrospermopsis raciborskii. As diferentes
concentragdes de meio de cultura e de amostra foram utilizadas para aumentar a probabilidade
de crescimento destas duas espécies, j& que o fitoplancton responde diferentemente as
condi¢des nutricionais.

As amostras enriquecidas, com total de 100 ml de cultura, foram mantidas em frasco
Duran de 500 mL, com tampa parcialmente desrosqueada, em sala climatizada de cultivo com
temperatura de 24°C, fotoperiodo de 12 horas e intensidade luminosa de 60 pE.m™s’
fornecida por ldmpadas tubulares fluorescentes de 20W (OSRAM).

Para a manuten¢do das amostras, elas foram repicadas mensalmente em condigdes de
assepsia na proporcao de 1:10 do seu respectivo meio de cultura autoclavado, nas mesmas
condicdes ja citadas.

As metodologias de isolamento para as espécies Cylindrospermopsis raciborskii e
Monoraphidium contortum foram realizadas simultaneamente para otimizagdo do tempo, pois
alguns métodos de isolamento poderiam nao ter resultados positivos.

Foi feito o plaqueamento das amostras enriquecidas em meio de cultura solidificado
com Agar (1%), utilizando-se 0 WC e o ASM-1, a partir do método de espalhamento.
Repicagens das colonias foram feitas em outras placas a partir do método de estrias até que se
obtivesse a colonia pura das espécies desejadas (GUERRERO IIT & VILLEGAS, 1982).

Além disso, foi realizado também o método da dilui¢ao das amostras enriquecidas e o
método da alga e pipetagem da espécie desejada com agulha e al¢a fina (GUERRERO III &
VILLEGAS, 1982), nos microscopios invertido Olympus CKX41 e Olympus BX51 com
camara de captura de imagem pelo software Image - Pro Plus versdo 4.5.1.29.

Especificamente para o isolamento da cianobactéria, 5 ml de cada amostra enriquecida
foram inoculadas em tubos de ensaio esterilizados com ASM-1, juntamente com
ciclohexamida (70 mg.L™"), que inibe o crescimento de células eucariéticas (FURTADO,

2007), seguido de sucessivas repicagens.
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4.5. Triagem das cepas e testes de cultivo da cianobactéria e da cloroficea

Ap6s o isolamento da C. raciborskii realizou-se triagens das cepas isoladas da espécie
para determinar quais delas eram linhagens toxicas, a partir do método de Ensaio do
Imunoadsorvente Ligado a Enzima (ELISA). A partir dos resultados da triagem foi possivel
estabelecer qual cepa seria utilizada nos ensaios de interagdo com M. contortum.

Para a escolha da cepa da cianobactéria adotou-se que seria utilizada aquela que
possuisse a maior producdo de toxina, e, para a cloroficea, seria escolhida a cepa que
crescesse na maior dilui¢cdo realizada no isolamento pelo método por diluigdo em série, tendo,
portanto, menor concentragdo de bactéria.

Apos esta defini¢do, foram realizados testes de cultivo para estabelecer as melhores
condi¢des para ambas as cepas. Foram testados dois meios de cultura utilizados para o
isolamento e diferentes condi¢des de pH e temperatura.

Foi observado que M. contortum cresceu semelhantemente no WC e no ASM-1, e C.
raciborskii obteve melhor desempenho no ASM-1. Portanto, estabeleceu-se que as duas
seriam mantidas no ASM-1 para a realizacdo dos experimentos com pH 6timo para ambas de
7,8 e temperatura de 24°C.

Além disso, foram realizados testes das cepas escolhidas no meio de cultura ASM-1
modificado para diferentes condi¢des nutricionais, visando verificar o crescimento das
mesmas.

Posteriormente aos testes de cultivo e estabelecidas as melhores condigdes, foram
construidas curvas de crescimento das duas espécies em monocultura no ASM-1. Com os
dados, foram analisadas as fases de crescimento lag, exponencial, estacionaria e de
senescéncia para determinar as taxas de crescimento e estabelecer a duracdo dos ensaios de
interagdo, bem como o tempo de repique ideal de cada espécie para o inicio dos experimentos

de interagao.

4.6. Manutencao das cepas

As cepas utilizadas nos experimentos foram mantidas em tubos de ensaio de vidro
com tampa em sala climatizada de cultivo com temperatura de 24°C, fotoperiodo de 12 horas
e intensidade luminosa de 60 pE.m™s™ fornecida por lampadas tubulares fluorescentes de

20W (OSRAM).
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Os in6culos foram repicados mensalmente em condigdes de assepsia na proporcao de
1:10 de ASM-1 previamente autoclavado a 121°C, por 20 minutos, com pH ajustado para 7,8
e tamponado com TRIS (0,5 g.L™).

A medida que os ensaios foram realizados, sucessivos repiques das cepas foram feitos
durante as suas fases exponenciais para aumentar o volume dos inoculos (150 ml para 1000
ml), com o objetivo de obter volume necessario de cultura e aclimatar a cultura do ASM-1
padrao para o modificado. Os repiques de aclimatagdo no meio de cultura modificado, de
acordo com a condi¢do nutricional do experimento a ser realizado, foram feitos por duas
vezes, correspondentes ao de 150 ml para 1000 ml e de 1000 ml para o mesmo volume.

Por exemplo, para a simulagdo do mesotrofico, as culturas de C. raciborskii e de M.
contortum, em meio de cultura ASM-1 padrdo, sofreram dois repiques sucessivos no meio de
cultura modificado para mesotréfico, sendo esta entdo, a cultura utilizada para os indculos do
experimento.

Os repiques das cepas, assim como o experimento, foram feitos em Erlenmeyers de
2000 ml e 250 ml, respectivamente. Estes foram vedados com rolhas de gaze e algodao e

agitados diariamente para garantir a troca gasosa da cultura e sua homogeneizagao.

4.7.  Delineamento experimental

Foram realizados trés experimentos de interagdo das duas espécies sob variadas
condi¢cdes de concentracdes de nutrientes, que compreende a simulacdo de ambiente
oligotrofico, mesotrofico e supereutrofico do Reservatério de Itupararanga, conforme indice
proposto por Lamparelli (2004), modificado de Carlson (1977). Mas, nesta pesquisa as
concentragdes de fosforo correspondem ao ortofosfato dissolvido e de nitrogénio disponivel
na forma de nitrato, pois correspondem a forma destes macronutrientes disponiveis para o
fitoplancton.

Para o inicio dos experimentos, foram utilizadas amostras retiradas das culturas de
1000 ml em fase exponencial, aclimatadas de acordo com suas respectivas condi¢des
nutricionais. Os experimentos foram mantidos a 24°C em sala climatizada, com fotoperiodo
de 12 horas, luminosidade de 60 uE.m'z.s'l, e pH 7,8. Foram feitos em blocos com duragao de

15 dias.
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Os experimentos foram realizados em triplicata, constituindo-se de 3 controles para
cada espécie e 3 para a interagdo entre elas em Erlenmeyers de 250 ml com volume total de
100 ml de cultura.

Amostras para analise de densidade e biovolume foram retiradas em condicdes de
assepsia dos de frascos do BLOCO 1 — Figura 7, de dois em dois dias e para a analise de
toxina, de trés em trés dias, coincidindo com os dias de amostragem para andlise de nutrientes
e clorofila-a.

Enquanto os frascos de cultivo do BLOCO 1 foram mantidos durante todo o
experimento, séries de nove frascos de cultivo do BLOCO 2 (trés de cada tratamento) foram
retirados integralmente a cada trés dias e o seu volume amostral utilizado nas anélises de
nutrientes e clorofila-a (Figura 7).

Apesar de todos os in6culos iniciais terem sido iguais, tanto para os controles quanto
para as interagdes, nao foi possivel garantir que o crescimento das espécies do bloco 2 fossem
iguais aos Erlenmeyers de controle de biovolume (bloco 1, Figura 7). Devido aos blocos 1 e 2
estarem nas mesmas condicdes, tanto fisico-quimicas quanto de biovolume, supdem-se que as
espécies cresceram de maneira semelhante.

Os Erlenmeyers foram agitados e rearranjados randomicamente, diariamente, para a
homogeneizag¢do da biomassa e diminuicdo do efeito de possiveis diferencas da intensidade

luminosa.
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Esquema Experimental

Densidadee Biovolume
BLOCO 19 frascos) Dias: 0, 1,3, 4,6,7,9, 10,12, 13, 15

X3 ;
@@ @ Toxina

Dias: 0, 3,6, 9, 12, 15

BLOCO 2 (54 frascos)

Nitrato
JOOO0L —
Ortofosfato

Clorofila-a

Figura 7: Esquema dos experimentos realizados em triplicata para cada ensaio de simulagdo de trofia. Cr —
monocultura de Cylindrospermopsis raciborskii; Int — Interacdo das duas espécies; Mc — monocultura de
Monoraphidium contortum. Bloco 1 representa unidades experimentais para amostragem de densidade,
biovolume e toxina. Bloco 2 representa unidades experimentais para amostragem de nutrientes e clorofila-a.
Monoculturas correspondem aos controles das duas espécies.

Figura 8: Exposigao dos blocos 1 e 2, totalizando 63 Erlenmeyers em cada simulago de trofia.



52

4.7.1. Célculo do in6culo inicial

A quantidade ideal de in6culo de cada espécie, necessaria para o inicio dos
experimentos de interagao, foi calculada a partir do biovolume das culturas aclimatadas sob as
condigdes de trofia de cada experimento. Esta medida foi adotada com o intuito de que a
biomassa das espécies fosse semelhante inicialmente, uma vez que estimar o inoculo pela
densidade traria um erro quanto a biomassa, pois M. contortum possui células menores do que
os tricomas de C. raciborskii.

Para o biovolume foi necessario calcular a densidade e a média do volume celular de
30 individuos de cada espécie em suas respectivas culturas em fase exponencial.
Multiplicando esses resultados, obteve-se uma estimativa do biovolume.

Segundo Hillebrand et al. (1999), M. contortum apresenta morfologia celular de dois
cones, cujo volume ¢é calculado conforme a equagdo (1), e o tricoma de C. raciborskii com

morfologia semelhante a um cilindro, o qual se calcula o volume como representado na

equagao (2).
Vﬂhﬂﬂé’=§>€ 2 >=:§ (1)
Sendo:
d = didmetro
Z = altura do organismo
V&Ewrw=§ X di % ¢ (2)

Sendo:
d = diametro

C = Comprimento do organismo

A partir da relagdo entre os resultados obtidos, considerou-se que para a espécie com
menor biovolume seria inoculado 10% de cultura, correspondendo a 10 ml do total de 100 ml
da cultura. A percentagem estabelecida foi para que o crescimento das espécies ndo fosse

prejudicado de acordo com as suas fases de crescimento.



53

Para a outra espécie seria inoculado a quantidade calculada a partir da relagao do
biovolume entre elas. Logo, os indculos iniciais representaram biovolumes semelhantes para
as duas espécies, apesar de densidades diferentes.

Para cada experimento de simulacdo de trofia, houve a necessidade de realizar esses
calculos de ino6culo inicial para as espécies, pois elas respondem de formas distintas as
condi¢des nutricionais a que foram submetidas, variando, portanto, suas densidades e volume

celular. A quantia de in6culo das culturas em cada experimento calculada segue na Tabela 2.

Tabela 2 - Indculo e biovolume iniciais das culturas de C. raciborskii e M. contortum para
cada ambiente simulado

Trofia / Inoculo inicial (ml) Biovolume inicial calculado
Cultura C.raciborskii M. contortum (10°pum®.ml™)
Oligotrofico 1,59 10 2,48
Mesotrofico 10 7,12 5,49
Supereutréfico 10 7,69 9,12

4.8.  Condig0es nutricionais dos experimentos

As concentragdes de nutrientes dissolvidos testadas nos ensaios foram baseadas nos
resultados obtidos de Casali (em andamento). Foram utilizadas a soma das médias das
concentragdes das formas de nitrogénio (nitrito, nitrato e amonia) e de fosforo (ortofosfato
total dissolvido), segundo metodologia descrita em APHA (2005), além da média das
concentragdes dos micronutrientes de coleta realizada em fevereiro de 2011 (Tabela 3),
determinadas por espectrometria de absorcdo atomica, modelo AA240FS Varian, no
Laboratorio de Sanemanento EESC-USP.

Adotou-se que seriam utilizadas as concentragdes de nutrientes dissolvidos, pois sdo
estas as formas prontamente disponiveis na agua para os organismos assimilarem. Dessa
forma, o calculo do indice de estado tréfico, bem como a definicdo das concentragdes de
fosforo em cada experimento, foi baseado apenas no fosforo total dissolvido e nao no fosforo
total.

De acordo com esses resultados, foram feitas modificagcdes na composicao do meio de
cultura ASM-1 (GORHAM et al., 1964 modificado por REYNOLDS & JAWORSKI, 1978)
para a simulacdo do reservatorio conforme a condicdo nutricional do ensaio desejado

(oligotrofico, mesotréfico e supereutrofico).



54

4.8.1. Modificagdes do meio ASM-1 para a simulacao de trofia

Nos meios de cultura elaborados para cada simulagdo de trofia, as solugdes de
nitrogénio ¢ micronutrientes do meio ASM-1 foram ajustadas para simular as concentragdes
do reservatorio em todos os ensaios (Tabela 3). Apenas a concentracao de fosforo variou entre
0s experimentos, ja que € este, juntamente com a clorofila-a, que determinam o grau de trofia
do ambiente aquatico.

As concentragdes de alguns dos nutrientes do meio de cultura ASM — 1 padrao que
foram modificados, bem como as concentragdes do reservatdrio podem ser verificadas na
Tabela 3. Os demais componentes da composi¢do do meio ASM-1 ndo foram alterados,

conforme dados do anexo B.

Tabela 3 - Comparagdo da média dos macronutrientes ¢ micronutrientes do Reservatorio de
Itupararanga e do meio de cultura ASM — 1 padréo, em mg.L"'

Nutrientes Meédia do Reservatério (mg.L™) ASM -1 (mg.L™)
Macronutrientes Nitrogénio dissolvido 0,45 28
Ortofosfato total dissolvido 0,012 6,2
Zinco 0,0875 0,209
Ferro 0,2425 0,223
Micronutrientes Manganés 0,021 0,384
Cobre 0,0135 0,000051
Boro 0,9 0,432
Cobalto 0,0075 0,00471

Fonte: Os dados das concentragdes dos nutrientes do Reservatério de Itupararanga segundo Casali (em
andamento).

A relagdo estequiométrica entre nitrogénio e fosforo (N:P) do meio de cultura ASM -1
¢ de 10:1. Como houve alteragcdes apenas nas concentragdes de fésforo, houve também
variacdo da relacdo N:P nos meios de cultura modificados para a simulagdo dos graus de
trofia.

As concentragdes dos nutrientes utilizados nos meios de simulagdo dos graus de trofia
seguem na Tabela 4, bem como as relacdes N:P iniciais constituidas. As concentragdes de
fosforo foram estabelecidas juntamente com o resultado médio da clorofila-a do reservatdrio
da mesma coleta, 31,5 pg.L", ja que o indice de estado trofico (IET) ¢ estabelecido a partir
desses dois parametros.

De acordo com os resultados obtidos da coleta referenciada (CASALI, em
andamento), o reservatorio foi classificado como eutrofico (IET CL — 63,65; IET PO4 — 57.,5;

IET médio — 60,5), conforme demonstrado na Tabela 5 e célculos pelas equagdes 3 e 4.
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Visto que os relatérios da Cetesb (CETESB, 2008, 2009, 2010), citam o Reservatorio
de [Itupararanga como mesotroéfico e os dados do Projeto Temadtico (item 3.5.),
especificamente no periodo de fevereiro de 2011 (CASALI, em andamento) revelaram indice
eutrofico, optou-se por fazer os experimentos de simulacdo com diferentes indices troficos,

conforme os dados de clorofila-a e de fosforo total dissolvido, estabelecidos conforme Tabela

4.

Tabela 4 - Concentra¢des de fosforo utilizadas para as simula¢des dos graus de trofia do
Reservatoério de Itupararanga e o indice de estado trofico (IET) conforme Lamparelli, 2004

Simulacgado Ozﬁ(gofi?to Nitrato (mg.L™) Micronutrientes  N:P IET
Oligotrofico 33 Tabela 3 302:1 49,5
Mesotrofico 8,8 0,45 Média do 113:1 55,5
Supereutrofico 35,3 reservatorio 28:1 63,9

Tabela 5 - Classificagdo do Estado Trofico — IET — de Reservatorios segundo Lamparelli
(2004)

Classificacdo do Estado Troéfico - Reservatérios
(Esg:sgrorg;co) Ponderagao sec(cn':)i N p(.:;:1_.3)|: C('r?qﬂ%a
Ultraoligotréfico IET =47 S=24 P=8 CL=117
Oligotroéfico | 47 <|ET =562 | 24>8S=17 8<P=19 1,17<CL=324
Mesotréfico 52<IET=89 | 1,7>S =11 19<P=52 | 324<CL=11,03
59<|ET=63 | 1,11>8S=08 | 52<P =120 (11,03 <CL = 30,55
Supereutrdéfico 63<IET=67 | 0,8>5=06 [120<P =233 |30,55 <CL =69,05
IET> 67 0,6>S 233 <P 69,056 < CL
IET (CL) =10 x (6 — ((0,92 — 0,34 x (In CL))/In 2)) 3)
IET (PT)=10x(6—(1,77-0,42x (In PT) /In 2)) (4)

Sendo:
CL = concentragio de clorofila-a medida a superficie da agua, em pg.L™
PT = concentracio de fosforo total a superficie da 4gua, em pg.L™

In = logaritmo natural
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4.9.  Analise quantitativa do crescimento das culturas

Para evitar a contaminagdo das culturas, todo o material coletado do Bloco 1 (Figura
7) foi manipulado dentro de capela de fluxo laminar, com bico de Biissen, previamente
desinfectada com alcool 70% e exposta a luz UV por 15 minutos. As coletas foram realizadas
com auxilio de material estéril ¢ em horarios fixos.

Nos dias estabelecidos, foi retirada aliquota de 500 pl de cada frasco de cultivo do
Bloco 1 (Figura 7). As amostras foram armazenadas em frasco ambar e fixadas com lugol.

A partir dessas amostras foram feitos os célculos da densidade, em camara de Fuchs
Rosenthal, segundo APHA (2005) (eq. 5), € do volume celular de 30 individuos de cada
espécie (HILLEBRAND et al., 1999). O volume celular das espécies foi calculado conforme
descrito no item 4.7.1.

A contagem das células, realizada em microscopio Olympus BX51, e as medidas do
volume celular, através do software Image — Pro Plus versdo 4.5.1.29, foram realizadas
imediatamente apds a coleta. Com estes dados, foi possivel calcular a biomassa das espécies
através do biovolume (eq. 6), tanto para os controles quanto para a interagao.

Do Bloco 1, também foram retiradas aliquotas de 2 ml para a determinacao de toxina,
armazenadas em frascos de vidro vedados e posteriormente congelados em freezer a -20°C,
conforme os dias estabelecidos e demonstrados na Figura 7.

Com os resultados de densidade e volume celular foram tragadas as curvas de
crescimento das espécies a partir do biovolume (um’.mL™"). Baseando-se na fase exponencial
de crescimento das espécies foram feitos os calculos da velocidade especifica de crescimento

(p) (eq. 7) e do tempo de duplicagdo (Td) (eq. 8), conforme descrito por Stein (1973).

_ Nxde
T Af wFx¥ )

Sendo:

D = densidade (ind.ml™)

N = numero de organismo

Ac = 4rea da camara (mm?®)

Af = area do campo de contagem (mm?®)
F = niimero de campos contados

V = volume da cAmara (mm")



B=DxV

Sendo:
B = biovolume (um’.ml™)
D = densidade (ind.ml™)

V = volume celular médio (um?)

Sendo:
n = velocidade especifica de crescimento

Ln = logaritmo natural

N1 = niimero de organismo ou biomassa no tempo t1

NO = numero de organismos ou biomassa no tempo t0

Sendo:
Td = tempo de duplicacao

u = velocidade especifica de crescimento

4.10. Andlise de nutrientes dissolvidos e clorofila-a
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(6)

(7

(8)

A partir do Bloco 2 (Figura 7), nos dias determinados, toda a cultura dos controles e

das interagdes (100 ml), foram filtradas através de membranas de fibra de vidro Boeco

Germany de 1,2 um de porosidade.

As amostras filtradas foram armazenadas em frascos de PVC e foram congeladas para

posteriores analises de nitrato e ortofosfato conforme metodologia descrita em APHA (2005).
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O método utilizado para a determinagdo de nitrato foi o espectrofotométrico — Método
4500 NO; B — através de medigoes em luz ultravioleta, e o ortofosfato, também
espectrofotométrico — Método 4500 P — B — acido ascorbico, conforme procedimento descrito
em APHA (2005).

As membranas utilizadas na filtragem foram secas no escuro, a temperatura ambiente
e congeladas para posterior determinacdo da clorofila-a, pelo método espectrofotométrico e
extragdo com etanol 80% (NUSH, 1980 modificado por Nederlandse Norm 6520, 1981).

Todas as leituras espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotometro DR-

4000 UV-VIS (HACH).

4.11. Analise quantitativa da producéo de toxina

A determinacdo das toxinas cilindrospermopsina e saxotoxina, que podem ser
produzidas pela Cylindrospermopsis raciborskii, foi realizada através do método bioquimico
de Ensaio do Imunoadsorvente Ligado a Enzima, ELISA, que se baseia na reagao bioquimica
entre antigenos, as toxinas, ¢ anticorpos policlonais (CALIJURI et al., 2006; SANTOS, 2009).

Sao poucas as pesquisas realizadas com este método para a deteccdo de
cilindrospermopsina e saxitoxina, pois o Kit de detec¢do ELISA para estas toxinas foi
disponibilizado recentemente no mercado.

Na etapa de triagem das cepas, foram detectadas apenas cepas héabeis a producdo de
saxitoxina. Portanto, as analises para quantificagdo da produ¢ao de toxina nos controles da C.
raciborskii e na intera¢do, em todos 0s experimentos, ocorreram apenas para a saxitoxina.

A extragdo da saxitoxina total (extra e intracelular) foi realizada conforme descrito por
Berry & Lind (2010), Tordkne et al. (2004) e Yilmaz et al. (2008), através do congelamento e
descongelamento das amostras por quatro vezes antes da realizacdo dos testes, o que permitiu
a lise celular e a liberagao da toxina intracelular.

Os testes foram realizados em kits de saxitoxina em placa (Beacon Analytical Systems
Inc., ME, USA), com procedimentos realizados em lavadora e leitora de microplacas modelos
Atlantis e Expert Plus, respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos da concentragdo total de saxitoxina por amostra,
em pg.L”, foi realizada a conversdo desta unidade para a concentragio de saxitoxina por

biovolume de C.raciborskii respectiva a sua amostra.
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4.12. Analise dos dados

Inicialmente, foi aplicado o teste de normalidade Kolmogorov_Smirnov em todos os
dados dos parametros biodticos e fisico-quimicos para averiguar se os dados eram ou nao
paramétricos e selecionar os testes estatisticos adequados.

As curvas de crescimento das espécies foram tragadas a partir da média do biovolume
das culturas controle e interagdo ao longo do tempo. A comparagdo do crescimento foi
realizada através de analise estatistica por meio do teste t-student entre os conjuntos de dados
da interagao e dos controles das espécies, para cada dia amostrado, assim como para averiguar
as diferencas significativas entre as concentracdes de toxina.

O teste t-student também foi aplicado para comparar as concentragcdes da soma da
clorofila-a dos controles com a concentragdo da clorofila-a da interagdo em seus respectivos
dias, e para a comparagdo do volume celular das espécies no controle e na interagao durante
0s experimentos.

A concentragdo de nutrientes dentro e entre cada experimento foi comparada com uma
ANOVA seguida de um post hoc, o Teste de Tukey. Este mesmo teste foi utilizado com
outros parametros comparados entre os experimentos precedidos da ANOVA.

Em todos os testes estatisticos foi utilizado o software Origin Pro 8.0 e para indicar

diferenca significativa dos resultados foi adotado p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e caracterizagcdo do crescimento das cepas de C. raciborskii e M.

contortum

A partir da amostra composta coletada no Reservatorio de Itupararanga, foi feito o
isolamento e triagem das cepas no laboratério, do qual foram obtidos no total cinco cepas de
Cylindrospermopsis raciborskii e trés cepas de Monoraphidium contortum. A representacio
da comunidade fitoplanctonica do Reservatorio de Itupararanga apds o enriquecimento pode

ser observada na Figura 9.

Figura 9: Comunidade fitoplancténica do Reservatorio de Itupararanga apds enriquecimento em meio de cultura
em aumento de 200x. A — Cylindrospermopsis raciborskii; B — Monoraphidium contortum.

Apo6s o isolamento das cepas das duas espécies, foi realizada a triagem das mesmas.
Para C. raciborskii foi realizado o teste ELISA para averiguar quais cepas estavam
produzindo toxina. Destas cinco, duas das cepas produziam apenas saxitoxina e as outras trés
ndo estavam habeis a produg¢do de nenhuma das toxinas que a espécie apresenta potencial:
saxitoxina e cilindrospermopsina. A cepa escolhida para a realizacdo dos experimentos foi a

que apresentou maior concentracao de saxitoxina.
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Ja a cepa de M. contortum selecionada foi a que apresentava menor concentragao de
bactérias. Esta cepa foi submetida a uma diluigio de 10 para reduzir a concentragio desses
microrganismos.

Foram tragadas curvas de crescimento das cepas escolhidas de C. raciborskii e de M.
contortum, tanto por densidade (ind.ml™") quanto por biovolume (pm’.ml™"), num periodo de
30 dias, em triplicata e no meio de cultura ASM-1, conforme representado na Figura 10.

As curvas foram determinadas para caracterizar as fases de crescimento lag,
exponencial, estacionaria e de senescéncia, visando estabelecer a duragdo dos experimentos,
bem como os periodos adequados para o repique das culturas.

Como pode ser obervado na Figura 10, tanto na curva de crescimento por densidade,
quanto por biovolume, foi possivel observar que a fase lag de C. raciborskii ocorreu do dia 0
ao 3° tendo inicio, posteriormente, a fase log do crescimento, que corresponde a fase
exponencial da espécie, seguindo até 25° dia, aproximadamente. Logo apds, até o fim do
periodo, dia 30, foi observada a fase estaciondria da espécie, ndo sendo notado o inicio da fase
de senescéncia.

Nas curvas de M. contortum (Figura 10) foi observado um crescimento mais rapido
comparado ao da cianobactéria, pois sua fase lag ¢ curta, considerada apenas do dia 0 ao 1°, ¢
a fase exponencial, iniciou-se aproximadamente no 1° dia e prosseguiu até o 12° dia. A partir
deste ultimo entdo, inicia-se a fase estacionaria até o 30° dia, notando-se crescimento mais
lento. Para esta espécie também nao foi observada a fase de senescéncia.

Devido ao crescimento mais rapido, M. contortum iniciou a fase estacionaria primeiro
do que C. raciborskii. Foi possivel notar (Figura 10), que no momento em que a cloroficea
estava na fase estaciondria, a cianobactéria continuou na fase exponencial, j4 que esta se
iniciou mais tardiamente.

Além disso, foi possivel observar também que as duas espécies no primeiro dia das
curvas de crescimento apresentaram biovolume semelhante, mas o0 mesmo nao ocorreu com as
densidades iniciais das espécies, pois o volume celular de M. contortum era menor do que o
de C. raciborskii.

Por esse motivo e para melhor precisdo dos resultados, o calculo do indculo inicial dos
experimentos, as curvas de crescimento, a velocidade especifica de crescimento e o tempo de
duplicacdo das duas espécies, bem como a concentracdo de saxitoxina nos controles da
cianobactéria e na interagdo, foram baseados nos resultados dos biovolumes das espécies.

Além disso, optou-se em adotar o biovolume semelhante no inicio dos experimentos, com o
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intuito de evitar grande concentracdo de biomassa e possivel sombreamento, caso fosse

considerado o numero de células.
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Figura 10: Curvas de crescimento das cepas de M. contortum e C. raciborskii baseadas nas médias da densidade
(10*.ind.mlI™") e do biovolume (10”.um*.ml™"). Barras verticais indicam o desvio padrio (n=3).
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5.2.  Ensaios de interacdo: comparacdo dos parametros bidticos e fisico-quimicos

A interacdo de C. raciborskii com M. contortum foi realizada em trés diferentes niveis
de trofia, conforme a classificagdo por Lamparelli (2004), simulando o Reservatério de
[tupararanga no ambiente oligotréfico, mesotrofico e supereutrofico.

Os resultados estdo apresentados na forma de médias das triplicatas dos controles e da
interagdo das espécies para as variaveis bidticas: biovolume (um’.ml™), velocidade especifica
de crescimento (p), tempo de duplica¢io (Td) e volume celular (um’), ¢ para os fisico-

quimicos: saxitoxina (ug.um™), clorofila-a (ug.L™), nitrato (mg.L™") e ortofosfato (ug.L™).

5.2.1. Caracterizac¢ao do crescimento das cepas nas simulacdes de trofia

As andlises estatisticas foram realizadas para comparar o crescimento das culturas de
cada espécie no controle e na interagdo, e entre as espécies na interacdo, para cada ambiente
simulado, a partir do Test t-student. Os resultados constam nas Tabelas 6 e 7 e as diferencas
significativas estdo representadas por simbolos. A andlise estatistica para comparar cada
cultura nos diferentes ambientes simulados foi através do ANOVA e os resultados
significativos estdo apresentados por letras maitisculas nas Tabelas 6 e 7. Na Tabela 8 estdo
apresentados as médias dos biovolumes inicias e finais das espécies em cada cultura dos trés
ambientes simulados.

Para a simulagdo do reservatdrio oligotrofico foi utilizada a concentragdo inicial de 3,3
ng. L de fosforo e 450 ug.L™' de nitrogénio, estabelecendo uma relacdo N:P inicial de 302/1.

O inoculo inicial do experimento, baseado em semelhante biovolume para as espécies,
foi de densidade média de 5,89x10° ind.ml" para o controle ¢ 6,41x10* ind.ml™" na interago
de M. contortum. O controle de C. raciborskii teve como densidade inicial 5,61x10? ind.ml™" e
4,83x10? ind.ml™" na interacéo.

As médias dos biovolumes iniciais foram semelhantes para as duas espécies, sendo
2,0x10° pm*ml™ e 2,39x10° pm*ml" no controle e na interagdo, respectivamente, de M.
contortum. Para C. raciborskii correspondeu a 2,52x10° um*.ml" no controle e 2,72x10°
um?.ml” na interacdo, conforme pode ser observado na Figura 11 e Tabela 8. Ndo foram
observadas diferencas significativas nos biovolumes dos inoculos iniciais (p > 0,05).

Quanto as curvas de crescimento de M. contortum, os resultados do controle e da
interagdo foram semelhantes até o 4° dia do experimento, com valores aproximados de

biovolume. Do 6° dia em diante, esta espécie apresentou diferenga significativa em seu
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biovolume, sendo entdo observados maiores valores no seu controle (p < 0,14 do 6° ao 15°
dia).

Os valores maximos de biovolume do controle e da interagdo de M. contortum foram
1,6x10° pm*.ml" no 9° dia e 1,25x10° pm?.mlI™" no 13° dia. Houve diminuigo no biovolume
de ambas no 10° dia devido a uma diminuicao do volume celular da espécie, conforme pode
ser observado na Figura 14. Embora tenham apresentado biovolumes maiores nestes dias, o
M. contortum na interagdo iniciou a fase estacionaria no 4° dia e teve inicio da fase de
senescéncia a partir do 13° dia. Em contrapartida, o controle da cloroficea apresentou fase
exponencial mais longa, com inicio da fase estacionaria no 7° dia, seguindo at¢ o fim do
experimento.

As velocidades especificas de crescimento e os tempos de duplicacdo de M. contortum
podem ser observados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Em ambas as variaveis nao houve
diferenca estatistica entre o controle e a interacdo, embora, para as duas variaveis tenham
apresentado p = 0,06, préximo ao valor considerado significativo para as diferengas (p <
0,05).

Comparando as curvas de crecimento de C. raciborskii no controle ¢ na interagdo
(Figura 11) foi observado que na interagdo houve reducgdo significativa do biovolume a partir
do 4° dia do experimento e do 10° dia em diante esta diferenga tornou-se marcante

No controle, o biovolume aumentou até o 6° dia, correspondendo a fase exponencial, e
do 7° dia em diante a cultura permaneceu na fase estacionaria, embora tenha atingido seu
maior biovolume no 9° dia, 2,56x10° ;,Lm3.ml'l.

Ja na intera¢do, o biovolume maximo de C. raciborskii ocorreu no 4° dia, com
6,49x10° pm®.ml™", do 5° ao 7° dia a cultura permaneceu na fase estacionaria e a partir do 8
dia entrou em senescéncia. Os biovolumes finais das espécies em cada cultura constam na
Tabela 8.

Embora haja diferenga no crescimento de C. raciborskii no controle ¢ na interagao,
inclusive ocorrendo senescéncia da espécie na interacdo a partir do 8° dia, ndo foram
observadas diferencas significativas das velocidades especificas de crescimento e do tempo de

duplicacdo entre estas culturas (Tabelas 6 ¢ 7).
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Figura 11: Curvas de crescimento de C. raciborskii e M. contortum baseadas nas médias do biovolume
(IOS.pm3.ml'1) na simulagdo do ambiente Oligotroéfico. Mc cont. — M. contortum controle; Mc int. — M.
contortum interagdo; Cr cont. — C. raciborskii controle; Cr int. — C. raciborskii interagdo. Barras verticais
indicam o desvio padrao (n=3).

Comparando o crescimento das duas espécies quando em interagdo (Figura 11),
verificou-se que a cloroficea apresentou vantagens sobre a cianobactéria, sendo o biovolume
de M. contortum significativamente maior comparado ao de C. raciborskii a partir do 7° dia (p
< 0,015 do 7° ao 15° dia). Esta diferenga deve-se ao M. contortum ter iniciado a fase
estacionaria a partir do 4° dias enquanto que C. raciborskii esteve na fase estacionaria do 5°
ao 7° dia, e posteriormente iniciou a fase de senescéncia.

Houve diferenga também nas velocidades especificas de crescimento e tempos de
duplicagdo entre as duas espécies em interagdo, sendo a velocidade e tempo de duplicagdo
significativamente maior € menor, respectivamente, para M. contortum, conforme Tabelas 6 e
7.

Ambas as espécies foram prejudicadas na interagdo, pois tiveram crescimento final
reduzido quando comparadas ao seu controle. Apesar de ndo haver diferenca das velocidades
especificas de crescimento entre o controle e a interagdo das duas espécies, na interagdo houve
antecipacdo da chegada da fase estacionaria de ambas e, no caso de C. raciborskii, houve
senescéscia da cultura.

Ao final do experimento, na interagdo, M. contortum foi a espécie dominante havendo

drastica reducdo do biovolume de C. raciborskii, quando comparado ao seu controle.
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Para a simulagao do reservatério mesotrofico foi utilizada a concentragao inicial de 8,8
ng. L™ de fosforo e 450 pg.L™" de nitrogénio, estabelecendo uma relagio inicial N:P de 113/1.

O indculo inicial do experimento, baseando em semelhante biovolume das espécies
nas culturas, foi de densidade média de 1,7x10* ind.mI"' no controle e 1,81x10* ind.ml"! na
interacdo para M. contortum. O controle e a interagdo de C. raciborskii apresentaram
densidade inicial iguais, 6,25x10? ind.ml".

Os biovolumes iniciais foram semelhantes para as duas espécies, ndo apresentando
diferencas significativas, como apresentado na Figura 13. M. contortum apresentou 5,93x10°
um?.ml” e 6,07x10° pm?.ml™”, no controle e na interacio, respectivamente. C. raciborskii
apresentou biovolume de 6,79x10° pm®.ml” no controle ¢ 6,76x10° um®.ml™" na interagio
(Tabela 8).

As curvas de crescimento de M. contortum (Figura 12), no controle ¢ na interagdo,
comegaram a apresentar diferenca significativa no biovolume a partir do 3° dia até o final do
experimento (p < 0,045 do 3° ao 15° dia). No controle, o biovolume foi crescente até o 15°
dia, atingindo o méximo de 1,25x10’ um3.ml'1, ocorrendo no mesmo dia na interacdo que,
apesar de menor, atingiu o maximo de 3,18x10° pm>.ml™. Esta espécie, tanto no controle
quanto na interagdo, entrou na fase exponencial logo no 1° dia do experimento e permaneceu
nesta fase até o 6° dia, dando inicio, posteriormente a fase estaciondria até o final do
experimento.

A velocidade especifica de crescimento de M. contortum foi significativamente maior
no controle comparado a interagdo (p = 0,027) e quanto ao tempo de duplicacdo ndo houve
essa diferenca para esta espécie devido, provavelmente, ao desvio padrao (Tabelas 6 e 7).
Mas, nesta comparacao do tempo de duplicacdo entre o controle e a interagdo, a probabilidade
de diferenca foi proxima a considerada significativa, com p = 0,08.

Em contrapartida, comparando as curvas de crescimento no controle e na interagao de
C. raciborskii (Figura 12), ndo foi observada diferenga significativa. No controle, o
biovolume maximo foi de 2,59){106 prn3.ml'1 e na interagao 2,31){106 pm3.ml'1, ambos no 15°
dia do experimento (Tabela 8). Dessa forma, a cianobactéria, tanto no controle quanto na
interagdo, permaneceram na fase exponencial do 1° dia até o final do experimento, ndo
apresentando fase estacionaria.

Estas informagdes estdo de acordo com os resultados do teste t-student, pois também

ndo houve diferenga significativa nas velocidades especificas de crescimento e tempo de
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duplicagdo entre o controle ¢ a interagao para C. raciborskii, conforme Tabelas 6 ¢ 7,
respectivamente.

Na interagdo, o biovolume de C. raciborskii foi menor do que o de M. contortum do 1°
dia até¢ o 12° com p < 0,034 para todos os dias, exceto no dia 4, apesar da estatistica
apresentar valor proximo ao considerado significativo, com p = 0,052 (Figura 12). A partir do
13° dia essa situacdo ¢ revertida e as duas espécies passam a ter o mesmo biovolume. M.
contortum se manteve na fase estacionaria e C. raciborskii manteve seu crescimento
exponencial, atingindo biovolume similar ao da cloroficea. Em relacdo a velocidade
especifica de crescimento e ao tempo de duplicagdo das duas espécies na interagcdo, ndo foram

observadas diferengas significativas.
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Figura 12: Curvas de crescimento de C. raciborskii e M. contortum baseadas nas médias do biovolume
(10°.um®.mI™") na simulagdo do ambiente Mesotrofico. Mc cont. — M. contortum controle; Mc int. — M.
contortum interagdo; Cr cont. — C. raciborskii controle; Cr int. — C. raciborskii interagdo. Barras verticais
indicam o desvio padrdo (n=3).

Esses dados evidenciam que C. raciborskii, em condigdes mesotroficas, ndo foi inibida
com a presenga de M. contortum. Em contrapartida, a cloroficea teve seu crescimento inibido
pela cianobactéria, pois no controle de M. contortum, o crescimento e a velocidade especifica
de crescimento, foram significativamente maiores comparados a esta espécie na interacao.

Embora o crescimento de M. contortum tenha sido inibido na interacao, houve a
coexisténcia desta com C. raciborskii ao final do experimento. A cianobactéria, no 15° dia,

permaneceu na fase exponencial e a cloroficea na estaciondria, o que pode ser um indicio de
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que C. raciborskii tenha vantagem competitiva no ambiente mesotrofico, pois esta espécie
ndo teve seu crescimento afetado pela presenca de M. contortum.

Para a simulacdo do reservatorio supereutrdfico, as concentracdes iniciais de 35,3
ng L de fosforo e 450 pg. L de nitrogénio foram utilizadas, estabelecendo uma relagio N:P
inicial de 28/1.

De acordo com o biovolume das culturas das espécies, foi calculado o inoculo inicial
do experimento, sendo para M. contortum uma densidade média de 4,33x10* ind.ml™" no
controle, ¢ de 4,28x10" ind.ml" na interagio. O controle ¢ a interacdo de C. raciborskii
apresentaram como densidade inicial 6x10? ind.ml™.

Os biovolumes iniciais foram semelhantes para as duas espécies nos controles e na
interagdo. M. contortum inicialmente apresentou biovolume de 1,06x10° pm?®.ml" no controle
e 1,05x10° um*.ml" na interagdo. C. raciborskii apresentou biovolume de 1,1x10° pm®.ml™ e
1,03x10° pm?.ml™ no controle e na interacdo, respectivamente, como pode ser observado na
Figura 13 e Tabela 8.

As curvas de crescimento de M. contortum, representadas na Figura 13, demonstraram
que, no controle, o biovolume foi crescente até o final do experimento, apresentando valor
maximo no 15° dia: 3,09x10” um?*.ml”". Na interagdo, ocorreu no mesmo dia, porém atingindo
o maximo de 1,29x10’ ],Lm3.ml'1, ou seja, o crescimento foi menor (Tabela 8). Estas curvas
apresentaram diferenca significativa a partir do 3° dia de experimento, prosseguindo até o fim,
com p < 0,04 em todos os dias, exceto no dia 4, devido ao maior desvio padrdo da média,
apesar do valor de p ter sido proximo ao considerado significativo (< 0,05): p =0,051.

A cloroficea, tanto no controle quanto na interagao, iniciou a fase exponencial no 1°
dia do experimento, a qual seguiu até o 4° dia, e posteriormente, teve inicio a fase estacionaria
até o final do experimento.

Embora haja diferenca nos biovolumes ao longo do experimento, quanto a velocidade
especifica de crescimento (Tabela 6) e o tempo de duplicagdao (Tabela 7) nao foi observada
diferenga significativa, além de no controle M. contortum ter atingido biovolume maior
comparado a interagdo, indicando inibi¢cdo em seu crescimento.

Quanto as curvas de crescimento de C. raciborskii (Figura 13), elas apresentaram-se
semelhantes, com diferenga significativa apenas no 9° dia (p = 0,007) provavelmente devido a

reducdo do volume celular que ocorreu nos tricomas da espécie, como pode ser observado na
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Figura 16. No controle, o biovolume méaximo foi de 3,24x10° pm?.ml™” e na interacdo foi de
2,46)(106 ],Lm3.ml'1, ambos observados no ultimo dia de experimento, conforme Tabela 8.

Tanto no controle quanto na interagdo, as curvas da cianobactéria mantiveram-se na
fase exponencial do 1° dia até o final do experimento, ndo havendo indicios de fase
estacionaria.

Os dados relacionados ao semelhante crescimento de C. raciborskii no controle e na
interagdo, corroboram com os resultados estatisticos da comparagdo quanto as suas
velocidades especifica de crescimento e aos tempos de duplicacdo, pois ndo ha diferenga

significativa desses parametros entre estas culturas de cianobactéria.
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Figura 13: Curvas de crescimento de C. raciborskii e M. contortum baseadas nas médias do biovolume
(10°.um>.mI™") na simulagio do ambiente Supereutréfico. Mc cont. — M. contortum controle; Mc int. — M.
contortum interagdo; Cr cont. — C. raciborskii controle; Cr int. — C. raciborskii interagdo. Barras verticais
indicam o desvio padrdo (n=3).

Na intera¢do, as duas espécies iniciaram o experimento com biovolumes semelhantes e
ambas apresentaram crescente aumento dessa variavel até o final do experimento (Figura 13).
No entanto, M. contortum apresentou biovolume significativamente maior comparado a C.
raciborskii, com diferenga significativa a partir do 3° até o fim do experimento (p < 0,013 do
3% ao 15° dia). Também houve diferenca nas velocidades especificas de crescimento e tempo
de duplicagdo das espécies na interacdo, conforme constatado nas Tabelas 6 e 7,

respectivamente.
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De acordo com esses dados observa-se que M. contortum teve seu crescimento inibido
na interagdo com C. raciborskii, quando comparado ao seu controle, embora a cloroficea
tenha apresentado biovolume final significativamente maior do que ao da cianobactéria.
Porém, quando C. raciborskii na interagdo ¢ comparada com seu controle, nota-se que o
crescimento da espécie foi semelhante, nao sendo prejudicado pela presenga de M. contortum.

Embora M. contortum tenha maior velocidade especifica de crescimento e maior
crescimento comparada a C. raciborskii na interacdo, a cloroficea inicia a fase estacionaria
primeiramente, enquanto a cianobactéria permanece na fase exponencial. Este fato contribui

com a vantagem competitiva de C. raciborskii, além de esta ndo ter o seu crescimento inibido.

Tabela 6 - Comparagdo das velocidades especificas de crescimento (p) (média com desvios
padrdo, n = 3), de M. contortum (Mc) e C. raciborskii (Cr), e C. raciborskii nos trés
ambientes simulados: oligotrofico, mesotréfico e supereutréfico

Velocidade especifica de crescimento (dia™)

Simulagéo / - ~ - =
Tratamento  Mc - controle Mc - interacao Cr - controle  Cr - interacéo
. - 0,45 + 0,05 0,28 +£0,11 0,24 + 0,03
Oligotrofico 0,35+0,04 C EF GH
Mesotréfico 0.37:£0,02 0,14+ 0,08 0,09£001 009003
- 0,68 +0,07 0,58 £0,07

Supereutrdéfico AB Dt 0,07 £0,01 0,06 £ 0,02
* Diferenca entre Mc controle e Mc interagdo p=0,027
1 Diferenga entre Mc interacdo e Cr interagao p <0,007
A Diferenca de Mc controle entre oligotrofico e supereutrofico p <0,001
B Diferenca de Mc controle entre mesotréfico e supereutréfico p <0,001
C Diferenga de Mc interagdo entre oligotrofico e mesotrofico p =0,003
D Diferenca de Mc interagdo entre mesotrofico e supereutroéfico p <0,001
E Diferenca de Cr controle entre oligotrofico e mesotrofico p=0,031
F Diferenca de Cr controle entre oligotréfico e supereutrofico p=0,019
G Diferenca de Cr interag@o entre oligotrofico e mesotrofico p=0,001

H Diferenca de Cr interagao entre oligotréfico e supereutrofico p <0,001
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Tabela 7 - Comparagio dos tempos de duplica¢do (Td) (média com desvios padrdo, n = 3), de
M. contortum (Mc) e C. raciborskii (Cr), e C. raciborskii nos trés ambientes simulados:
oligotrofico, mesotrofico e supereutrofico

Tempo de duplicagéo (dia)

Simulagéo / - ~ - ”
IMUIAC0 T 1 atamento ~ M - controle Mc - interacdo  Cr - controle  Cr - interacdo
+
Oligotrofico 1,98 A0’22 1,54 +£0,19 2,76 £ 1,01 2,90 £ 0,40
Mesotréfico 1,86 + 0,13 6,12 + 3,20 7,55+ 0,81 8,90 + 3,64
B D E Gt
+ +
Supereutréfico 1,03+0,10 1,20+£0,13 10’26F 1,67 11’9; T4’73
T Diferenga entre Mc interagdo e Cr interagdo p<0,017
A Diferenca de Mc controle entre oligotréfico e supereutrofico p <0,001
B Diferenga de Mc controle entre mesotrofico e supereutrofico p=0,002
D Diferenca de Mc interagao entre mesotrofico e supereutroéfico p =0,040
E Diferenga de Cr controle entre oligotrofico e mesotrofico p=0,007
F Diferenga de Cr controle entre oligotréfico e supereutréfico p <0,001
G Diferenca de Cr interag@o entre oligotrofico e mesotrofico p = 0,047
H Diferencga de Cr interagao entre oligotréfico e supereutréfico p = 0,040

Tabela 8 - Médias dos biovolumes iniciais e finais de M. contortum (Mc) e C. raciborskii
(Cr) (10°.um’.ml™), com desvios padrio (n = 3), nos trés ambientes simulados

Biovolume (10 ‘iuma.ml'l)

Culturas
Trofia Periodo
Mec controle Mc interacio Cr controle Cr interacio
Inicial 2002022 2,39+02% 2,52+0.27 2.72 £0.16
Oligotrofico
Final 1480 20,46 953012 2460+ 3,08 1,98 £0.52
Inicial 5.93 £0.23 6.07+0.77 6.79 +0,52 6.76 +0.86
Mesotrofico
Final 12529 +1.25 31.81 £ 7.5 25,92 +2.96 23,15 +£5.70
Inicial 10,59 £ 0,86 10,47 =+ 0,88 11,03 +1.61 10,35 +0.%1
Superentréfico
Final 30942 +61.26 129,34 +9.44 3245+374 2461 £ 4,80

Diante dos resultados, é possivel comparar o crescimento das espécies nos trés
diferentes ambientes simulados. Foi observado que apenas no oligotréfico o biovolume do
controle de C. raciborskii foi superior ao de M. contortum, tanto no controle quanto na
interagdo. Nos ambientes mesotrofico e supereutréfico o biovolume do controle da cloroficea
foi superior a todas as outras situagdes analisadas.

Comparando os biovolumes de M. contortum e C. raciborskii quando em interagéo,
observou-se que em todas as simula¢des o da cloroficea foi superior ao da cianobactéria,
apesar de no mesotrofico, no final do experimento, ndo ter sido encontrado diferenca
significativa entre o biovolume das espécies, pois M. contortum encontrava-se na fase

estacionaria ¢ C. raciborskii na exponencial.
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Apesar disso, os biovolumes de C. raciborskii na interagdo ndo apresentaram
diferengas significativas quando comparados aos seus controles, nos ambientes mesotréfico e
supereutrofico, demonstrando que M. contortum nao inibiu o crescimento desta cianobactéria
em tais situagdes. O mesmo ndo ocorreu no oligotrofico, no qual a cianobactéria teve um pico
de crescimento no 4° dia de experimento e posteriormente iniciou a senescéncia ao interagir
com a cloroficea.

Em compensacdo, analisando as curvas de crescimento de M. contortum, notou-se que
nos trés niveis de trofia houve diferenga significativa no biovolume final da espécie em seu
controle comparado a interagcdo demonstrado que, de alguma forma, esta espécie teve uma
inibi¢ao em seu crescimento pela competigdo com C. raciborskii.

Nas Tabelas 6 e 7 sdo apresentadas as comparagdes e os resultados estatisticos do teste
ANOVA das velocidades especificas de crescimento e tempo de duplicagdao das espécies, em
cada cultura, entre os diferentes ambientes simulados.

Foi observado que houve diferenca entre as velocidades especificas de crescimento e o
tempo de duplicacdo nos controles e na interacdo de M. contortum do ambiente supereutréfico
com os oligotrofico e mesotrofico. As velocidades foram crescentes e os tempos de
duplicagdo decrescentes conforme o aumento da trofia. Essa relagao s6 nao foi valida com
esta espécie na interacdo no ambiente mesotrofico, a qual apresentou velocidade especifica de
crescimento maior e tempo de duplicagdo menor.

Quanto a velocidade especifica de crescimento e tempo de duplicagdo de C.
raciborskii, constatou-se que foram superiores ¢ inferiores, respectivamente, no oligotrofico
comparadas aos ambientes mesotroéfico e supereutrofico, tanto no controle quanto na
interagdo. Entre o mesotréfico e o supereutréfico ndo houve diferenca destes parametros.

Embora ndo tenha ocorrido diferenca entre esses dois ultimos ambientes, observa-se
que C. raciborskii nos controles e nas interagdes, apresentaram velocidades especificas de
crescimento decrescentes em relacdo ao aumento da trofia e os tempos de duplicagdo
crescentes, sendo o oposto as caracteristicas de crescimento de M. contortum.

Portanto, de maneira geral, pode-se dizer que a cloroficea possui vantagens
competitivas em elevado nivel de trofia quanto a maior velocidade especifica de crescimento,
embora tenha apresentado inibicao em seu crescimento em todos os ambientes simulados em

competi¢do com a C. raciborskii. Mas, quanto ao crescimento, a cianobactéria tem vantagens
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por permanecer na fase exponencial enquanto M. contortum encontrava-se na fase

estacionaria, e por ndo ter seu crescimento inibido quando em interacdo com a cloroficea.

5.2.2. Volume celular

Os volumes celulares das espécies em cada experimento foram comparados, entre o
controle ¢ a intera¢do com o teste t-student para averiguar se houve diferenga significativa
nesta variavel.

Além disso, foi verificado se houve diferenga no volume celular no inicio, meio ¢ fim
dos experimentos (dias 0, 7 e 15), nas curvas de crescimento de M. contortum e C.
raciborskii, dos controles e das interagdes, através do teste ANOVA, representadas por
simbolos nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.

No ambiente oligotréfico, conforme Figura 14, o volume celular de M. contortum foi
semelhante entre o controle e a interagdo, ndo apresentando diferenca significativa em
nenhum dos dias analisados (teste t, p > 0,05). Também nao houve diferenca do volume do
inicio ao fim do experimento, tanto no controle quanto na interacdo (ANOVA, p > 0,05).

O mesmo nao ocorreu com C. raciborskii, na qual foi observada uma diminuigao
significativa do volume celular da espécie na interagdao do 6° ao 10° dia do experimento (p <
0,001 no 6°, 7° ¢ 9° dia e p = 0,003 no 10°) comparada ao controle. A partir do 12° dia, houve
diminuicdo também do volume celular da cianobactéria no controle, e de acordo com as
curvas de crescimento deste experimento, foi notado que o biovolume do controle de C.
raciborskii no oligotrofico (Figura 11) foi superior as demais situagdes. Além disso, no 7° dia,
o controle da cianobactéria obteve volume celular significativamente maior comparado aos
dias 0 e 15.

A redugdo no biovolume da cianobactéria na interagdo a partir do 6° dia ocorreu
devido a significativa diminuicdo do volume celular, pois a espécie obteve aumento da sua
densidade até o 9° dia, o que indica uma hipdtese de estratégia de sobrevivéncia desta espécie
em competicdo com a outra.

Ao contrario do que ocorreu na situag@o anterior, os volumes celulares das espécies na
simula¢do do mesotrofico, apresentados na Figura 15, demonstraram que C. raciborskii nao
apresentou diferencas significativas em seu controle comparado a interacdo. Também ndo

ocorreu essa diferenga durante os dias de anélise, do inicio ao fim do experimento na
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Figura 14: Média dos volumes celulares (um®) de M. contortum (Mc) e C. raciborskii (Cr) na simulagdo do

ambiente oligotrofico. “x” indica maximo e minimo, retdngulo a maior concentragdo dos volumes e o dentro do
retangulo a média do volume celular (n=3).
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interacao, € no controle, o volume celular no dia 15 foi significativamente maior do que no
dia 0 (p = 0,034, Tabela 10).

O volume celular do controle de M. contortum no 1° dia do experimento foi
significativamente menor do que na interacdo, o que pode ser justificado pelo controle ter tido
velocidade especifica de crescimento maior (p = 0,027) e tempo de duplicagdo menor (p =
0,08) (Tabelas 6 ¢ 7). Além disso, o volume celular no controle da cloroficea encontrou-se
significativamente maior no 15° dia comparada aos dias 0 e 7 (Tabela 9).

Houve também diferenga significativa do volume celular da cloroficea nos dois
ultimos dias de analise, 13° e 15°, nos quais esta espécie se apresentou com menor volume na
interacdo (p = 0,046 e p = 0,031, respectivamente). Uma hipdtese para essa diminui¢do do
volume celular é devido a competi¢do com C. raciborskii, pois ndo apresentaram diferengas
significativas em suas curvas de crescimento na interacdo nestes dias, conforme analisado
anteriormente (Figura 12).

Quanto ao supereutrdfico, os volumes celulares estdo representados na Figura 16. Nao
houve diferenca significativa entre os volumes celulares de C. raciborskii no controle e na
interagdo nos dias de anélise, semelhante ao ocorrido no ambiente mesotréfico. E importante
ressaltar que, no 9° dia de experimento, houve uma diminui¢do do volume desta espécie na
interagdo proxima ao considerado significativo (p < 0,05), com p = 0,069, o que confirmou a
unica diferenca significativa encontrada entre as curvas de crescimento por biovolume do
controle e da interacdo, conforme demonstrado na Figural3.

Posteriormente a este dia, houve diminui¢cdo também do volume celular desta espécie
no controle, voltando a aumentar no ultimo dia do experimento, tanto no controle quanto na
interagao.

Em relacdo ao volume celular de M. contortum, este foi significativamente menor na
interagdo, comparado ao seu controle, a partir do 10° dia até o final do experimento (p =
0,003, p = 0,014, p = 0,002, e p = 0,007, respectivamente), sendo que no 9° dia apresentou
diferenga proxima ao considerado significativo (p = 0,056), indicando uma provavel

modificagcdo morfoldgica devido a competicao com a cianobactéria.
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Figura 15: Média dos volumes celulares (um®) de M. contortum (Mc) e C. raciborskii (Cr) na simulagdo do
ambiente mesotrofico. “x” indica maximo e minimo, retdngulo a maior concentracdo dos volumes e 0O dentro do
retangulo a média do volume celular (n=3).
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Figura 16: Média dos volumes celulares (um®) de M. contortum (Mc) e C. raciborskii (Cr) na simulagdo do

ambiente supereutrofico. “x” indica maximo e minimo, retdngulo a maior concentragdo dos volumes e o dentro
do retangulo a média do volume celular (n=3).

Comparando o controle da cloroficea ao longo do experimento, o dia 15 apresentou

volume significativamente maior do que os dias 0 e 7, e na interacao essa diferenca sé foi

observada entre os dias 0 e 15 (Tabela 9).
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No controle, C. raciborskii apresentou diminuigdo significativa no volume celular
entre os dias 0 e 15, sendo maior no inicio do experimento (Tabela 10). Por outro lado, na
interagdo desta espécie ndo foi observada diferenca significativa em seu volume celular do
inicio ao fim do experimento.

Conforme ja constatado nas analises de crescimento, os dados de volume celular
reforcam as evidéncias de que C. raciborskii ndo teve seu desenvolvimento prejudicado
quando em interacdo com M. contortum nas condi¢des mesotrofica e supereutrdfica, pois o
volume celular da cianobactéria ndo apresentou diferenga significativa entre o controle e a
interagdo. Quanto a M. contortum, houve diferenga no volume celular entre o controle ¢ a
interagdo nesses dois niveis de trofia, confirmando que a cloroficea teve seu crescimento
afetado por C. raciborskii.

Para averiguar se houve diferenga dos volumes celulares nos diferentes niveis de
trofia, foi feita uma comparagdo a partir do teste ANOVA entre os controles e entre as
interagdes de cada espécie, em trés dias no decorrer do experimento, 0, 7 e 15, exemplificando
as diferencas dos volumes celulares no inicio, meio e fim do experimento. Nas Tabelas 9 e 10
estdo representadas as diferengas, com letras, de M. contortum e de C. raciborskii,
respectivamente.

De maneira geral, quanto ao M. contortum, as diferencas estiveram: nos volumes
celulares inicias, dos quais os ambientes oligotrofico e mesotrofico apresentaram volumes
significativamente maiores ao supereutrofico, nos controle e na interacao; o volume celular do
controle de M. contortum no mesotroéfico foi significativamente maior do que nos outros dois
niveis de trofia no final do experimento, dia 15. Na interacdo essa diferenga ocorreu apenas
entre o mesotrdfico e o supereutrdfico, nos dias 7 e 15 (Tabela 9).

No controle de C. raciborskii, o volume celular no 7° dia foi significativamente maior
no oligotrofico comparado aos outros dois niveis de trofia, mas no final do experimento o
volume da cianobactéria no ambiente oligotréfico foi significativamente menor comparado ao
mesotrofico e supereutréfico. O volume celular do ambiente mesotrofico também foi maior

comparado ao supereutrofico.
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Tabela 9 - Médias, com desvios padrdo (n=3), dos volumes celulares de M. contortum nos

controles e nas interagdes, nos dias 0, 7 e 15, nos ambientes simulados

Volume celular M. contortum (pm3)

Controle
Trofia/Dias 0 7 15
Oligotréfico 3514+11,84 A 36,66 + 14,34 38,37 + 10,46
Mesotrofico 34,23 +£9,38 B 4388 +16,74 C 62,39 +2856 *TDE
Supereutrofico 25,41 +9,37 29,36 +9,81 4231 +12,58 * ¢
Interagéo
Trofia/Dias 0 7 15
Oligotréfico 3514+11,84 a 38,02+ 16,15 3798 £ 19
Mesotrofico 34,23 £9,38 b 42,17 18,58 ¢ 48,17 £20,57 *e
Supereutrofico 25,41 +9.37 29,59 £+ 10,69 33,23 +12,52  *

*Diferenga entre dias 0 ¢ 15

1 Diferenca entre dias 7 ¢ 15

A; a Diferenca entre dia 0 do oligotrofico e 0 do supereutrofico
B; b Diferenca entre dia 0 do mesotréfico e 0 do supereutréfico
C; ¢ Diferenca entre dia 7 do mesotrofico e 7 do supereutréfico
D Diferenca entre dia 15 do oligotréfico e 15 do mesotrofico
E; e Diferenga entre dia 15 do mesotrofico e 15 do supereutrofico

Tabela 10 - Médias, com desvios padrao (n=3), dos volumes celulares de C. raciborskii nos

p<0,019
p <0,001
p=0,001
p=0,004
p < 0,006
p <0,001
p <0,004

controles e nas interacoes, nos dias 0, 7 ¢ 15, nos ambientes simulados

Volume celular C. raciborskii (um®)

Controle
Trofia/Dias 0 7 15
Oligotrofico 725,73 +390,82 2164,3 +1095,65#+BC 570,11 +£963,44
Mesotrofico 1155,12 + 690,68 144321 + 620,93 1599,34 £+ 714,17 *DF
Supereutrofico 1631,22 +1295,56 * A 1194 + 586,61 1061,31 +£573,77 E
Interagéo
Trofia/Dias 0 7 15
Oligotrofico 725,73 +390,82 542,36 + 504,6 488,90 + 378,87
Mesotrofico 1155,12 + 690,68 1330,96 + 440.4 b 1350,33 + 553,27 d
Supereutrofico 1631,22 +1295,56 a 1347,70 = 838,7 ¢ 1053,77 £ 575,37 ¢

# Diferenca entre dia 0 ¢ 7

*Diferenga entre dias 0 ¢ 15

T Diferenga entre dias 7 e 15

A; a Diferenca entre dia 0 do oligotréfico e 0 do supereutrofico
B; b Diferenca entre dia 7 do oligotrofico e 7 do mesotrofico

C; c Diferenca entre dia 7 do oligotrofico e 7 do supereutrofico
D; d Diferenca entre dia 15 do oligotréfico e 15 do mesotrofico
E; e Diferenca entre dia 15 do oligotréfico e 15 do supereutrofico
F Diferenga entre dia 15 do mesotréfico e 15 do supereutréfico

p <0,001
p<0,038
p <0,001
p <0,001
p <0,002
p < 0,001
p <0,001
p < 0,040
p <0,022

Na interagdo ocorreu ao contrario do controle de C. raciborskii no 7° dia, pois o
volume celular desta espécie foi significativamente menor no ambiente oligotrofico
comparado aos outros (Tabela 10). No dia 15, o ocorrido com o controle foi semelhante a
interagdo, ndo havendo diferencas apenas nos volumes celulares entre os ambientes

mesotrofico e supereutrofico.
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Em relagdo a morfologia, nos trés niveis tréficos simulados, M. contortum nao
apresentou diferencas, e C. raciborskii apresentou diferencas apenas no comprimento do
filamento, ndo apresentou acinetos e heterocistos, exceto no supereutroéfico, no qual esta
cianobactéria apresentou, em alguns individuos, heterocistos. As fotos das espécies podem ser
observadas nos apéndices A, B e C, representando os ambientes oligotréfico, mesotrofico e

supereutrofico, respectivamente.

5.2.3. Clorofila-a

As andlises de clorofila-a foram realizadas a partir de amostras coletadas do bloco 2
(Figura 7), em triplicata, de trés em trés dias, conforme descrito no item 4.7. As andlises
estatisticas foram realizadas para comparar a concentragdo de clorofila-a da soma dos
controles com a concentragao da interagdo através do teste t-student.

Na simulacdo do ambiente oligotrofico, os resultados das concentragdes médias da
clorofila-a controle e da interagdo estdo apresentados na Figura 17. Comparando estes
resultados com as curvas de crescimento, Figura 11, observou-se que a concentracdo de
clorofila-a foi baixa, correspondendo ao baixo crescimento das espécies neste grau de trofia,
exceto o controle da cianobactéria, que apresentou maior crescimento.

No dia 0 de experimento, verificou-se que a clorofila-a da interacio (7,44 pug.L™") foi
igual 4 soma do resultado do controle de C. raciborskii (1,86 pg.L™") e de M. contortum (5,58
ng.L™), confirmando que os indculos iniciais foram semelhantes.

Apesar de haver diferenca significativa do biovolume em alguns pontos na
comparacdo das curvas entre os controles e entre as interacdes das duas espécies, 0 mesmo
ndo foi observado para a clorofila-a, ndo havendo diferenga significativa entre a soma dos
controles ¢ a interagdo em nenhum dos dias analisados. O que pode ter ocorrido ¢ a
compensag¢ao da redugdo do volume celular de C. raciborskii com o aumento da concentragdo
de clorofila-a em suas células, sendo imperceptivel a senescéncia desta espécie caso o
monitoramento da biomassa tivesse sido realizado apenas por este parametro.

A concentragio de clorofila-a controle atingiu seu maximo no 6° dia (17,19 pg.L™)
que, quando comparadas as curvas de crescimento, correspondeu a fase exponencial dos

controles de M. contortum e de C. raciborskii. Posteriormente, nos dias 9 e 12 as
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concentracdes de clorofila-a foram praticamente constantes com 15,81 ug.L™" ¢ 16,74 pg.L™",
respectivamente, havendo diminui¢do no 15° dia de experimento.

Na interago, a concentra¢io maxima de clorofila-a ocorreu no 9° dia, de 18,12 pg.L™,
e a partir do 12 ° dia diminuiu, provavelmente, devido ao envelhecimento das células, reducao

do biovolume das duas espécies e senescéncia de C. raciborskii.

Clorofila-a Oligotréfico
140

120

100

80
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Figura 17: Média da concentragio de clorofila-a (ug.L™") da soma dos controles, M. contortum e C. raciborskii,
e da interagdo, na simulacdo do ambiente oligotrofico. As barras verticais indicam o desvio padrao (n=3).

Quanto a simulagao do mesotrofico, as médias das concentragdes de clorofila-a estao
apresentadas na Figura 18. No inicio do experimento, dia 0, a concentragdo da interagdo
(11,16 pg.L™") foi igual & soma dos resultados do controle de C. raciborskii (2,79 pg.L") e de
M. contortum (8,37 pg.L™"), provando que os indculos iniciais foram idénticos.

A concentracdo de clorofila-a dos controles comparadas com a interagao foram
significativamente maiores a partir do 3° dia de anélise, até o final do experimento (p < 0,01
para todos os dias com diferenca significativa).

Comparando este dado com as curvas de crescimento, notou-se que, C. raciborskii
cresceu igual no controle e na interagdo, enquanto M. contortum cresceu menos na interagao
comparado ao seu controle. Isso poderia justificar a maior concentracdo de clorofila-a dos

controles em relagdo a da interagdo.
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Figura 18: Média da concentragio de clorofila-a (ug.L™") da soma dos controles, M. contortum e C. raciborskii,
e da interagdo, na simulacdo do ambiente mesotréfico. As barras verticais indicam o desvio padrdo (n=3).

As concentragdes maximas de clorofila-a dos controles ocorreram no 9° e 12° dias
(78,57 pgL' e 79,49 ugL', respectivamente), que correspondeu ao periodo da fase
estacionaria de M. contortum e da fase exponencial de C. raciborskii. No 15° dia de
experimento, foi observada redugdo na concentracido de clorofila-a, embora as espécies, nos
controles e na interagdo, tenham atingindo biovolume maximo neste dia.

Na interacdo, as concentracdes maximas da clorofila-a ocorreram no 6° e 9° dias de
experimento, com 25,11 pg.L", e decaiu no 12° dia. Apesar de na interagdo a concentragio
maxima de clorofila-a e a diminuicdo da mesma terem sido antecipadas em relacdo a dos
controles, ndo foi observado relacdo deste parametro com as velocidades especificas de
crescimento. No controle de M. contortum a velocidade foi maior e o tempo de duplicagdao
menor comparada a esta mesma espécie na interagdo, embora o mesmo nao tenha ocorrido
para C. raciborskii, nao havendo diferenca nas velocidades especificas de crescimento entre o
seu controle ¢ a interagao.

As menores concentragdes de clorofila-a observadas na interacdo comprovaram que
M. contortum teve seu crescimento prejudicado, ja que nao foi observada diferenga entre o
controle e a interagdo de C. raciborskii nas curvas de crescimento, ao contrario do que
ocorreu com M. contortum, com biovolume significativamente menor na interacdo comparado

ao seu controle.
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Na simulacao do supereutrofico, as concentragdes de clorofila-a sao apresentadas na
Figura 19. As concentragdes de clorofila-a foram mais elevadas e a diminui¢do delas foi
antecipada se comparada as outras duas simulagdes de trofia. As concentracdes de clorofila-a
dos controles foram significativamente maiores do que as da interagdo desde o 3° dia até o
ultimo dia de experimento (0,05 <p > 0,001 em todos os dias com diferenca significativa).

Além disso, como nao foi encontrada diferenca entre as curvas de crescimento no
controle e na interacdo de C. raciborskii demonstrou-se que, da mesma forma que no
mesotrofico, as menores concentragoes de clorofila-a na interagdo deveram-se ao menor
crescimento de M. contortum devido a diferenga observada nas suas curvas, o que também
justificaria a concentragdo de clorofila-a dos controles ter sido superior a da interagao.

No inicio do experimento, a concentragdo da clorofila-a na interagdo foi de 16,74
ng.L”', igual 4 soma das concentra¢des do controle de C. raciborskii, 4,19 pg.L"' e de M.

contortum, 12,56 pg.L"', confirmando que os indculos iniciais foram semelhantes.
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Figura 19: Média da concentracio de clorofila-a (ug.L™") da soma dos controles, M. contortum e C. raciborskii,
e da interagdo, na simulacdo do ambiente supereutrofico. As barras verticais indicam o desvio padrio (n=3).

Os controles ¢ a interagdo atingiram o pico maximo de concentracao de clorofila-a no
3° dia do experimento, com 119,04 pg. L™ ¢ 67,89 ug.L"', respectivamente, e a partir do 6° até
o fim do experimento, as concentragdes diminuiram, embora, as espécies, tanto nos controles

quanto na interac¢ao, tenham atingido o seu maior biovolume no 15° dia de experimento.
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Os picos de clorofila-a no 3° dia de experimento do supereutroéfico podem ter ocorrido
devido a velocidade especifica de crescimento de M. contortum, tanto no controle quanto na
interagdo, terem sido significativamente maiores neste nivel troéfico comparados ao
oligotréfico e mesotrofico (p < 0,001), exceto na comparagdo entre as velocidades na
interacao dos ambientes oligotrofico e supereutrofico (p = 0,12) (Tabelas 9 e 10).

De acordo com o relatado, algumas observagdes puderam ser feitas para este
parametro comparando os trés diferentes niveis de trofia simulados, apesar de terem inoculos
iniciais diferentes quanto ao biovolume das espécies.

As concentragdes de clorofila-a comprovaram os resultados obtidos nas velocidades
especificas de crescimento de M. contortum, tanto no controle quanto na interagdo, as quais
demonstraram que no supereutrofico esta espécie cresceu mais rapidamente do que nos outros
experimentos. Além disso, as menores concentracdes de clorofila-a na interagdo, no
mesotrofico e no supereutrofico, estiveram relacionadas, provavelmente, ao menor
crescimento de M. contortum.

Foi possivel observar também que C. raciborskii apresentou concentragdes menores de
clorofila-a comparadas a M. contortum, pois nos trés ambientes simulados, as duas espécies
tiveram biovolumes iniciais semelhantes, e no primeiro dia de andlise de clorofila-a, foi
possivel notar que as concentracdes de clorofila-a da cianobactéria foram menores do que as
da cloroficea.

Houve semelhanga também em todos os experimentos quanto a diminui¢do da
concentragdo da clorofila-a, uns mais tardiamente do que outros. Uma hipdtese para esta
ocorréncia foi o envelhecimento das células e consequente diminuigdo da concentracdo de
clorofila-a, pois a quantidade de pigmento das células ndo necessariamente correspondeu as
suas curvas de crescimento, ja que, dependendo das condi¢des nutricionais e do tempo, as
células envelhecem, perdem pigmentagdo e consequentemente, diminuem a sua capacidade
fotossintética.

Outros fatores que podem estar relacionados a sintese e diminuig¢do das concentragdes

de clorofila-a, nas trés simulagdes de trofia, sdo as concentragdes de nitrato e ortofosfato.

5.2.4. Nutrientes

Foram feitas analises para nitrato e ortofosfato, que representaram as formas de

nitrogénio e fosforo, respectivamente, disponiveis para assimilagdo dos microrganismos. As
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analises dos nutrientes foram feitas a partir de coletas dos Erlenmeyers do bloco 2, conforme
Figura 7, de trés em trés dias.

Os resultados apresentados sdo médias com desvios padrdo e os testes estatisticos
foram realizados para comparar o consumo dos nutrientes entre os dias para cada cultura
(diferenca representada por letras minasculas) e o consumo pelas trés diferentes culturas,
controles e interagcdo, em cada dia em que foi realizada a andlise (diferenca representada por
simbolos). Posteriormente, foi realizada uma compara¢ao do consumo dos dois nutrientes nos

diferentes niveis de trofia simulados (diferenga representada por letras maitsculas).

5.2.4.1. Ortofosfato

As concentragdes iniciais estabelecidas para o ortofosfato foram 3,3 pg.L”, 8,8 pg.L"
e 35,3 pg.L", para simulacdo dos ambientes oligotrofico, mesotréfico e supereutrofico,
respectivamente. Apesar desta defini¢do e da aclimatagdo prévia das culturas, nem sempre foi
possivel obter concentracdes de nutrientes iniciais idénticas em todas as culturas (controles e
interacdo). Uma hipotese para explicar tais diferengas iniciais foi a interferéncia das
concentragdes pré-existentes nos indculos e repiques que antecederam os experimentos e,
além disso, por as concentragdes de ortofosfato, no decorrer dos experimentos, apresentaram-
se abaixo do limite de detec¢do do método (10 pg.L™).

No oligotréfico, as concentragdes de ortofosfato nos controles e interacdo foram
semelhantes, havendo diferenga estatistica apenas entre o controle de C. raciborskii ¢ a
interacdo, com maior concentracdo no primeiro. Os resultados podem ser observados na
Tabela 11.

Notou-se que o ortofosfato diminuiu nos controles e na interagdo no mesmo periodo.
Logo no 3° dia do experimento houve reducdo significativa deste nutriente que,
posteriormente, permaneceu praticamente constante, tanto nos controles quanto na interacao
(Tabela 11). As menores concentragdes ocorreram no 9° dia para o controle de C. raciborskii
e a interacdo, e no 3° dia no controle de M. contortum.

A diferenga que se observou foi que houve um menor consumo no controle de C.
raciborskii comparado a interagdo do inicio até o 12° dia de experimento. Essa diferenga pode
estar relacionada com o controle da cianobactéria ter tido no inicio concentragdo de
ortofosfato acima dos demais, ou também, pelo consumo na interacdo ser maior devido a

presenca de duas espécies.
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Na interagdo, verificou-se também, que o consumo pelo nutriente se iniciou logo nas
primeiras horas do experimento, pois a concentracdo foi menor do que a proposta inicial. O
consumo mais rapido na interagdo pode estar relacionado a velocidade especifica de
crescimento de M. contortum ser maior do que a de seu controle, apesar de nao haver
diferencas significativas entre as velocidades, embora o p seja préximo ao considerado

significativo (p = 0,053).

Tabela 11 - Médias, com desvios padrdo (n = 3), das concentracdes de ortofosfato (ng.L™") da
simulacdo do ambiente oligotrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr —
cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) ¢ interagao

Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
Cr - cont. 3,91*i 0,43 1,47*i 0,13 1,68+0,11 1,42+0,22 1,7+ 0,31 1,55+ 0,11
a § k *k *
Mc - cont. 3,22 j 0,33 0,74+0,25 1,10+£0,40 0,92+0,13 1,3+£0,32 1,18 £0,15
+

Interacéo 2,38 . 0.27 0,81+0,31 0,83+036 0,53+0,24 0,86+0,25 0,82+0,50
*Diferenca entre controle C. raciborskii e Interagdo p <0,05
§ Diferenca entre controle C. raciborskii e controle M. contortum p <0,05
a Diferenca entre dia 0 com todos os outros dias p <0,001

Da mesma forma que no oligotrofico, as concentragdes de ortofosfato no mesotrofico
ndo foram inicialmente iguais em todos os Erlenmeyers, havendo diferenca significativa do
controle de M. contortum com o controle da cianobactéria e com a interagdo, sendo maior a
concentragdo neste primeiro. Os resultados estdo apresentados na Tabela 12.

As concentracdes de ortofosfato foram significativamente maiores no inicio do
experimento quando comparados a todos os outros dias nos controles das duas espécies e na
interagdo, havendo diminui¢do desde o 3° dia, permanecendo com valores semelhantes e

praticamente constantes até o dia 15 do experimento.
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Tabela 12 - Médias, com desvios padrao (n = 3), das concentragdes de ortofosfato (pg.L'l) da
simulagdo do ambiente mesotrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr —
cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) e interagdo

Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
Cr-cont. 72£043 1,22 +£0,32 1,33 £0,54 1,18 £ 0,87 0,7+ 041 1,72 £ 0,51
a
Mc - cont. 10’7§8: 083 1,02 £ 0,07 2,03+0,37 1,37 £ 0,69 23 i§0’35 0,87 £ 0,55
a
Interacéo 6.12:£0,59 0,96 + 0,19 1,49 + 097 0,96 + 0,38 1,68 j 299 1,1 £0,36
a
*Diferenca entre controle C. raciborskii e Interacdo p <0,05
T Diferenga entre controle M. contortum e interagdo p <0,05
§ Diferenga entre controle C. raciborskii e controle M. contortum p <0,05
a Diferenca entre dia 0 com todos os outros dias p <0,001

Entre as culturas, no decorrer dos dias, houve diferenca entre as concentragdes no 12°
dia, em que o controle de M. contortum e a interagdo apresentaram maiores concentragdes que
o controle de C. raciborskii. As menores concentragdes foram observadas no 12° dia no
controle da cianobactéria, no 15° no controle da cloroficea e nos dias 3 e 9 na interagao.

Em relagdo as concentragdes iniciais de ortofosfato na simulagdo do supereutréfico,
observou-se que os controles e a interacdo apresentaram diferencas significativas entre si,
como demonstrado na Tabela 13, com maiores concentra¢cdes no controle de C raciborskii,
seguido da interacdo, e concentracdes menores do que as iniciais estabelecidas no controle de
M. contortum.

Verificou-se que o consumo do ortofosfato pela monocultura de M. contortum iniciou
logo nas primeiras horas de experimento. Na interacdo também se pode dizer que houve esse
rapido consumo, pois em seu indculo foi adicionada o mesmo biovolume da cianobactéria no
controle, que, por sua vez, apresentou concentracdes maiores de ortofosfato.

As concentragdes diminuiram logo no inicio do experimento, no 3° dia, demonstrado
pela diferenca significativa do dia 0 comparado com todos os outros dias, em todas as
culturas. A concentracdo de ortofosfato foi significativamente maior no dia 3 comparada aos
dias 9 e 12 no controle da cianobactéria. Na interacdo, a concentracao foi significativamente
maior no 3° dia também, comparada aos dias 6 ¢ 9 (Tabela 13).

No 15° dia de experimento, o controle de M. contortum e a interacdo apresentaram
diferencas com as concentragdes de ortofosfato do dia 9, sendo menores neste dia.

Entre as culturas, houve diferengcas também nestes mesmos dias, com concentragoes
maiores no controle de C. raciborskii comparadas as obtidas na interagdo e ao controle de M.
contortum, evidenciando que o consumo de ortofosfato pelo controle de C. raciborskii foi

mais lento. Esse fato ocorreu, provavelmente, por a sua concentragdo inicial ter sido maior e
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por esta espécie apresentar velocidade especifica de crescimento menor no ambiente
supereutrofico. As menores concentragdes ocorreram no 9° dia de experimento no controle da
cloroficea e na interagdo, ¢ no 12° dia no controle da cianobactéria.

Os resultados podem também estar relacionados com a velocidade especifica de
crescimento e tempo de duplicagao de M. contortum, por ter sido significativamente maior e
menor, respectivamente, tanto no controle quanto na interacdo, quando comparados aos

parametros de crescimento de C. raciborskii neste ambiente.

Tabela 13 - Médias, com desvios padrdo (n = 3), das concentra¢des de ortofosfato (ng.L™") da
simula¢do do ambiente supereutrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr —
cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) ¢ interagao

Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
Cr-cont, O7P8ELOS 3.6x0.57 0035 LABE026 00006 2344049
*§a *8§b *§
+ +
Mc - cont. 21’51a 0,33 1,98+0,60 1,79+094 0,75+0,18 1,51 +0,24 2,16 . 0,52
+ + +
Interacdo 47’7i a0’78 2,30 d 0,32 1,11+£0,14 0,79+0,26 1,41 +0,32 1,99 c 0,52
*Diferenca entre controle C. raciborskii ¢ Intera¢do p <0,05
1 Diferenga entre controle M. contortum e interagao p <0,05
§ Diferenca entre controle C. raciborskii e controle M. contortum p <0,05
a Diferenca entre dia 0 com todos os outros dias p <0,001
b Diferenca entre dia 3 com 9 e 12 p <0,038
¢ Diferenca entre dia 9 com 15 p <0,031
d Diferenga entre dia 3 com 6 ¢ 9 p <0,042

As oscilagdes nas concentragdes de ortofosfato na simulaciao dos trés ambientes, apds
o consumo, no decorrer dos experimentos, devem-se, provavelmente, aos resultados estarem a
baixo do limite de detec¢do do método, ou também, pelas andlises terem ocorrido em blocos e
ndo de amostras de um Unico Erlenmeyer do inicio ao fim do experimento.

Comparando o consumo de ortofosfato nos trés niveis troficos, pode-se observar que,
inicialmente, como planejado, as concentragdes iniciais foram todas significativamente
diferentes, como demonstrado na Tabela 14.

No dia 3 foi observado que as concentragdes no supereutrofico foram
significativamente maiores do que nos ambientes oligotrofico e mesotrofico nas trés culturas.

Além destas diferengas, houve também concentragdes significativamente maiores no
controle de M. contortum no ambiente mesotrofico comparadas ao oligotrofico e

supereutrofico. No 15° dia, entre os controles de M. contortum as concentracdes foram
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maiores no ambiente supereutrofico em comparacdo com o mesotroéfico. Neste mesmo dia,
houve diferenca nas concentragdes das interagdes entre os ambientes oligotrofico e
supereutrofico, sendo maior neste ultimo ambiente (Tabela 14).

De maneira geral, ndo houve diferengas nas concentragdes no decorrer dos dias entre
os ambientes, dando evidencias de que a assimilagdo do ortofosfato ocorre de forma

semelhante nos diferentes ambientes simulados.
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Tabela 14 - Médias, com desvios padro (n = 3), das concentra¢des de ortofosfato (ng.L™") da simulagdo dos ambientes oligotréfico, mesotrofico
e supereutrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr — cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) e intera¢do, com comparagao

das culturas em cada dia de analise

Trofia Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
Cr-cont. 3,91 +0,43 1,47+0,13 1,68 +0,11 1,42 +0,22 1,7+0,31 1,55+0,11
Oligotrofico  Mc - cont. 3,22 +0,33 0,74 0,25 1,10+ 0,40 0,92 +0,13 1,30 + 0,32 1,18+0,15
Interacdo 2,38 +0,27 0,81 +0,31 0,83 +0,36 0,53 +0,24 0,86 +0,25 0,82 + 0,50
Cr-cont. 720043 A 1,22 +£0,32 1,33 +£0,54 1,18 +0,87 0,70 £ 0,41 1,72 +0,51
Mesotrofico Mc - cont. 10,78 +£0,83 D 1,02 + 0,07 2,03 +£0,37 1,37 0,69 230+035 DF 0,87+0,55
Interacdo 6,12+0,59 G 0,96 £0,19 1,49 + 0,97 0,96 £ 0,38 1,68 +£2,99 1,10+ 0,36
Cr-cont. 67,28+1,05 BC 3,6+0,57 BC 2,08+0,35 1,48 £ 0,26 1,22 + 0,96 2,34 +£0,49
Supereutréfico Mc-cont. 21,51 +£033 EF  1,98+0,60 EF 1,79 £ 0,94 0,75+0,18 1,51+0,24 2,16+0,52 F
Interacdo 47,78+0,78 HI  230+0,32 HI 1,11+0,14 0,79 + 0,26 1,41 +0,32 1,99+0,52 H
A Diferenga dos controles de C. raciborskii entre oligotrofico e mesotréfico p <0,003
B Diferenca dos controles de C. raciborskii entre oligotrofico e supereutrofico p <0,001
C Diferenga dos controles de C. raciborskii entre mesotréfico e supereutrofico p <0,001
D Diferenca dos controles de M. contortum entre oligotrofico e mesotrofico p<0,016
E Diferenca dos controles de M. contortum entre oligotrofico e supereutrofico p <0,001
F Diferenga dos controles de M. contortum entre mesotréfico e supereutrofico p <0,044
G Diferenca da interagdo entre oligotrofico e mesotrofico p <0,001
H Diferenca da interagdo entre oligotrofico e supereutrofico p <0,05

I Diferenca da interagdo entre mesotrofico e supereutrofico

p<0,001



92

5.2.4.2. Nitrato

A concentragdo inicial estabelecida para o nitrato foi igual para todos os experimentos,
correspondente 4 0,45 mg.L™'. Da mesma maneira como mencionado em relagio ao
ortofosfato, apesar desta concentragdo inicial estabelecida para os meios de cultura e da
aclimatagdo prévia das culturas as condigdes adequadas de cada experimento, nem sempre foi
possivel obter concentragdes iniciais idénticas nos controles e interacdo, provavelmente
devido as concentragdes pré-existentes nos inoculos e repiques antecedentes aos
experimentos.

Na simulagdo do oligotrofico, conforme Tabela 15, as concentragdes nos dias 0 e 3
foram significativamente maiores no controle de C. raciborskii ¢ na interagdo quando
comparados ao controle de M. contortum, e nos dias 12 e 15 observou-se menores

concentragdes na interagdo do que nos dois controles.

Tabela 15 - Médias, com desvios padrio (n = 3), das concentra¢des de nitrato (mg.L") da
simulagdo do ambiente oligotrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr —
cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) ¢ interagao

Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
047+0,02  046+0,01 0,51+ 0,01 0,54 £ 0,01

Cr-cont. 046 £ 0,01 0,48 + 0,02
§ § *b *c
Mc-cont.  041£00  04£001 044001 ~ OA7+002  05£001  052=001
€ ib Tf
Inte ragio 0,45 £+ 0,02 0,44 £ 0,01 045 + 0,02 0,47 £ 0,01 046 + 0,02 0,5+ 0,01
i i d ¢
*Diferenca entre controle C. raciborskii ¢ Interagdo p <0,05
T Diferenga entre controle M. contortum e interagao p<0,05
§ Diferenga entre controle C. raciborskii e controle M. contortum p <0,05
b Diferencga entre dia 12 com dias 0,3 ¢ 6 p < 0,006
¢ Diferenca entre dia 15 com todos os outros dias p <0,042
d Diferenga entre dia 9 com dia 3 p <0,042
e Diferenca entre dia 9 com dias 0 e 3 p <0,002
f Diferenca entre dia 15 com dias 0, 3, 6 ¢ 9 p <0,003

Comparando cada cultura separadamente no decorrer dos dias, notou-se que nos dias
12 ¢ 15 as concentragdes de nitrato do controle de C. raciborskii foram maiores do que em
todos os outros dias. O mesmo ocorreu com o controle de M. contortum. Na interagdo, no 9°
dia, apresentou-se concentra¢do maior do que no 3° dia, e no 15° foi significativamente maior
do que em todos os outros dias. Com esses resultados, pode-se dizer entdo, que o consumo do

nitrato ocorreu no 3° e 6° dias e posteriormente comegou a aumentar nas trés culturas.
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Em relagdo ao mesotrofico, situacdo semelhante ocorreu, havendo consumo deste
nutriente no inicio e posterior aumento das concentragdes no final do experimento, como pode
ser observado na Tabela 16. O consumo do nitrato ocorreu mais tardiamente. A concentragao
no controle da cianobactéria e na interacdo diminuiu significativamente a partir do 9° dia e no
controle da cloroficea no 6° dia, dando evidéncias que o consumo foi mais rdpido, seguido de
aumento das concentragdes em todas as culturas no dia 15.

Além disso, quando se comparou o consumo entre as culturas, notou-se que nao houve
diferenca nas concentracdes iniciais. As concentracoes deste nutriente foram
significativamente maiores no controle de C. raciborskii a partir do 6° dia, até o final do
experimento, comparado ao controle de M. contortum. Em relacdo a intera¢do, o mesmo
ocorreu, porém somente nos dias 12 e 15 foi superior ao controle da cloroficea. Portanto, foi

possivel observar que o consumo de nitrato por C. raciborskii foi mais lento e menor.

Tabela 16 - Médias, com desvios padrao (n = 3), das concentragdes de nitrato (mg.L'l) da
simulagdo do ambiente mesotrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr —
cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) e interagdo

Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
Cor-cont. 046002 0455001 044+002 037001  035+002  038+001
b ¢ §d § § §
Mc-cont. %7 : 001 | 04l f 002 | 036 if 003 023+006 023+001  028+002
Interagéo 0442006  0AL£002 (0, 00s  (g9uqey 02002 035003
g h il i
1 Diferenga entre controle M. contortum e interagao p <0,05
§ Diferenca entre controle C. raciborskii e controle M. contortum p <0,05
b Diferenca entre dia 0 com dias 9, 12 ¢ 15 p <0,001
¢ Diferenca entre dia 3 com dias 9, 12 ¢ 15 p <0,002
d Diferenca entre dia 6 com dias 9, 12 ¢ 15 p <0,006
e Diferenca entre dia 0 com dias 6,9, 12 ¢ 15 p <0,008
f Diferenga entre dia 6 com dia 9 e 12 p <0,002
g Diferenca entre dia 0 com dias 9 e 12 p < 0,008
h Diferenca entre dia 3 com dia 9 p <0,008

Na simulagdo do supereutréfico, as concentragdes iniciais de nitrato foram

significativamente maiores no controle de C. raciborskii, conforme Tabela 17, provavelmente

devido a situagdes mencionadas anteriormente.

Foi observado que em todas as culturas houve diferenga nas concentragdes do dia 0

com todos os outros dias de analise, demonstrando que houve consumo deste nutriente, apesar

deste consumo ocorrer logo no 3° dia e posteriormente ter um aumento significativo nas
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concentragdes do 6° dia até o final do experimento, tanto nos controles quanto na interacao,

havendo maiores concentra¢des no 15° dia.

Tabela 17 - Médias, com desvios padrao (n = 3), das concentragdes de nitrato (mg.L'l) da
simulagdo do ambiente supereutrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr —
cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) e interagdo

Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
Cr - cont. 0,53 +£0,0 0,12+ 001 0,23 £ 0,01 0,24 + 0,01 0,23 +£ 0,01 0,25 £ 0,01
*§a c b d e
Mec - cont. 0,43 + 0,01 0,18 £ 0,03 0,25 £ 0,01 0,27 £ 0,01 0,27 £ 0,02 0,3+0,01
a § T T §b §d §Tg
Inte rago 0,5+ 0,01 012+ 001 0,22 + 0,01 0,25 + 0,01 0,26 + 0,02 0,27 = 0,02
c b f g
*Diferenca entre controle C. raciborskii ¢ Interagdo p <0,05
T Diferenga entre controle M. contortum e interagdo p <0,05
§ Diferenga entre controle C. raciborskii e controle M. contortum p <0,05
a Diferenca entre dia 0 com todos os outros dias p <0,001
b Diferenca entre dia 3 com dia 9 p <0,001
¢ Diferenca entre dia 3 com dia 6 p <0,001
d Diferenga entre dia 3 com dia 12 p <0,001
e Diferenca entre dia 15 com dias 3,6,9 ¢ 12 p<0,03
f Diferenga entre dia 12 com dias 3 ¢ 6 p <0,01
g Diferenga entre dia 15 com dias 3 e 6 p <0,009

No 3° dia em que foram observadas as menores concentracdes, ressalta-se que no
controle de C. raciborskii ¢ na interag@o, as concentragdes foram significativamente menores
do que no controle de M. contortum. Embora a partir do 6° dia as concentragdes se elevaram,
foi observado que no controle da cloroficea as concentragdes foram maiores do que
comparadas ao controle da cianobactéria do 9° dia até o final do experimento. Essa diferenca
entre o controle de M. contortum e a interagao so6 foi observada no 6° dia, e entre a interagao e
o controle de C. raciborskii ndo houve diferengas nas concentragdes de nitrato nos dias
analisados.

O consumo do nitrato do inicio ao 3° dia de experimento pode estar relacionado com o
pico de clorofila-a que ocorreu, nesse mesmo dia de anélise, no ambiente supereutrofico.

Comparando os trés experimentos, pode-se observar que houve maior consumo de
nitrato no supereutréfico e, tanto neste quanto no oligotrdéfico, o consumo ocorreu logo no 3°
dia de experimento. No mesotréfico, este consumo foi mais lento, iniciando entre os dias 6 e
9. A Tabela 18 representa as diferencas das concentracdes de cada cultura nos trés niveis
troficos por dia de andlise.

A semelhanca entre os trés experimentos foi o aumento da concentragdo de nitrato,

que no mesotréfico ocorreu no final do experimento e no oligotrofico e supereutréfico do
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meio para o fim do experimento progressivamente, em todas as culturas, controles e interagao.
Uma hipotese para esta ocorréncia foi a presenca de bactérias nitrificantes, que sdo capazes de
fixar o nitrogénio aerobiamente, transformando nitrito a nitrato.

De acordo com os resultados foi possivel notar também que o consumo do nitrato foi
maior conforme o aumento do nivel de trofia, ou seja, havendo menor consumo no ambiente
oligotrofico e maior no supereutrofico. Este fato pode estar relacionado com a limitagao de
fosforo, pois a assimilagdo do nitrogénio ¢ menor devido ao baixo metabolismo das células
sob a limitacao deste nutriente.

Outra evidéncia para sustentar essa hipotese sdo as concentracdes de clorofila-a, que
também foram crescentes a medida que a concentragdo de fosforo aumentava.

Por isso, no ambiente oligotrofico, a maior concentragdo de nitrato no final do
experimento, comparado aos outros ambientes, pode ser justificada pelo menor consumo de
nitrato devido a baixa concentragdo de ortofosfato. Conseqilientemente, a concentracdo mais
elevada do nitrato tornou-se mais aparente devido a ocorréncia de fixagdo de nitrogénio pelas

bactérias, embora em todas as simulag¢des tenha ocorrido este aumento.
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Tabela 18 - Médias, com desvios padrio (n = 3), das concentragdes de nitrato (mg.L™") da simula¢do dos ambientes oligotréfico, mesotrofico e
supereutrofico, nas culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr — cont.), controle de M. contortum (Mc — cont.) e interagdo, com comparagao

das culturas em cada dia de analise

Trofia Cult./Dias 0 3 6 9 12 15
Cr-cont. 0,47=+0,02 0,46+0,01 B 0,46+0,01 B 0,48+0,02 AB 051+001 AB 0,54+0,01 AB
Oligotrofico Mc - cont. 0,41 +0,0 0,40+0,01 E 0,44+0,01 DE 047+0,02 DE 0,50+£0,01 DE 0,52+0,01 DE
Interacdo 0,45+ 0,02 0,44+0,01 H 045+0,02 GH 047+0,01 GH 046+0,02 GH 0,50+0,01 GH
Cr - cont. 0,46 +0,02 0,45+0,01 C 0,44+0,02 C 0,37+0,01 C 0,35+0,02 C 0,38+0,01 C
Mesotréfico Mc-cont. 0,47+0,01 DF 041+0,02 F 0,36 +0,03 F 0,23 + 0,06 0,23 +£0,01 0,28 0,02
Interacdo 0,44 + 0,06 0,41+0,02 1 0,38+0,03 1 0,29+0,02 1 0,32+0,02 1 0,35+0,03 1
Cr-cont. 0,53+0,0 BC 0,12+0,01 0,23 +0,01 0,24 £ 0,01 0,23 +0,01 0,25+0,01
Supereutréfico Mc - cont. 0,43 +0,01 0,18 0,03 0,25+0,01 0,27 £ 0,01 0,27+0,02 F 0,30 £ 0,01
Interacdo 0,50 + 0,01 0,12+0,01 0,22 +0,01 0,25 +0,01 0,26 + 0,02 0,27 +£0,02
A Diferenga dos controles de C. raciborskii entre oligotrofico e mesotréfico p<0,001
B Diferenca dos controles de C. raciborskii entre oligotrofico e supereutrofico p <0,004
C Diferenga dos controles de C. raciborskii entre mesotréfico e supereutrofico p <0,05
D Diferenca dos controles de M. contortum entre oligotrofico e mesotrofico p <0,008
E Diferenca dos controles de M. contortum entre oligotrofico e supereutrofico p <0,009
F Diferenga dos controles de M. contortum entre mesotréfico e supereutrofico p <0,046
G Diferenca da interagdo entre oligotrofico e mesotrofico p <0,006
H Diferenca da interagdo entre oligotrofico e supereutrofico p <0,001

I Diferenca da interagdo entre mesotrofico e supereutrofico

p <0,034
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5.243. Relagéo N:P

Para melhor comparacdo da relagdo da assimilacdo de nitrato e ortofosfato nos
diferentes ambientes simulados, segue na Tabela 19 as relagdes N:P a partir dos resultados de

nitrato e ortofosfato no inicio (dia 0) e fim (15° dia) dos experimentos de cada cultura.

Tabela 19 - Rela¢do N:P inicial ¢ final de cada cultura nos ambientes simulados baseada na
média das concentragdes de nitrato e ortofosfato (n = 3) nos controles de M. contortum (Mc —
controle) e de C. raciborskii (Cr — controle) e interagao.

Relagdo N:P
Trofia Cultura/Periodo Inicial Final
Mc - controle 282:1 976:1
Oligotrofico Cr - controle 266:1 771:1
Interagao 418:1 1350:1
Mc - controle 97:1 713:1
Mesotréfico Cr - controle 141:1 489:1
Interacao 159:1 704:1
Mc - controle 44:1 307:1
Supereutrofico Cr - controle 17:1 237:1
Interacao 23:1 300:1

5.2.5. Toxina

As andlises de toxina total foram feitas apenas para saxitoxina devido aos testes
preliminares com a cepa utilizada de C. raciborskii, que constataram que ndo havia producao
de cilindrospermopsina, apenas saxitoxina. As analises foram realizadas a partir de coletas
dos Erlenmeyers dos controles da cianobactéria e da interacdo, ambos do bloco 1, conforme
Figura 7.

Os resultados apresentados sdo médias com desvios padrao das concentragdes de
saxitoxina em relagdo ao biovolume dos seus respectivos dias, conforme demonstrado na
Tabela 20, nos trés diferentes niveis troficos simulados. As andlises estatisticas foram para
comparar a diferenga da concentracdo de saxitoxina entre os dias para cada cultura,
representada por letras minusculas, e a diferenca entre o controle de C. raciborskii e interagao,

em cada dia em que foi realizada a analise, representada por simbolos. Posteriormente, foi



98

realizada uma comparagdo da concentragdo de saxitoxina de cada cultura nos diferentes niveis
de trofia simulada, indicada por letras maitsculas na Tabela 21.

No oligotrofico as maiores concentracdes de saxitoxina ocorreram no 3° dia do
experimento, com 2,05 x 10" pg.um™ no controle e no 15° dia na interacio, 4,73 x 10™'°
ug.pm’3 . A menor concentragio no controle ocorreu no 9° dia, 3,87 x 10" ug. ],Lm'3, € na
interagdo no dia 0 de experimento, 1,28 x 107'° pg.um™.

No controle houve diferenga significativa apenas das concentragdes nos dias 0 e 3
comparadas com todos os outros dias analisados, sendo que a partir do 6° dia de experimento
as concentragcdes de saxitoxina diminuiram e ndo apresentaram diferencas. Na interacao,
houve diferenga da concentracdo apenas no ultimo dia de experimento, ocorrendo o aumento
da concentracdo devido, provavelmente, a antecipagdo das fases estaciondria e de senescéncia
de C. raciborskii na interagao. Comparando as concentragdes de saxitoxina entre o
controle e a interacdo, houve aumento significativo na interacdo a partir do sexto dia até o
final do experimento, exceto no 9° dia, apesar da andlise resultar em um p = 0,096. As
concentragdes maiores na interacdo se devem, provavelmente, pelo biovolume de C.
raciborskii ter sido significativamente menor na interacdo do que no seu controle, além de
antecipacao da fase de senescéncia devido a competicao com M. contortum.

Em relagao ao mesotréfico, as maiores e menores concentragdes de saxitoxina, tanto
no controle quanto na interagdo, ocorreram nos dia 0 e 15, respectivamente, com resultados de
1,97 x 10" pg.um™ e 8,56 x 10" pg.um™ no controle, e 1,61 x 10" pg.um>e 9,45 x 107"
ng.um™, na interagdo. Nos dias analisados, entre o controle e a interacdo, ndo foi observada
diferenga significativa nas concentragdes de saxitoxina.

Apesar de as menores concentragdes terem ocorrido no final do experimento, foi neste
dia que C. raciborskii atingiu o biovolume maximo, tanto no controle quanto na interagdo. Ou
seja, a relacdo toxina/biovolume diminuiu conforme a cianobactéria avangou na fase
exponencial, sendo coincidente, tanto no controle quanto na interacao, as fases de crescimento
e a produgdo de saxitoxina.

Entre os dias do controle, houve diferenca significativa das concentragdes de
saxitoxina nos dias 0 e 6 comparados a todos os outros dias analisados, exceto diferenca entre
eles (0 e 6 ndo apresentaram diferenca). Na interacdo, ndo houve diferenca da concentragdo
entre os dias, embora tenha apresentado diminuicdo das concentracdes no final do

experimento.
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Tabela 20 - Média, com desvio padrao (n=3), das concentra¢des de saxitoxina por biovolume
(10"°ug.um™) das culturas (Cult.) controle de C. raciborskii (Cr — cont.) e interagdo (Int.),
nos trés ambientes simulados, oligotrofico (oligo), mesotrofico (meso) e supereutrofico

(super)

Concentracgdo de saxitoxina (10'1°ug.um'3)

Cult/Dias 0 3 6 9 12 15

Oligotrofico

Cr-cont. 141£027a 2,05+£022b 044005 039+0,13  063+0,18  045+0,10

Int. 1,28 + 0,89 1,5+0,82 1,38+0,31* 1,55+£0,07* 244+0,39* 4,73+1,26*e¢

Mesotréfico
Cr-cont. 197+040c 1,14+0,18 1,8+021d 1,28+024 1,06£007  086+0,1

Int. 1,61+ 0,40 1,44 + 0,26 1,54 +0,15 1,36 + 0,47 1,2+0,17 0,9+ 0,23

Supereutrofico
Cr-cont. 032+0,17  040+£007  032+0,06 027£0,08  025+0,06  0,32+0,19

Int. 032+£0,06 027011  021+005  030£0,08  035+005  0,18+0,09
* Diferenca entre controle C. raciborskii e Interagio p <0,05
a Diferenca entre dia 0 com todos os outros dias p <0,008
b Diferenca entre dia 3 com todos os outros dias p <0,001
¢ Diferenca entre dia 0 com dias 3,9, 12, ¢ 15 p < 0,004
d Diferenga entre dia 6 com dias 3,9, 12 ¢ 15 p <0,026
e Diferenca entre dia 15 com todos os outros dias p <0,05

Na simulagdo do supereutrofico foi observado que, no controle, a maior concentragao
de saxitoxina ocorreu no 3° dia, 4,01 x 10" pg.um™, ¢ a menor no 12° dia do experimento,
2,51 x 10" pg.um™. Na interago, a maior concentragio foi notada no 12° dia, 3,48 x 10"
pg.um™, e a menor no 15° dia de experimento, 1,78 x 107! pg.um™.

Apesar da diferenca dos dias em que ocorreram as maiores € menores concentragdes
entre o controle e a interacao, nao foi observada diferenca das concentracdes de saxitoxina
nesta comparagdo. Além disso, do inicio ao final do experimento, também nao foi encontrada
diferenca significativa nas concentragdes de saxitoxina entre os dias de andlise no controle da
cianobactéria e na interacao.

De forma semelhante ao observado no mesotrofico, as menores concentragoes de
saxitoxina ocorrem no final do experimento, quando a relagdo toxina/biovolume diminuiu e a
cianobactéria avangou na fase exponencial. No controle essa concentra¢do foi menor no 12° e
na interagdo no 15° dia, provavelmente, porque o tempo de duplicagdo de C. raciborskii no

controle foi menor do que na interacao (Tabela 7).



100

Para analisar as diferencas das concentracdes de saxitoxina dos controles de C.
raciborskii e das interagdes entre os diferentes niveis troficos, foram comparados os
resultados por dia de analise, como representado na Tabela 21.

Entre os controles de C. raciborskii, foi observado que a concentragdo de saxitoxina
foi significativamente maior no ambiente mesotroéfico comparada as dos ambientes
oligotrofico e supereutréfico, exceto no 3° dia de andlise quando no ambiente oligotrofico
ocorreram concentragdes significativamente maiores dos demais ambientes. Entre os
ambientes oligotrofico e o supereutrofico também houve diferenga nas concentragdes nos dias

0,3¢el12.

Tabela 21 - Compara¢do das médias, com desvios padrio (n=3), das concentragdes de
saxitoxina (ug.L™") entre os controles de C. raciborskii e entre as interacdes, nas diferentes
simula¢des de niveis troficos

Concentracéo de saxitoxina no controle C. raciborskii (10™%ug.pm™)
Ambiente/Dia 0 3 6 9 12 15

. 1,41 £0,27 2,05+0,22 0,63 +0,18
’ ’ ’ ’ 44 + +0,1 ’ ’ 45+0,1
Oligo B DE 0, 0,05 0,39 +0,13 N 0,45+ 0,10
Meso 1,97 £ 0,40 1,14 +0,18 1,8+0,21 1,28 £ 0,24 1,06 + 0,07 0,86 +0,1
AC F Gl JL MO PR
Super 032+0,17 040+0,07 032+0,06 027+0,08 025+006 0,32+0,19
Concentracéo de saxitoxina na interagao (10™°pg.um™)
Ambiente/Dia 0 3 6 9 12 15
Oligo 128 0,89 15082 1,38+031  1,55+0,07 244+039 4,73+126
H K MN PQ
Meso 1614040 1442026 DAEO 0047 12 i00,17 0,9+ 0,23
Super 0324006  027+0,11 021005 030+008  035+0,05  0,18%0,09
A Diferenca entre dia 0 do oligotréfico e 0 do mesotrofico p=0,037
B Diferenga entre dia 0 do oligotrofico e 0 do supereutrofico p =0,002
C Diferenga entre dia 0 do mesotrofico e 0 do supereutrofico p <0,001
D Diferenca entre dia 3 do oligotréfico e 3 do mesotrofico p=0,001
E Diferenca entre dia 3 do oligotrofico e 3 do supereutrofico p <0,001
F Diferenga entre dia 3 do mesotréfico e 3 do supereutrofico p =0,004
G Diferenca entre dia 6 do oligotrdfico e 6 do mesotrofico p <0,001
H Diferenca entre dia 6 do oligotréfico e 6 do supereutrofico p <0,001
I Diferenca entre dia 6 do mesotrofico e 6 do supereutrofico p <0,001
J Diferenga entre dia 9 do oligotréfico e 9 do mesotrofico p=10,001
K Diferenca entre dia 9 do oligotrdfico e 9 do supereutrofico p =0,045
L Diferenca entre dia 9 do mesotrofico e 9 do supereutrofico p <0,001
M Diferenca entre dia 12 do oligotréfico e 12 do mesotrofico p <0,01
N Diferenga entre dia 12 do oligotréfico e 12 do supereutrdfico p<0,017
O Diferenca entre dia 12 do mesotrofico e 12 do supereutréfico p<0,013
P Diferenga entre dia 15 do oligotrofico e 15 do mesotréfico p <0,027
Q Diferenca entre dia 15 do oligotréfico e 15 do supereutrofico p <0,001

R Diferenga entre dia 15 do mesotrofico e 15 do supereutrofico p=0,007
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Comparando as concentragdes de saxitoxina das interagdes nos diferentes niveis troficos,
nota-se que ndo houve diferencas nos dias 0 e 3 entre os ambientes, ao contrario do que
ocorreu na comparagdo dos controles. Esse fato deve-se, provavelmente, ao maior desvio
padrao destas analises. A partir do 6° dia até¢ o fim do experimento, o ambiente oligotrofico
apresentou concentragdes significativamente maiores comparadas ao supereutrdéfico, sendo o
mesmo observado na comparagdo com o mesotrofico nos dias 12 e 15 do experimento. A
diferenga entre os ambientes mesotréfico e supereutrofico ocorreu apenas no 6° e 12° dias.

De acordo com esses resultados, observa-se que nos controles a maior concentragao de
saxitoxina ocorreu no ambiente mesotrofico e na interacdo, no ambiente oligotréfico. Embora
haja essa diferenca, foi apenas no ambiente oligotréfico que ocorreu aumento significativo das
concentragdes na interagdo comparada ao seu controle, com diferenga a partir do 6° dia do
experimento. No mesotréfico e supereutrofico essa diferenca entre controles e interagdo nao
foi observada.

Quando se comparou a concentracdo de saxitoxina do ambiente oligotréfico com as
curvas de crescimento da cianobactéria no controle e na interagdo (Figura 11), observou-se
que o biovolume desta espécie na interagdo foi menor do que o seu controle a partir do 4° dia
de experimento. Esta ¢ uma possivel evidéncia de que aumento da sintese de saxitoxina e
diminui¢do do volume celular (Figura 14) podem ser estratégias de sobrevivéncia de C.
raciborskii na competicdo com a cloroficea, além de relagdo com a antecipagdo das fases

estacionaria e senescéncia que ndo ocorreram no controle desta espécie.

5.3.  Sintese dos resultados e consideracdes gerais

De acordo com todos os resultados apresentados dos trés experimentos realizados,
simulando ambientes oligotréfico, mesotréfico e supereutréfico, com médias e desvios
padrdo, foi feita uma sintese dos principais resultados, conforme Tabela 22, com o intuito de
comparar, de maneira geral, as principais diferengas entre os experimentos.

O crescimento de M. contortum foi maior no supereutrofico, tanto no controle quanto
na interacdo, apresentando maior velocidade especifica de crescimento e menor tempo de
duplicacdo, sendo, portanto, as velocidades crescentes com o aumento da trofia. Com C.
raciborskii, no controle e na interagdo, ocorreu ao contrario, sendo as velocidades especificas

de crescimento decrescentes a elevacao do nivel de trofia.
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A cianobactéria, no controle, apresentou melhor desempenho no ambiente
oligotrofico, apesar de neste ambiente, na interagdo com a cloroficea, ter tido seu crescimento
afetado, evidenciado pela diminui¢do do volume celular e maiores concentragdes de
saxitoxina comparado ao seu controle.

No mesotrofico e no supereutrofico, C. raciborskii apresentou desempenho
semelhante no controle e na interacdo, sem diferencas significativas no biovolume, volume
celular e produgdo de saxitoxina, demonstrando que a cianobactéria ndo foi afetada quando
em interacdo com a cloroficea. O mesmo ndo ocorreu com M. contortum, que, nos trés

experimentos, apresentou crescimento menor na interagdo comparado ao seu controle.
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Tabela 22 - Sintese dos resultados, médias com desvios padrdo (n=3), das culturas controle (Cont.) ¢ interagdo (Int.), nos trés ambientes
simulados: oligotrofico (oligo), mesotrofico (meso) e supereutrofico (super)

Biovolume Reducéo . Clorofila Saxitoxina total
) 1 Td o Relacdo N:P . 3
Trofia  Cultura final Significativa do maxima (Mg.um™)
10%um*mlY)  (dia?) (dia) Vo'mcrﬁi;"ar Inicial  Final (Lg.L")  Difer. Perc*
1,49 + 0,05 N 282:1 976:1
cont. M. Sy 0,35+0,04 1,98+022 — - - 17,19 4.26 S
. .r. s + 5 =+ + ° 1a . .
Oligo Cr ey 028+0,11 2,76+1,01 - 1051%
,99+0, + +
Int. M€ 045£0.05 154+0,19 . _ 418:1 1350:1  18,12£4,19 S
cr. 020+£005  024+0,03 290+040  apartirdo6°dia
12,53 £ 0,12 " n 1° dia 97:1 713:1
cont. M. 037+0,02 1,86+0,13 79.49 £ 6,10 N
M Cr. 2,59+0,30 0,09 £ 0,01 7,55+ 0,81 N 141:1 489:1
€so -
3,18 0,75 + n 13° e 15° dia
int, M 0,14+0,08 6,12+3,20 159:1 704:1  2511+£279 N
Cr. 231£057  009+0,03 8,90=+3,64 N
30,94 + 6,13 N 44:1 307:1
cont. M. 0,68+0,07 1,03+0,10 119041376 N
Super Cr. 324%037  007+0,01 1026+1,67 N 17:1 237:1
12,93 £ 0,94 + + a partir do 10° dia
Int. ML 058+007 1,20£013 2P — 23:1 30001 67894852 N
Cr. 246=048  006+0,02 11,93+4,73 9° dia

M.c. — Monoraphidium contortum; C.r. — Cylindrospermopsis raciborskii; u - velocidade especifica de crescimento; Td — tempo de duplicagdo; N — ndo houve; S — sim; Difer.
— diferenga; Perc. - Percentual
* Percentual de diferenga maxima no aumento de concentragio de saxitoxina entre o controle de C. raciborskii e interagdo
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Em relacdo aos nutrientes, nos trés ambientes, o consumo do ortofosfato ocorreu no
inicio do experimento, no 3° dia, e permaneceu praticamente constante, em todas as situagoes,
até o final. Quanto ao nitrato, houve o consumo seguido de aumento das concentracdes em
todas as culturas e niveis troficos, o que pode ter sido devido a presenga de bactérias
nitrificantes. Além disso, o maior consumo do nitrato ocorreu com a eclevagao das
concentragoes de fosforo, bem como, o aumento das concentragdes de clorofila-a.

A seguir, serdo discutidas algumas hipoteses das diferencas nos parametros de
crescimento das espécies e a influéncia dos fatores fisico-quimicos, nos diferentes ambientes
simulados. Além de hipdteses relacionadas as modificagdes observadas e aos possiveis

impactos sobre a comunidade fitoplanctonica, associados ao aumento de trofia do

Reservatorio de Itupararanga.
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6. DISCUSSAO

Ha vérias pesquisas de interacdo entre organismos fitoplanctonicos relacionadas a
competicdo por nutrientes limitantes e em diferentes formas de disponibilidade e
concentragoes, principalmente tratando-se de fosforo e de nitrogénio. As interagdes estudadas
sdo principalmente entre cianobactérias (DE NOBEL et al., 1997; DUCOBU et al., 1998;
SANTOS, 2009), mas entre cianobactérias ¢ cloroficeas (HYENSTRAND et al., 2000;
KEARNS & HUNTER, 2000; ZHU et al., 2010) s3o mais escassas. Ha também pesquisas que
demonstram a relagdo dos nutrientes e micronutrientes com a morfologia e o crescimento de
algumas cianobactérias e microalgas (KENESI et al., 2009; KIM et al., 2007; LEAL, 2006;
RODRIGO et al., 2009; SOMMER, 1989; VUORIO et al., 2005).

A partir destas pesquisas e de acordo com os resultados aqui apresentados, pode-se
entender melhor como o crescimento da cloroficea M. contortum e da cianobactéria C.
raciborskii ocorreram em interagdo, bem como a producdo de saxitoxina por esta ultima.
Dessa forma, verificou-se o que favoreceu ou ndo o crescimento destas espécies em diferentes
concentragdes de nutrientes sob limitacdo de fosforo a partir de simulacdes baseadas em
dados obtidos por Casali (em andamento).

E importante lembrar que todas as culturas utilizadas nos experimentos, para as duas
espécies, foram ndo axénicas e, por isso, a presen¢a de bactérias pode ter influenciado no
crescimento desses organismos (WETZEL, 1993), em monocultura ou interacio. Em
contrapartida, a presenca delas aproxima os experimentos realizados as condi¢des ambientais
simuladas, uma vez que C. raciborskii ¢ M. contortum foram isolados do reservatdrio
estudado e, provavelmente, as bactérias presentes nas culturas pertenciam a este ecossistema.

Zhu et al. (2010) estudaram diferentes niveis de nutrientes com diferentes
concentragdes ¢ relagdes de nitrogénio e foésforo, simulando oligotrofia, eutrofia e
hipereutrofia, em culturas puras e mistas de Microcystis aeruginosa (cianobactéria) e
Scenedesmus quadricauda (cloroficea), por 10 dias a 24°C e fotoperiodo de 12 horas. As
relacdes N:P utilizadas foram 10:1, 15:1 e 20:1 para os trés niveis tréficos simulados. No
oligotréfico, as concentragdes de nitrogénio foram 0,1, 0,15 ¢ 0,2 mg.L'] e 0,01 mg. L' de
fosforo; no mesotrofico foram utilizadas as concentracdes de 2, 3 ¢ 4 mg.L™" para nitrogénio e

0,02 mg. L para fosforo; e no hipereutréfico foram considerados 10, 15 ¢ 20 mg.L™' de
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nitrogénio e 1 mg. L' de fosforo. Estas concentragdes foram estabelecidas de acordo com dois
lagos estudados pelos autores, na China, e foram considerados os nutrientes totais e ndo os na
forma dissolvida.

Em contrapartida, nesta pesquisa, tem-se como vantagem a utilizagdo de nutrientes
dissolvidos, nitrato e ortofosfato, que sdo as formas prontamente disponiveis na adgua para
assimilacdo pelos organismos (WETZEL, 1993).

As pesquisas realizadas em campo por Zhu et al. (2010) demonstraram que aguas com
elevadas concentragdes de nitrogénio e fosforo favorecem as cloroficeas e com baixas
concentragdes, as cianobactérias. Porém, de acordo com os experimentos, constataram que as
melhores condigdes de crescimento e reprodugcdo para as duas espécies ocorreram no
eutrofico e, quando em competicdo, M. aeruginosa apresentou vantagens em condigdes de
menores concentragdes de nutrientes, enquanto que S. quadricauda em concentragdes mais
elevadas de nutrientes.

Os resultados obtidos por Zhu et al. (2010) sdo similares ao desta pesquisa, visto que
os controles comportaram-se de maneira semelhante ao ocorrido com o estudo de campo
desses autores, onde, em concentragdes baixas de nutrientes as cianobactérias foram
favorecidas e, em altas, foram favorecidas as cloroficeas. E valido ressaltar que as
concentragdes de fosforo e nitrogénio e as relacdes N:P foram diferentes entre as pesquisas
devido ao uso dos nutrientes totais em uma e ao uso de dissolvidos em outra.

No oligotrofico, foi observado que o controle de C. raciborskii obteve velocidade de
crescimento significativamente maior e tempo de duplicagdo menor comparado aos controles
dos outros niveis tréficos, sendo decrescente e crescente, respectivamente, conforme o
aumento do nivel de trofia. O biovolume final foi semelhante em todas as simulagdes, embora
esta espécie tenha iniciado o experimento com biovolume inferior no oligotrofico,
demonstrando seu melhor desempenho.

Além disso, M. contortum, apresentou velocidade especifica de crescimento crescente
do ambiente oligotrofico para o supereutréfico e tempos de duplicagdo menores nos maiores
niveis troficos, corroborando com o autor e as informacgdes referenciadas anteriormente, pois
as cloroficeas apresentaram melhor desempenho no crescimento em condigdes com maiores
concentragoes de nutrientes.

No entanto, referente aos ensaios de interacdo, ndo houve semelhancas entre as
pesquisas. Zhu et al. (2010) verificaram vantagem competitiva de M. aeruginosa nas menores

concentracdes de nutrientes ao passo que nesta pesquisa, no ambiente oligotrofico, C.
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raciborskii foi prejudicada na competigdo pois diminuiu sua biomassa e entrou em
senescéncia a partir do 8° dia de experimento.

Em maiores concentra¢des de nutrientes, a vantagem na interagao foi de M. contortum,
confirmando o ocorrido nos experimentos de Zhu et al. (2010) em que a cloroficea S.
guadricauda foi beneficiada, nesta mesma situa¢do, em interagdo com a cianobactéria M.
aeruginosa. Mas, ¢ valido lembrar que nesta pesquisa, no ambiente mesotrofico, M.
contortum e C. raciborskii ndo apresentaram diferencas em seus biovolumes finais, além de a
cloroficea apresentar diferengas significativas nos parametros cinéticos de crescimento
comparados ao seu controle.

Em contrapartida, a interacdo entre cianobactéria e cloroficea investigada por Rodrigo
et al. (2009), apresentou resultados mais semelhantes aos encontrados nesta pesquisa. Os
autores realizaram experimentos com 8 espécies de fitoplancton, incluindo duas
cianobactérias filamentosas, Limnothrix redekei e Planktothrix agardhii, a cloroficea M.
contortum, entre outras. Os experimentos consistiram em analisar o crescimento dessas
espécies em monocultura em condi¢des oligotrdficas e eutroficas, a 20° C, fotoperiodo de 12
horas, luz de 30 uE.m'Z.s'l, por 36 dias. Analisaram também a interagdo de M. contortum com
as outras sete espécies em meio oligotrofico com culturas utilizadas na fase estacionaria, aos
40 dias, para averiguar a capacidade de recuperagdo de cada espécie. Para os experimentos
foram utilizados nutrientes na forma dissolvida, sendo que no oligotroficos foram utilizadas
as concentragdes de 6,2 ug.L™' de fosforo e 152 pg. L de nitrogénio e no eutrofico, 62 pg.L™
de fosforo e 1520 pg.L™" de nitrogénio estabelecendo uma relacdo N:P de 25:1.

As concentracdes de fosforo e nitrogénio utilizadas na pesquisa de Rodrigo et al.
(2009) foram mais proximas as desta pesquisa do que as de ZHU et al. (2010), apesar de as
concentragdes de nitrogénio ndo terem variado e as relacdes N:P serem diferentes nos trés
ambientes simulados.

Os cultivos das monoculturas nas duas condi¢des de trofia realizados por Rodrigo et
al. (2009) evidenciaram que o crescimento € a biomassa de M. contortum foram maiores no
eutréfico. Em contrapartida L. redekei apresentou melhores resultados na condigdo
oligotrofica, tanto em densidade quanto biomassa, e P. agardhii ndo apresentou diferenga

entre os tratamentos.
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Estes dois estudos confirmaram os resultados desta pesquisa, em que, a cianobactéria
obteve melhor crescimento em menores concentragdes de nutrientes e as cloroficeas em
maiores, embora as espécies estudadas tenham sido diferentes.

Os experimentos de interagdo, no oligotrofico, entre M. contortum e L. redekei e entre
esta cloroficea e P. agardhii, demonstraram que o crescimento de M. contortum foi superior
ao das duas cianobactérias e estas ndo se desenvolveram. O mesmo foi observado no
oligotrofico desta pesquisa, no qual C. raciborskii, além de diminuir sua biomassa, apresentou
senescéncia. Com outras espécies nas mesmas condigdes de trofia, os autores constataram que
M. contortum apresentou melhor desempenho quando em interagdo com Cosmarium
contractum e Euglena gracilis, demonstrando que, apesar de maior crescimento de M.
contortum, as cianobactérias influenciaram o desenvolvimento desta cloroficea.

Além disso, Rodrigo et al. (2009) observaram que dos oito organismos estudados, os
que eram de menor tamanho e de mais rapido crescimento se desenvolveram melhor no
eutrofico, como M. contortum, e com eficiéncia fotossintética quatro vezes maior comparado
aos organismos de melhor crescimento no oligotrofico, que foi caracterizado por organismos
maiores e de crescimento lento, como a cianobactérias filamentosa Limnothrix redekei.

Dessa forma, observou-se nesta pesquisa semelhancas aos resultados obtidos por
Rodrigo et al. (2009), pois M. contortum apresentou crescimento maior do que C. raciborskii
nas interagdes dos ambientes oligotrofico e supereutrofico, € no mesotréfico, as espécies
apresentaram crescimento final semelhante. Porém, M. contortum reduziu a sua biomassa na
presenca de C. raciborskii, visto que seus pardmetros de crescimento foram
significativamente menores se comparados aos seus controles nos trés niveis troficos
simulados.

Portanto, considerando os trés ambientes simulados, M. contortum, de maneira geral,
teve maior crescimento de biomassa em todas as interagdes com C. raciborskii. E importante
ressaltar que apenas no oligotréfico a cianobactéria foi prejudicada, pois nos dois outros
niveis troficos, C. raciborskii ndo apresentou diferenca significativa de crescimento entre
interacao e controle.

Segundo Reynolds (2006), na escala evolutiva, alguns organismos desenvolvem
estratégias fisioldgicas e morfoldgicas que podem aumentar a sua aptidio em determinados
ambientes, embora nenhuma espécie seja bem adequada para todas as condigdes ambientais.
Uma morfologia favoravel a rapida troca de nutriente ocorre nos organismos que possuem
maior relacdo area/volume, ou seja, possuem tamanhos menores, neste caso, M. contortum. Ja

os organismos de tamanho maior, C. raciborskii, possuem vantagens no armazenamento de
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nutrientes, motilidade e persisténcia. Dessa forma, os diferentes ambientes podem ser mais
favoraveis para algumas espécies do que para outras.

De acordo com os trabalhos discutidos e conforme Odum (1988) ha nove diferentes
tipos de interagdes entre as espécies, das quais se destaca a competicdo por um recurso
limitado e o amensalismo. A competi¢do ¢ a interacdo entre duas ou mais espécies em um
ecossistema e que se sobrepdem, afetando o crescimento e o desenvolvimento das espécies,
principalmente devido ao uso de recursos. Segundo Reynolds (2006), neste tipo de
competi¢ao ha exclusao de uma ou mais espécies, pois dois verdadeiros competidores nao
podem coexistir. O amensalismo ¢ uma intera¢do na qual uma espécie € inibida e a outra ndo
¢ afetada, havendo a coexisténcia das espécies, pois a espécie inibida nao ¢ excluida.

Comparando o comportamento das espécies colocadas em interacdo nesta pesquisa
com as relagdes propostas por Odum (1988) e o relatado por Reynolds (2006), apresentou-se a
hipdtese que no oligotréfico ocorreu interagdo do tipo competicao por recurso limitado, pois o
crescimento de M. contortum e de C. raciborskii foi menor comparado aos seus controles,
ocorrendo até mesmo diminui¢do da biomassa da cianobactéria e sua senescéncia. No
mesotrofico e supereutrofico, pode-se dizer que a relagdo entre as espécies foi de
amensalismo, pois somente o crescimento da cloroficea foi inibido e C. raciborskii apresentou
comportamento semelhante aos seus controles, como ja mencionado. No entanto, ndo se pode
afirmar que essas duas espécies tenham competido pelo recurso limitante, o fosforo, nestes
dois niveis troficos, pois ha possibilidade da existéncia de outro fator que tenha provocado a
inibi¢ao do crescimento da cloroficea.

Entretanto, mesmo com algumas semelhancas relacionadas a investigacdo de Zhu et
al. (2010), os tipos de interagdo ocorridas nesta pesquisa ndo estiveram relacionados com o
que estes observaram. Os autores relataram que a concorréncia e inibicdo do crescimento
entre as duas espécies estudadas, cloroficea e cianobactéria, ocorreram em altas concentragdes
de nutrientes. Quando a concentracdo foi baixa e houve maior relacdo N:P, provavelmente,
ocorreu simbiose e estimulagdo entre as duas espécies.

A teoria da competicdo, relatada por Tilman et al. (1982), ¢ definida pela competicao
por recursos entre duas espécies. A teoria retrata que se essas duas espécies, com semelhantes
taxas de crescimento forem cultivadas juntas, com concentra¢des de recursos limitados, a
espécie que obtiver a maior taxa de captacdo de nutriente é capaz de crescer mais rapidamente

do que a outra. Porém, a espécie que obteve menor crescimento consegue manter seu
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crescimento a partir de outro recurso, mesmo em baixas concentracdes. Quando estes dois
recursos combinados s3o limitantes, uma das espécies serd favorecida. Quando as
concentragdes destes dois recursos sdo elevadas, as duas espécies podem coexistir no mesmo
ambiente.

Outra estratégia das espécies fitoplanctonicas na competicdo por recursos ¢ o aumento
da relagdo 4rea/volume do organismo. Esta estratégia ¢ principalmente observada em
ambientes oligotroficos, visto que nestes a disponibilidade de um ou mais recursos ¢
deficiente e as espécies com alta afinidade de assimilacdo do nutriente limitante sdo
beneficiadas. Estas espécies sdo, geralmente, organismos pequenos, por ter maior relacdo
area/volume, eliminando as espécies de tamanho grande (REYNOLDS, 2006).

Segundo Reynolds (1988), as cloroficeas sdo classificadas como C — esrategistas
(competidoras), que se caracterizam por serem organismos pequenos, com alta relagdo
area/volume e atividade metabdlica, além de serem espécies adaptadas e com habilidade de
excluir outras espécies e dominarem o ambiente ao encontrarem condi¢des ideias. As
cianobactérias encontram-se no grupo S — estrategista (“stress” tolerante), no qual estdo
inseridos os organismos grandes, com baixa relagdo area/volume, taxa de crescimento e
atividade metabolica, embora sobrevivam em ambientes com reduzida concentracao de
nutrientes.

Conforme simulagdo do ambiente oligotrofico, C. raciborskii apresentou diminuigao
significativa em seu volume celular na interacdo comparado ao seu controle a partir do 6° dia
de experimento, o que demonstrou, de acordo com o discutido, que pode ser uma estratégia da
espécie para aumentar sua relagdo area/volume e melhorar a assimilacdo de recursos escassos.
Desta maneira, C. raciborskii adaptou-se para sobreviver com M. contortum, que possui
vantagens fisioldgicas e morfoldgicas sobre a cianobactéria, pois consegue capturar mais
rapidamente os nutrientes devido ao seu volume celular reduzido e ter velocidade de
crescimento maior. Happey-Wood (1988) afirma que as cloroficeas pequenas possuem
vantagem adaptativa importante em ambientes oligotroficos por ter maior relagdo area/volume
que aumenta a capacidade de absor¢do de nutrientes.

No controle, C. raciborskii também diminuiu o seu volume celular, mais tardiamente
do que na interacdo, no 12° dia, demonstrando também que pode ser estratégia da espécie no
ambiente com menor disponibilidade de nutrientes. A diminui¢do do volume celular desta
espécie mais tardiamente no controle pode ser explicada por ter havido maiores concentragdes
de nitrato e ortofosfato no controle de C. raciborskii, devido aos repiques de aclimatagao,

comparado a interagao.
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Houve também uma diminui¢do do volume celular de C. raciborskii no mesotrofico e
no supereutrofico da metade ao final do experimento, tanto no controle quanto na interagao.
Por isso, além de redugdo do volume celular para melhoria de assimilagdo de nutrientes, como
ocorrido no ambiente oligotrofico, a diminui¢ao do volume celular também estaria associada a
permanéncia da espécie na fase exponencial de crescimento.

Além do volume celular, outro fato que pode estar relacionado a estratégia de C.
raciborskii na competi¢do com M. contortum no oligotréfico ¢ o aumento da produgdo de
saxitoxina, pois as concentracdes foram significativamente maiores na interagdo comparadas
ao controle, que serd discutido adiante. Essa diferenca entre controle e interacdo nao foi
observada no mesotrofico e no supereutréfico.

Nesta pesquisa, os ensaios realizados ocorreram sob a disponibilidade do fésforo como
recurso limitante, por estar desbalanceado em relagdo ao nitrogénio. O crescimento do
fitoplancton, em grande parte das 4guas doces, ¢ regulado pela disponibilidade fosforo
(KENESI et al., 2009) e por ser constituinte das células estruturais desses organismos, assim
como o nitrogénio também, podem interferir no desenvolvimento deles (TAVARES &
ROCHA, 2003).

Lee e Jones-Lee (1998) discutiram os fatores limitantes para o crescimento de algas
em reservatorios e relataram que quando a relacdo da concentracdo de nitrogénio inorganico
(amonia e nitrato) com ortofosfato for superior a 7,5:1, o ambiente ¢ limitado por fésforo. Nos
trés experimentos houve a limitacdo por fosforo e todas as relagdes N:P foram superiores a
considerada por estes autores, sendo na simulacdo do oligotrofico 302:1, 113:1 no
mesotrofico e 28:1 no supereutrofico.

Vuorio et al. (2005) pesquisaram o impacto do enriquecimento de nutrientes na
comunidade fitoplanctonica do Mar Baltico nas proporg¢des N:P de 1:1 e 7:1, e constataram
que, nesta segunda relagdo, a producdo primdria e a biomassa foram superiores a primeira,
principalmente devido ao abundante crescimento das cloroficeas, inclusive de M. contortum.
O enriquecimento com nutrientes ndo teve efeito significativo na biomassa total de
cianobactérias fixadoras de nitrogénio e nenhum efeito sobre a toxicidade deste grupo de
organismos. Porém, tratando-se de Anabaena spp (cianobactéria), observou-se maior
biomassa na relacdo N:P baixa, confirmando a hipétese de Smith (1983) e Stal et al. (2003),

que afirmam que em menores relagdes N:P as cianobactérias tendem a predominar.
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Em estudo realizado por Smith (1983), em 17 lagos do mundo, o autor sugeriu que a
propor¢ao relativa de cianobactérias no epilimnion foi dependente da relagdo nitrogénio e
fosforo totais nesta regido, sendo raramente encontradas quando esta relagdo é superior a 29:1.

Kim et al. (2007) pesquisaram o efeito dos nutrientes limitantes e a relagdo N:P no
crescimento da comunidade fitoplanctonica em um reservatorio hipereutrofico. As
cianobactérias dominaram o local estudado que se encontrava limitado por fosforo e, a partir
de bioensaios, a adicdo de fosforo e nitrogénio na comunidade fitoplanctonica, diminuiu a
relagdo N:P e favoreceu o crescimento das cianobactérias. Os autores afirmaram que muitos
outros fatores ambientais poderiam estar relacionados com o florescimento das cianobactérias
em locais eutrofizados, como luz e temperatura.

Além de aumentar o predominio das cianobactérias em ambientes em que a relagdo
N:P ¢ reduzida, Odum (1988) afirmou que cianobactérias fixadoras de nitrogénio iniciam a
fixagdo de nitrogénio atmosférico para elevar a razao entre esses nutrientes.

Portanto, de acordo com esses autores e conforme as relacdes N:P desta pesquisa, no
supereutrofico, que foi o experimento com menor relagao N:P (28:1), C. raciborskii nao
apresentou deficiéncia em seu crescimento quando em interagdo com M. contortum.
Conforme as fotos no apéndice C, esta cianobactéria apresentou heterocistos em seus
controles e na interagcdo. O mesmo ndo foi observado no oligotrofico e mesotrofico, o que ¢é
uma evidéncia de que a cianobactéria iniciou a fixagdo do nitrogénio quando a relagdo N:P
diminuiu.

Em relagdao as concentragdes iniciais de nitrogénio na forma de nitrato, elas foram
iguais nos trés experimentos e em todas as culturas. Nos resultados pode-se observar que o
consumo do nitrato, de modo geral, foi semelhante entre os controles e interacdo nos trés
niveis troficos simulados. Nos trés ambientes houve consumo deste nutriente no inicio do
experimento € no final um aumento em sua concentragdo, embora o consumo tenha sido
maior quanto mais elevado o nivel de trofia.

A hipotese para o aumento da concentracdo de nitrato ¢ a existéncia de bactérias
nitrificantes nas culturas das duas espécies estudadas, uma vez que M. contortum e C.
raciborskii foram isoladas do Reservatorio de Itupararanga, ¢ em analises preliminares de sua

agua o teste para tais organismos foi positivo. Além disso, andlises a partir do método

' Anélise microbiologica realizada no Laboratorio de Microbiologia Ambiental na Universidade Federal de Sio
Carlos — Campus Sorocaba.
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descrito por Schmidt e Belser (1984, modificado - ANEXO C) confirmaram a presenga de
bactérias nitrificantes nas culturas. E possivel também que tenha ocorrido a presenga de
bactérias purpuras ndo sulforosas, pois estas também s3o habeis a fixacdo de nitrogénio
atmosférico. Os dois grupos de bactérias referenciados pertencem ao filo Proteobacteria, que
se caracteriza por serem organismos gram-negativos e possuirem grande diversidade
metabolica (MADIGAN et al., 2004).

As bactérias nitrificantes sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico transformando-o
em amonia e, posteriormente, a nitrito e nitrato, € como ja relatado. Estes microrganismos
possuem fungdes essenciais na ciclagem do nitrogénio. Os principais géneros sao
Nitrosomonas e Nitrobacter, que se caracterizam por serem aerobios € em sua maioria sao
organismos quimiolitotréficos e capazes de crescer autotroficamente. Estas bactérias sao
abundantes em ecossistemas aquaticos que recebem esgotos ou outros dejetos (MOAT &
FOSTER, 1988; MADIGAN et al. 2004), o que foi observado no reservatorio em estudo
devido ao uso e ocupacao do solo em seu entorno (BEU et al., 2011).

De acordo com pesquisas realizadas por Sundareshwar et al. (2003), ha relacdo da
disponibilidade de fosforo com a fixacdo de nitrogé€nio pelas bactérias. Nos experimentos em
que eram adicionadas concentragdes de fosforo, as bactérias fixavam menores quantidades de
nitrogénio, embora na literatura ndo tenham encontrado relagdo com o ocorrido. Em analogia,
nesta pesquisa, o resultado foi semelhante, pois no experimento oligotréfico houve as maiores
concentragdes de nitrato no final do experimento e menor consumo deste nutriente.

Assim como as bactérias, os micronutrientes também podem ter influenciado o
crescimento de M. contortum e de C. raciborskii. Alguns estudos, como de Lukac & Aegerter
(1993), Utkilen & Gjélme (1995), Vuorio et al. (2005) e Quiblier et al. (2008), demonstraram
a influéncia dos micronutrientes no crescimento de espécies fitoplanctonicas e na produgdo de
toxina por algumas cianobactérias, sendo o ferro e o zinco os elementos mais significantes na
influéncia na sintese destes compostos. Além disso, os micronutrientes também podem ser
fatores limitantes para um determinado ambiente, inclusive podem limitar a fotossintese
(ODUM, 1988; WETZEL, 1993; REYNOLDS, 2006).

Nesta pesquisa, as concentragdes iniciais dos micronutrientes utilizadas em todos os
experimentos foram baseadas nas concentragdes do Reservatorio de Itupararanga,
modificando os elementos que constam no meio de cultura ASM-1, que sdo o zinco, ferro,

mangangés, cobre, boro e cobalto, conforme Tabela 3, apresentada no item 4.8.1. Comparando
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as concentra¢des dos micronutrientes do meio de cultura com as determinadas no reservatorio,
observou-se que para zinco e manganés foram utilizadas concentragdes 2,39 e 18,29 vezes
menores, respectivamente; o ferro permaneceu praticamente inalterado (0,242 mg.L™ no
reservatorio e 0,223 mg.L'1 no meio de cultura ASM-1); e as concentragdes do cobre, boro e
cobalto foram superiores ao meio de cultura, sendo 264,71, 2,08, e 1,59 vezes maiores,
respectivamente (Tabela 3).

Para os seres autotrofos, os elementos mais importantes sdo ferro (Fe), manganés
(Mn), cobre (Cu), zinco (Zn), boro (B), silicio (Si), molibdénio (Mo), cloro (Cl), vanadio (V)
e cobalto (Co). Eles podem se agrupar de acordo com as suas principais fung¢des, como
aqueles que sdo necessarios para a fotossintese, Mn, Fe, Cl, Zn e V; para o metabolismo do
nitrogénio, Mo, B, Co, Fe; ¢ os utilizados para outras fungdes metabdlicas, Mn, B, Co, Cu e
Si (ODUM, 1988).

Wetzel (1993) relata que as concentragdes relativas de micronutrientes nas aguas
doces podem ter efeito sobre a capacidade competitiva das espécies da comunidade
fitoplanctonica. Os micronutrientes metalicos, quando em excesso ou quando formam
complexos orgadnicos superiores aos limites de tolerancia, sdo considerados muito toxicos. O
cobre, por exemplo, ¢ utilizado como herbicida para controlar o crescimento do fitoplancton,
e sua concentragdo na agua do reservatorio ¢ muito elevada, o que pode ter afetado o
desenvolvimento das espécies em estudo.

Embora a concentragdo do cobre esteja alta em relagdo ao meio ASM-1, a Portaria MS
n°. 2914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011) admite concentracdo maxima nas aguas de
consumo de 2 mgL™”, e no Reservatorio de Itupararanga a concentragdo encontrava-se
inferior (0,0135 mg.L™). Este elemento pode ser proveniente de sais de cobre utilizados em
fungicidas e também de fertilizantes (BRAGA et al. 2005; PIVELI & KATO, 2006), visto que
¢ uma regiao que ha grande ocupacao do solo por agricultura (BEU et al. 2011).

Além disso, as concentracdes de manganés estiveram abaixo das do meio de cultura
ASM-1, e, conforme relatado por Odum (1988), este elemento ¢ necessdrio para a
fotossintese, juntamente com o zinco, que também teve concentragdo inferior, ¢ o ferro, que
apresentou concentragdes semelhantes.

Uma vez que a fotossintese esta relacionada com a absor¢ao de luz pela clorofila-a e a
sua concentragdo com a biomassa, pode-se dizer que estes micronutrientes referenciados
podem ter limitado a fotossintese de M. contortum e de C. raciborskii. Dessa forma, esses
fatores podem ter contribuido para a diminui¢do da concentracdo de clorofila-a nos trés

experimentos realizados. No oligotrofico e mesotrofico a concentragdo diminuiu no final do
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experimento e no supereutrofico, a partir da metade do periodo considerado, embora as
biomassas por biovolume tenham sido crescentes, exceto quanto a cianobactéria na interacao
do oligotrofico.

Além da relagdo dos micronutrientes com a menor sintese de clorofila-a, outra
explicagdo para a diminui¢do deste pigmento ¢ a sua relagdo com diminui¢do da concentragao
do ortofosfato observada em todas as culturas de todos os experimentos. Para a ocorréncia da
primeira fase da fotossintese, que € a conversdo da energia luminosa em energia quimica, é
necessaria a utilizagdo de fosforo inorganico para a fosforilagio do ADP em ATP, que
fornecera energia para as células (LEHNINGER, 2000).

Foi observado também que as concentragdes de clorofila-a foram maiores quanto mais
elevado o nivel trofico. A maior disponibilidade de foésforo no meio e conseqiiente
assimilagdo pelos microrganismos, gera maior energia disponivel as células para assimilagdo
do nitrato e sintetizagdo de clorofila-a, uma vez que esta ¢ normalmente associada a proteina
especifica (LEHNINGER, 2000).

Nesta pesquisa, a maior assimilagdo de nitrato e maiores concentragdes de clorofila-a
ocorreram no ambiente supereutrofico, no qual, foi observado que houve diminuig¢ao
significativa nas concentracdes de nitrato e pico de concentracdo de clorofila-a no 3° dia de
experimento, nos controles e na interagao.

As investigacdes de Hou et al. (2007), Lai et al. (2011) e Moore et al. (2008)
corroboram com a hipdtese de que sob limitacdo de nutrientes a sintese de clorofila-a ¢
menor. Resultados demonstraram que a menor sintese deste pigmento ocorre principalmente
quando ha deficiéncia de nitrogénio nas células dos organismos, embora Lai et al. (2011)
afirmem que tanto o fosforo quanto o nitrogénio sdo essenciais no metabolismo celular e a
deficiéncia de qualquer um deles afeta a sintese de pigmentos. Por esse motivo, explica-se,
nesta pesquisa, as concentragdes de clorofila-a terem sido crescentes conforme o aumento do
nivel de trofia.

Para averiguar se as concentragdes do ortofosfato e da clorofila-a estiveram
correlacionadas no desenvolvimento desta pesquisa e confirmar o que foi discutido
anteriormente, foi feita a correlacdo de Pearson entre esses parametros, do inicio ao fim dos
trés experimentos, considerando correlagdo linear fraca com r entre 0,0 e 0,3, moderada, r
entre 0,3 e 0,6, relacdo forte com r de 0,6 a 0,9, e muito forte com valores de r superiores a 0,9

(CALLEGARI-JACQUES, 2003).
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No oligotrofico, as relagdes foram consideradas moderadas, sendo r = - 0,54, no
controle de C. raciborskii, r = - 0,53 no controle de M. contortum e r = - 0,42 na interagdo. No
mesotrofico, a relagdo foi moderada para o controle da cianobactéria (r = - 0,43) e forte na
interacao e no controle da cloroficea (r = - 0,6 e r = -0,78, respectivamente). Na simulacao do
supereutrofico, todas as correlagdes foram fortes: no controle de C. raciborskii (r = - 0,84), na
interacao (r = - 0,6) e no controle de M. contortum, (r = - 0,68). Esses resultados corroboraram
com o que foi discutido, demonstrando que houve uma relagdo inversamente proporcional
entre as concentracoes de ortofosfato e clorofila-a, mesmo havendo diminuicdo da
concentragdo desta. Este fato demonstra a incorporacdo do ortofosfato a biomassa dos
organsimos.

Deve-se considerar que héa outros pigmentos que realizam esta captagdo de luz além
deste analisado. Lee (2008) afirmou que ha vérios pigmentos que absorvem luz para a
realizacao da fotossintese pelos seres autétrofos, sendo quatro tipos de clorofila, a, b, ¢ e d,
carotenoides e ficobiliproteinas. As cloroficeas possuem principalmente clorofilas a e b em
seus complexos de captacdo de luz e as cianobactérias possuem as ficocianinas e
aloficocianinas, que sdo dois tipos de ficobiliproteinas, como principais captores de luz,
embora também possuam a clorofila-a.

Estes diferentes pigmentos nesses dois grupos de organismos fitoplanctonicos
justificam a diferenca inicial da concentracdo de clorofila-a entre os controles de M.
contortum ¢ de C. raciborskii em todos os experimentos. Ainda que tenham apresentado
biovolumes semelhantes em todos os inoculos, a cianobactéria teve menores concentragoes
deste pigmento analisado comparado a cloroficea.

Conforme o que foi referenciado e as vantagens e desvantagens observadas nas duas
espécies em seus controles e na interagdo, pode-se comparar as ocorréncias € o desempenho
de M. contortum e de C. raciborskii nos experimentos realizados com a mais atual
classificagdo funcional por cédons dos organismos fitoplanctonicos, proposta por Reynolds et
al. (2002) e Padisak et al. (2008), contribuindo com as evidéncias ja relatadas.

M. contortum e as demais espécies deste género sdo classificadas no cédon X1,
caracterizado por algas de ambiente raso e de transicao do eutrofico para o hipereutréfico,
tolerantes as estratifica¢des e sensiveis a deficiéncia de nutrientes. C. raciborskii esta inserida
no cddon Sy, que ¢ caracterizada por individuos que estdo presentes em ambientes mistos e
quentes, embora ndo tenham provas suficientes para classifica-las neste grupo, pois se alguma
espécie do género Cylindropermopsis for menos tolerante a sombra do que C. raciborskii,

elas devem pertencer ao grupo HI. Além disso, C. raciborskii pode ocorrer em grandes
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profundidades e, por este motivo, poderia ser agrupada no grupo R, ou ainda no grupo MP,
com espécies inseridas em ambientes frequentemente agitados e turvos. Esta cianobactéria ¢
tolerante a ambientes deficientes de luminosidade e nitrogénio (REYNOLDS et al., 2002;
PADISAK et al. 2008).

Ha evidéncias da ocorréncia de C. raciborskii desde reservatorios oligotroficos, em
regides subtropicais, até em lagos hipereutroficos tropicais (PADISAK, 1997). Os resultados
desta pesquisa corroboraram com a literatura de que em ambientes mais eutrofizados esta
cianobactéria tende a predominar, o que ¢ preocupante na perspectiva de qualidade da agua,
por se tratar de uma espécie habil a producdo de toxinas (Saker et al., 2003).

O sucesso de C. raciborskii em diversos ambientes deve-se as grandes vantagens
adaptativas que possui, a sua elevada eficacia na atividade fotossintética, na absor¢do de
carbono inorganico dissolvido, na absor¢cdo e transformagao do fosforo inorganico, a baixa
exigéncia de luz, capacidades de migragdo da espécie na coluna da agua, alta absor¢do de
amonia e fixacdo do nitrogénio atmosférico, como também a resisténcia a herbivoria, entre
outros fatores (PADISAK, 1997; CHELLAPA et al., 2008; WU et al., 2009).

As causas para a producdo de toxinas pelas cianobactérias ndo estdo muito bem
esclarecidas ainda, mas ha hipoteses de que essas substancias t€ém fungdes protetoras contra o
grazing, e podem estar relacionadas a competi¢dao por recurso e as condi¢cdes de crescimento
(CALIJURI et al., 2006). Para investigar a sintese destes compostos e as suas causas,
pesquisas de interagdes entre diferentes comunidades foram realizadas por diversos
estudiosos, como por exemplo, interacdes entre cloroficeas e cianobactérias (KEARNS &
HUNTER, 2000), entre cianobactérias (SANTOS, 2009), cianobactéria e zooplancton
(FERRAO-FILHO et al., 2009; SOARES et al., 2009; BERRY & LIND, 2010), como
também o desenvolvimento de pesquisas em genética molecular para investigar os genes
envolvidos na sintese de toxinas (FURTADO, 2007; RASMUSSEN et al., 2008).

Kearns & Hunter (2000) em estudo de interagdo entre a cianobactéria Anabaena flos-
aquae e a cloroficea Chlamydomonas reinhardtii, e cada uma dessas espécies com o substrato
da outra, em tratamentos de 12 dias a 25°C, verificaram que C. reinhardtii cresceu cinco
vezes menos quando em contato com a cianobactéria, e vinte vezes menos quando era
adicionado apenas o substrato de A. flos-aquae, quando comparado ao seu controle. Ja a
cianobactéria apresentou crescimento ligeiramente reduzido com a presenga da cloroficea e o

substrato desta ndo afetou o crescimento de A. flos-aquae. Os autores observaram que, quando



118

em interacdo com a cloroficea, a cianobactéria produzia até duas vezes mais toxina, anatoxina
e microcistina, embora houvesse diminuicdo desta concentracdo no final do experimento
devido a limitagdo por nutrientes. Constatou também que apenas a microcistina inibiu o
crescimento de C. reinhardtii, causando senescéncia desta.

Em estudo de interagdo entre cianobactérias realizado por Santos (2009) investigou-se
a producdo e a influéncia da microcistina produzida por M. aeruginosa em duas diferentes
cepas de C. raciborskii. Foi constatado que a cepa de C. raciborskii, cuja toxicidade ndo foi
determinada, foi mais competitiva do que as cepas toxicas e ndo toxicas de M. aeruginosa.
Por outro lado, esta espécie toxica apresentou vantagem competitiva quando em interacao
com a cepa ndo toxica de C. raciborskii. Tais observagdes levaram o pesquisador a concluir
que a sintese de toxina pode atuar na competicdo por interferéncia, producgao de alelopaticos e
comunicacdo quimica, refor¢ando as evidéncias de que, além das condigdes fisico-quimicas,
as varidveis biologicas também contribuem para a producdo de toxinas.

Considerando as trés simulacdes de trofia realizadas nesta pesquisa, houve aumento
significativo da producdo de saxitoxina entre controle e intera¢do da cianobactéria apenas no
ambiente oligotrofico. Nos outros dois experimentos, a sintese de saxitoxina foi semelhante
entre essas culturas.

De acordo com estas evidéncias e conforme os estudos investigativos da sintese de
toxinas pelas cianobactérias, o aumento da sintese de saxitoxina no ambiente oligotrofico
poderia estar vinculado a pelo menos dois fatores. Um seria atribuido a estratégia de defesa e
sobrevivéncia da espécie, corroborando com Santos (2009) que afirmou que as variaveis
bioldgicas também contribuem para a producdo destes compostos e que podem até mesmo
atuar como alelopéticos. Outro fator estaria relacionado a modificacdo do perfil de
crescimento de C. raciborskii na interagdo, ja que houve diminui¢do do volume celular e da
biomassa de C. raciborskii, antecipacdo da fase estacionaria e indugdo da fase de senescéncia
a partir do 8° dia de experimento.

A presenca de cepas toxicas e ndo toxicas de cianobactérias em um ambiente pode
estar relacionado a competicdo entre as populagdes ¢ a dindmica populacional, além de a
toxicidade poder estar relacionada a algum estressor ambiental presente (CALIJURI et al.,
20006).

C. raciborskii ¢ uma espécie potencialmente toxica e, no decorrer deste trabalho,
foram isoladas cepas toxicas e ndo toxicas desta cianobactéria do Reservatorio de
Itupararanga. Embora esta espécie seja habil a produgdo de cilindrospermopsina e saxitoxina,

o teste ELISA detectou que as cepas toxicas isoladas sintetizavam apenas saxitoxina. As
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saxitoxinas sdo alcaldides carbamatos e atuam no bloqueamento dos canais de sodio,
impedindo a interrup¢do na comunicagao entre as células musculares e os neurénios (ROSET
etal., 2001).

As concentracdes detectadas nos trés experimentos foram inferiores ao limite admitido
nos ecossistemas aquaticos brasileiros. A Portaria MS n°. 2914 do Ministério da Satde
(BRASIL, 2011) recomenda que as concentracdes de saxitoxina nas dguas potaveis ndo deve
ser superior a 3 pg.L™.

Embora as concentragdes da agua do Reservatorio de Itupararanga estejam abaixo do
permitido pela legislagdo (0,11 pg.L", dado referente a coleta de fevereiro de 2011, segundo
CASALI em andamento) a situacdo deste reservatdrio ¢ preocupante por ser utilizado
prioritariamente para o abastecimento publico. Os resultados desta pesquisa deixaram claro
que o aumento do nivel trofico favoreceu a competitividade de C. raciborskii em relagdo ao
M. contortum, apesar desta cloroficea ter sido mais abundante nos trés ambientes simulados,
houve apenas tendéncia a exclusdo competitiva de C. raciborskii no ambiente oligotréfico.

Por isso, o fato de no ambiente oligotrofico a C. raciborskii ter velocidades especificas
de crescimento maiores comparadas aos outros ambientes, esta ndo € uma caracteristica que
favorece esta espécie na competicao. Considerando que foram nos ambientes mesotrofico e
supereutrofico que a cianobactéria nao teve seu crescimento inibido por M. contortum e
permanceu na fase exponencial enquanto a cloroficea ja se encontrava na fase estacionaria.

Apenas recentemente as cianotoxinas nas aguas sdo amplamente reconhecidas como
um problema para a saude publica (BARTRAM et al., 1999). No Brasil, ha alguns registros
de intoxicagdo em populacdes humanas pelo consumo de 4gua contaminada por cianotoxinas.
Um dos casos mais graves foi o ocorrido em Caruaru em 1996, onde pacientes de uma clinica
de hemodialise apresentaram intoxicagdo hepatica, causada pelo uso da 4gua contaminada por
cianotoxinas, acarretando na morte de metade deles (AZEVEDO, 1998).

E valido lembrar que esta pesquisa foi embasada nas caracteristicas de duas espécies
que sdo, de maneira geral, as mais abundantes no Reservatério de Itupararanga. Outras
espécies ou mudancas ambientais podem influenciar a comunidade fitoplanctonica e
modificar os individuos que ali dominam, bem como aumentar a produg¢ao de cianotoxinas.
Segundo Calijuri et al. (2006) e Wetzel (1993) essa alteragdo da comunidade ¢ decorrente das

interagdes de diversos fatores, como por exemplo, luz, temperatura, pH, concentragdes dos
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macronutrientes € micronutrientes, competicdo pelos recursos, predacdo, ciclo hidrolégico,
hidrodinamica dos reservatorios, entre outros.

Portanto, as populagdes de C. raciborskii e M. contortum no Reservatorio de
[tupararanga podem sofrer influéncias em seus crescimentos € dominios devido a diversos
fatores, os quais ndo puderam ser previstos nesta pesquisa. Porém, de acordo com os
relatorios da CETESB (CETESB, 2008, 2009, 2010), a qualidade da dgua deste ecossistema
esta diminuindo, tornando-se cada vez mais eutrofizada.

Por isso, o aumento do grau de trofia poderia incrementar a competitividade de C.
raciborskii no reservatorio num cenario de crescente dominio desta cianobactéria, além de
possivel aumento na sintese de cianotoxinas.

A preocupacdo ndo se deve apenas com o aumento da liberagdo dessas cianotoxinas na
agua, pois o potencial toxico dessas substancias € a acdo nos organismos podem sofrer
influéncias por varios fatores apos se dispersarem no ambiente. Exemplos sdo a interagcdo com
outras substancias, as vias de contaminag¢do e o tempo de contato com 0s organismos, 0O
transporte entre os compartimentos do ecossistema, o processo de degradacdo, entre outros
(SIVONEN & JONES, 1999; CALIJURI et al., 2006).

De acordo com o discutido, a crescente degradacdo ambiental em torno do
Reservatorio de Itupararanga e dada a importancia deste manancial a regido e a Bacia
Hidrogréfica do Sorocaba e Médio Tieté, deve haver incentivos a pesquisas no local a fim de
realizar agdes de planejamento ambiental na 4rea para favorecer o manejo € conservacao
deste recurso hidrico, com o intuito de que este reservatorio continue sendo potencialmente

utilizado em beneficio da populacao.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os experimentos realizados de interagdo entre C. raciborskii e M.
contortum, simulando o Reservatdrio de Ituparanga nos ambientes oligotrofico, mesotrofico e
supereutrofico, pode-se concluir que:

- As velocidades especificas de crescimento de M. contortum foram crescentes com o
aumento do nivel de trofia, enquanto que os tempos de duplicacdo foram decrescentes. O
contrario ocorreu com C. raciborskii, com velocidades decrescentes ¢ tempo de duplicagdo
crescente de acordo com a elevagdo da trofia.

- Houve evidéncias de que C. raciborskii reduziu o crescimento de M. contortum,
independente do ambiente simulado. Embora, no ambiente oligotrofico, a cianobactéria tenha
antecipado as fases estaciondria e senescéncia. No entanto, devido as variagdes detectadas nas
concentragdes de nutrientes entre controle ¢ interacdo, mais estudos com condi¢des
controladas de nutrientes seriam necessarios para reforgar esta hipotese.

- A redugdo do volume celular pode ser estratégia de sobrevivéncia de C. raciborskii
em ambientes oligotrdficos, visto que houve diminuicdo acentuada desta caracteristica nos
ensaios de intera¢do. Esta modificagdo estaria relacionada ao aumento da relagao area/volume
celular e consequente aumento da assimilagdo de nutrientes e explicaria a maior abundancia
de M. contortum em todos os ensaios de interagao realizados, ja que o volume celular desta
espécie foi sempre menor do que da cianobactéria.

- O consumo de ortofosfato e nitrato foram semelhantes nos trés ambientes em todas
as culturas. A concentragdo de ortofosfato diminuiu desde o inicio do experimento e
permaneceu baixa e praticamente constante até o final. O nitrato foi consumido no inicio e,
posteriormente, sua concentracdo aumentou no fim dos experimentos, devido, provavelmente,
a presenca de bactérias nitrificantes nas culturas.

- A assimilacdo do nitrato foi maior, pelas duas espécies, quanto mais elevado o nivel
trofico. Esta relagcdo da-se devido a maior disponibilidade de fosforo para os microrganismos.
Consequentemente, as maiores concentragdes de clorofila-a também ocorreram em ambientes

com maiores concentragdes e assimilacao de nutrientes.
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- A simulagdo do ambiente oligotrdéfico favoreceu a sintese de saxitoxinas e mudou o
perfil de crescimento de C. raciborskii, tornando-a menos competitiva do que M. contortum.
Tais evidéncias ndo foram observadas nos demais ambientes simulados.

- Considerando que C. raciborskii ndo apresentou inibi¢do em seu crescimento pela
presenga de M. contortum e que esta cloroficea apresentou melhor desempenho em seu
crescimento em ambientes mais eutrofizados, o crescimento de M. contortum deverd ser
acelerado no Reservatorio de Itupararanga, porém, C. raciborskii continuara persistindo e
afetando o desenvolvimento desta cloroficea, ja& que a cloroficea inicia mais rapidamente a
fase estaciondria enquanto a cianobactéria permanece na fase exponencial.

- Além dos nutrientes, muitos outros fatores fisicos, quimicos e biologicos, que nio
sdo possiveis de serem previstos nesta pesquisa, podem interferir no desenvolvimento da
comunidade fitoplanctonica, podendo sofrer alteragdes neste reservatorio no decorrer dos
anos.

- A situagdo da qualidade da agua do Reservatdrio de Itupararanga ¢ preocupante para
a saude publica devido a C. raciborskii ser uma espécie potencialmente toxica e este corpo
hidrico ser utilizado para o abastecimento publico. As degradagdes ambientais e inadequado
uso ¢ ocupacao do solo em seu entorno estdo contribuindo com o aceleramento da
eutrofiza¢do da dgua e com o possivel aumento das concentragdes de cianotoxinas.

Portanto, incentivos as pesquisas € agdes de planos de manejo sdo essenciais para
contribuir com a conservacao do recurso hidrico ¢ da biodiversidade da fauna ¢ flora deste

importante manancial para regido e a Bacia Hidrografica do Sorocaba e Médio Tieté.
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ANEXO A - Meio de cultura WC (GUILLARD & LORENZEN, 1972)

Tabela 23 - Composigao do meio de cultura WC

Componentes Solucgéo Qtd p/ 1L Concentragao
estoque (g.L- wC final no meio
1dH,0) (M)
NaNO; 85,01 1 ml 3,78 x 1073
CaCl, .2 H,0 36,76 1 ml 4,13x 107
MgSO, . 7 H,O 36,97 1 ml 1,00 x 107
NaHCO, 12,6 1 ml 2.50x 10
Na,Si0; . 9 H,0 28,42 1 ml 1,50 x 10
K,HPO, 8,71 1 ml 1,50 x 10™
Solugdo de metais Tabela 24 1 ml 1,00x 107
traco
Solugdo de Tabela 25 Iml 5,00x 107
vitaminas

Tabela 24 - Composigao da solu¢do de metais do meio de cultura WC

Componentes Solucgéo Qtd usada Concentracéo
estoque (g.L- 1L final no meio
1dH20) M)
Na,EDTA . 2H,0 436 g 1,17 x 107
FeCl, . 6H,0 3,15¢g 1,17x 107
CuSO, . 5H,0 10 1 ml 4,01x 10"
ZnS0O4 . TH20 22 I ml 7,65 x 10
CoCl, . 6H,0 10 1 ml 42x10°
MnCl, . 4H,0 180 1 ml 9.1x 107
Na,MoO, . 2H,0 6 1 ml 2,48x 10

H;BO; lg 1,62 x 107
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Tabela 25 - Composigao da solugdo de vitaminas do meio de cultura WC

Componentes Solucéo Qtd usada Concentracao
estoque (g.L- 1L final no meio
1dH,0) (M)
Thiamine.HC] —- 100 mg 2,96 x 107
(vitamin B;)
Biotin (vitamin H) 0,5 1 ml 2,05x 107
Cyanocobalamin 0,5 1 ml 3.69x 1077

(vitamin B,)

ANEXO B - Meio de cultura ASM-1 (GORHAM et al., 1964 modificado por REYNOLDS
& JAWORSKI, 1978)

Tabela 26 - Composi¢ao do meio de cultura ASM-1

Reagente
Solucéo Reagente (9)/200ml Solugéo (ml)/L de ASM-1
solucéo
NaNo; 0,85
MgCl, . 6 H,O 0,205 20
MgSO, . 7 H,0 0,245
CaCl, .2 H,O 0,145
KH,PO, 0,87 )
Na,HPO, . 12 H,0 1,78
H;BO; 2,48
MnCl, . 4 H,0 1,39
FeCl; . 6 H,O 1,08
C 0,1
ZnCl, 0,335
CoCl, . 6 H,0 0,019
CuCl, .2 H,0 0,0014

D EDTA . Na, 1,86 0,4
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ANEXO C — Metodologia da analise de detec¢do de bactérias nitrificantes (Schmidt &Belser,
1984).

A determinagdo do NMP das bactérias nitrificantes foi realizada em duas etapas: o
NMP das bactérias oxidadoras de amonia e o NMP das bactérias oxidadoras de nitrito. A
composicao dos meios de cultura utilizados em cada etapa encontra-se nas tabelas 27 e 28.
Apds o seu preparo, o pH foi ajustado para 7,5 com bicarbonato de sodio.

Na primeira etapa, que ¢ a determinacao de bactérias oxidadoras de amonia, foi
adicionado 9 ml de meio de cultura em cada tudo de ensaio, sendo utilizados 5 tubos para
cada dilui¢do. Os tubos foram tampados com rolhas de algoddo envolvidos por gaze e
autoclavados por 20 minutos sob pressdo de 1 atm e temperatura de 120°C. Posteriormente,
foi adicionado 1 ml de amostra previamente diluida, sob condigdes de assepsia, em cada tubo.
Feito isto, os tubos foram encubados a 30°C por 30 dias.

Para a determinagdo de nitrito apos a incubacao, foi realizado um teste para verificar
se 0 nitrogénio amoniacal havido sido consumido. De cada tubo foi retirado uma aliquota de
0,5 ml e transferidas para outro tubo. Neste foram adicionados 2 gotas da solugdo A e em
seguida 2 gotas da solucao B, descritas a abaixo:

Solugdo A — dissolver 0,5g de sulfanilamida em 100 ml de 4cido cloridrico (HCI) 2,4
N. Armazenar em frasco escuro sob refrigeracao.

Solugdo B — dissolver 0,3g de N-naftil-etilenodiamina hidrocloreto em 100 ml de
acido cloridrico (HCI) 0,12 N. Armazenar em frasco escuro sob refrigeracao.

Ap6s a adicdo das solucdes verificou-se a cor apresentada nos frascos. A coloracdo
rosa e vermelha significa presenca de nitrito e, portanto, pode haver a presenga de bactérias
oxidadoras de amonia (resultado positivo).

Para a segunda etapa, que ¢ a determinagdo da presenca de bactérias oxidadoras de
nitrito, foi realizado igual procedimento da primeira etapa. Apos a adi¢cdo das solugdes A ¢ B
posteriormente aos 30 dias de incubag¢do, a auséncia de coloracdo significa que o nitrito foi
consumido e, portanto, pode haver a presenca de bactérias oxidadoras de nitrito (resultado
positivo) e a coloragdo rosa significa presenca de nitrito (resultado negativo para a presenga

dessas bactérias).
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Tabela 27 —Composi¢ao do meio de cultura para determinag@o de bactérias oxidadoras de
amonia e nitrito.

Qtd (ml) p/ Qtd p/
Solugdo estoque 500ml para 500ml para

Componentes (100ml) (g.mI*  bactérias  bactérias
dH,0) oxidadoras oxidadoras
amonia nitrito

(NH,),SO, 5 0,5
CaCl, . 2 H,0 1,34 0,5 0,5
NaNO,/KNO, 0,69 0,5
MgSO, . 7 H,0 4 0,5 2,5
Azul de Bromotimol 0,04 0,5 ---
K,HPO, 3,48 2
KH,PO, 2,72 3,75 0,5
Ferro quelante Tabela 28 0,5 0,5
Solugdo de metais trago Tabela 28 0,5 0,5

Tabela 28 — Composigao das solu¢des ferro quelante e metais trago

Solucéo
. estoque
Solucéo estoque Componentes (100ml) (g.ml"
dH,0)
Fe.SO,. 7 H,0 0,246
Ferro quelante EDTA dissolvido 0,331
Na,MoO, . 2H,0 0,01
MnCl, 0,02
Metais trago CoCl, . 6H,0O 0,0002
ZnS0O4 . 7TH,0 0,01
CuSO, . 5H,0 0,002
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APENDICES
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APENDICE A — Fotos experimento de simulagio ambiente oligotréfico

Figura 20: Controle C. raciborskii dia 0. Aumento de 400x. Escala de 15 pm.

Figura 21: Controle C. raciborskii dia 7. Aumento de 200x. Escala de 40 pm.

Figura 22: Controle C. raciborskii dia 15. Aumento de 400x. Escala de 10 pm.
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Figura 23: Controle M. contortum dia 0. Aumento de 400x. Escala de 20 um.

Figura 24: Controle M. contortum dia 7. Aumento de 400x. Escala de 20 um.

Figura 25: Controle M. contortum dia 15. Aumento de 400x. Escala de 10 pm.



141

Figura 26: Interagdo dia 0. Aumento de 400x. Escala de 20 pm.

Figura 27: Interacdo dia 7. Aumento de 400x. Escala de 20 um.

Figura 28: Interagdo dia 15. Aumento de 400x. Escala de 15 pm.
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APENDICE B - Fotos experimento de simulagdo ambiente mesotrofico

Figura 29: Controle C. raciborskii dia 0. Aumento de 400x. Escala de 15 um.

Figura 30: Controle C. raciborskii dia 7. Aumento de 200x. Escala de 20 pm.

Figura 31: Controle C. raciborskii dia 15. Aumento de 200x. Escala de 20 um.



Figura 32: Controle M. contortum dia 0. Aumento de 400x. Escala de 15 pm.

Figura 33: Controle M. contortum dia 7. Aumento de 400x. Escala de 15 pm.

Figura 34: Controle M. contortum dia 15. Aumento de 400x. Escala de 15 um.
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Figura 35: Intera¢do dia 0. Aumento de 200x. Escala de 20 pm.

Figura 37: Interagdo dia 15. Aumento de 200x. Escala de 20 pm.
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APENDICE C - Fotos experimento de simulagio ambiente supereutréfico

Figura 38: Controle C. raciborskii dia 0. Aumento de 200x. Escala de 20 um.

Figura 39: Controle C. raciborskii dia 7, com heterocito. Aumento de 200x. Escala de 20 pum.

Figura 40: Controle C. raciborskii dia 15, com heterocito. Aumento de 400x. Escala de 15 um.
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Figura 41: Controle M. contortum dia 0. Aumento de 400x. Escala de 20 pm.

Figura 42: Controle M. contortum dia 7. Aumento de 400x. Escala de 15 pm.

Figura 43: Controle M. contortum dia 15. Aumento de 400x. Escala de 15 pm.
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Figura 44: Interagdo dia 0. Aumento de 200x. Escala de 20 pm.

Figura 45: Interagdo dia 7, C. raciborskii com heterocito. Aumento de 400x. Escala de 20 um.

[~ ]
Figura 46: Interagdo dia 15, C. raciborskii com heterocito. Aumento de 200x. Escala de 20 pm.



