Q\\

&/
UEPB

UNIVERSIDADE ESTADUAL DA PARAIBA
CAMPUS |
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

TATIANE MEDEIROS QUEIROZ

INTERACOES ENTRE AS CEPAS Raphidiopsis raciborskii E Microcystis aeruginosa:
EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O CRESCIMENTO E PRODUCAOQO DAS
CIANOTOXINAS

CAMPINA GRANDE
2020



TATIANE MEDEIROS QUEIROZ

INTERACOES ENTRE AS CEPAS Raphidiopsis raciborskii E Microcystis aeruginosa:
EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O CRESCIMENTO E PRODUCAO DAS
CIANOTOXINAS

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado
ao Curso de Bacharelado em Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual da
Paraiba, como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas.

Area de concentracio: Ecologia e
Limnologia.

Orientador: Prof. Dr. José Etham de Lucena Barbosa.

Coorientadora: MSc. Ranielle Daiana dos Santos Silva.

CAMPINA GRANDE
2020



E expressamente proibido a comercializagio deste documento, tanto na forma impressa como eletrénica.
Sua repredugdc total ou parcial & permitida exclusivamente para fins académicos e cientificos, desde que na
reprodugdc figure a identificagdo do autor, titulo, instituicdo e ano do trabalho.

Q3i  Queiroz, Tatiane Medeiros.
Interacdes entre as cepas Raphidiopsis raciborskii e
Microcystis asruginosa [manuscrto] : efeito da temperatura

sobre o crescimente & produgio das clanotoxinas / Tafiane
Medeiros Queiroz. - 2020.

3 p.
Digitada.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagdo em Ciéncias

Biologicas) - Universidade Estadual da Paraiba, Centro de
Ciéncias Biologicas e da Sadde |, 2020.

"Orientagdo : Prof. Dr. José Etham de Lucena Barbosa ,
Coordenacgao de Curso de Biologia - CCBES."

1. Mudangas climaticas. 2. Interagdes alelopaticas. 3.
Saxitoxinas. 4. Microcistinas. |. Titulo

21. ed. CDD 581.7

Elaborada por Giulianne M. Pereira - CRB - 15714 BC/UEPB




TATIANE MEDEIROS QUEIROZ

INTERACOES ENTRE AS CEPAS Raphidiopsis raciborskii E Microcystis aeruginosa:
EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O CRESCIMENTO E PRODUCAO DAS
CIANOTOXINAS

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado
ao Curso de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Estadual da
Paraiba, como requisito parcial a obtencéo do
titulo de Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas.

Area de concentragio: Ecologia e Limnologia.

Aprovada em: 15/12/2020.

Prof. Dr. José EttfarE c{e Lucena Barbosa (Orientador)
Universidac{e stadual da Paraiba (UEPB)

Prof®. Dra. Juliana Santos Severiano (Examinadora)
Universidade E;tédual 'da Paraiba (UEPB)

mima QUW

Profa a) Joseline Molozzi (Exdiinadora)
to Federal da Paraiba (UEPB)




A Jesus Cristo e a minha méae, Nossa Senhora,
por me proporcionar realizar este sonho e aos
meus avos (in memoriam), por todo amor e
apoio, DEDICO.



"Viver de Amor, gue estranha loucura!™
Me diz 0 mundo - "Ah! Deixa de cantar!
N&o percas teus perfumes, tua vida;
Aprende a usé-la utilmente!"
Te amar, Jesus... Que perda fecunda!
Todos os meus perfumes séo teus para sempre.
Quero cantar, saindo deste mundo,
Vivo de Amor.
(Santa Teresinha do Menino Jesus)



LISTA DE TABELAS

Tabela 1l - Resultados da Anova da exposicdo de M. aeruginosa a diferentes
condicdes de tratamentos e tEMPEraturas. .........cooeverererieerierenesie e 16
Tabela 2 — Resultados da Anova da exposic¢éo de R. raciborskii a diferentes condigdes

de tratamentos € tEMPEIAtUIaS..........ccueiververeeeeeieese e s e 16



Figura 1 -

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 —

Figura 5 -

LISTA DE FIGURAS

Biovolume celular (10° pm® mL?) de A) R. raciborskii em monocultura e
cultura mista na temperatura de 24 °C; B) R. raciborskii em monocultura e
cultura mista na temperatura de 30 °C; C) M. aeruginosa em monocultura
e cultura mista na temperatura de 24 °C; D) M. aeruginosa em monocultura
e cultura mista na temperatura de 30 °C. * diferenca significativa; **=
diferenga significativa entre os dias e temperaturas, mas ndo em relagéo ao

LU=tz 1 =] ] (0 1T 15

Volume celular (um? cel™?) de A) R. raciborskii em monocultura e cultura
mista na temperatura de 24 °C; B) R. raciborskii em monocultura e cultura
mista na temperatura de 30 °C; C) M. aeruginosa em monocultura e cultura
mista na temperatura de 24 °C; D) M. aeruginosa em monocultura e cultura
mista na temperatura de 30 °C. * = diferenca significativa; **= diferenca
significativa entre os dias e temperaturas, mas ndo em relacdo ao
EFALAMENTO. ... e 17
Taxa de crescimento especifico A) R. raciborskii em monocultura e cultura
mista na temperatura de 24 °C; B) R. raciborskii em monocultura e cultura
mista na temperatura de 30 °C; C) M. aeruginosa em monocultura e cultura
mista na temperatura de 24 °C; D) M. aeruginosa em monocultura e cultura
mista na temperatura de 30 °C. Médias com diferentes letras alfabéticas séo
diferentes significativamente p < 0.05........cccooeiiiiiiiinieiiee e 18
Taxa de inibicdo/estimulo de crescimento. A) Cultura mista de R.
raciborskii em 24 °C; B) Cultura mista de R. raciborskii em 30 °C; C)
Cultura mista de M. aeruginosa em 24 °C; D) Cultura mista de M.
aeruginosa em 30 °C. Médias com diferentes letras alfabéticas séo
diferentes significativamente p < 0.05........ccccccveieveeieiiieceee e 19
Concentragdo de saxitoxinas (ug L) por tempo nos tratamentos de
monocultura e cultura mista de R. raciborskii nas temperaturas de 24 °C e 30
°C. A) Temperatura de 24 °C; B) Temperatura de 30 °C. Médias com
diferentes letras alfabéticas sdo diferentes significativamente p < 0.05.......... 20



Figura 6 —

Concentragdo de microcistina (ug L) por tempo nos tratamentos de
monocultura e cultura mista de M. aeruginosa nas temperaturas de 24 °C e
30 °C. A) Temperatura de 24 °C; B) Temperatura de 30 °C. Médias com
diferentes letras alfabéticas sdo diferentes significativamente p < 0.05........



2.1.
2.2.
2.3.
2.4,
2.5.

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt se st 11
METODOLOGIA ..ottt sttt e st st re b 13
Cepas de Cian0o BaCtEIias.......cc.civeieeiieiie ettt sas et reenae e ns 13
CoNAIGOES A& CUITUIA ... 13
(7o) (=1 e= W0 31 D =T [0 1RSSR 13
ANALISE de CIANOTOXINGS .....ecvvivieiieiieie ettt sttt bbb e ereeneas 13
ANALISE ESTATISTICA. ... evi ittt sttt bbb 14
RESULTADOS ...ttt sttt bttt se et s ere e 14
DISCUSSAD ..ottt 21
CONCLUSAOD ...ttt 23

REFERENGCIAS. ....ocoe ettt et ee e e e e et e e e s e e e e et e et et e et e e e et e e es et ees et e e ereeereeerananes 24



EFEITOS DA TEMPERATURA NA INTERA(;AO ENTRE AS CIANOBACTERIAS
Raphidiopsis raciborskii E Microcystis aeruginosa: ANALISE DA RESPOSTA
ECOFISIOLOGICA DAS ESPECIES

EFFECTS OF TEMPERATURE ON THE INTERACTION BETWEEN
CYANBACTERIA Raphidiopsis raciborskii AND Microcystis aeruginosa: ANALYSIS
OF THE ECOPHYSIOLOGICAL RESPONSE OF THE SPECIES

Tatiane Medeiros Queiroz*
RESUMO

Os efeitos das mudancas climaticas como o aumento da temperatura global, em ecossistemas
aquaticos tém contribuido para ocorréncia das floragdes das cianobactérias e aumento das
concentracdes das cianotoxinas. As espéecies Raphidiopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa
sdo formadoras de floragdes toxicas e sdo consideradas ameacas a diversidade de organismos
pois tem se destacado por sua dominancia em ambientes aquaticos de todo o mundo, sendo
influenciadas pelo aumento da temperatura que tem provocado o aumento de suas floragoes e
expansOes territoriais. Essas espécies co-ocorrem ou podem co-dominar em ecossistemas
aquaticos, em decorréncia das condi¢des ambientais e suas caracteristicas ecofisioldgicas e as
implicacbes do aumento das temperaturas sobre as floragfes destas espécies € extremamente
preocupante. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da temperatura
sobre as respostas ecofisioldgica como volume, biovolume e producdo de toxinas durante
interacbes entre R. raciborskii e M. aeruginosa. Foram realizados experimento em
monoculturas com de cepas de R. raciborskii e M. aeruginosa, e cultura-mista com a interacéo
das células de ambas as espécies, a fim de testar o efeito competitivo, sobre as condi¢des das
diferentes temperaturas. Duas temperaturas foram testadas (24 °C e 30 °C) sob condicGes
adequadas de nutrientes para manutencdo das cepas contidas no meio de cultura ASM-1. A
densidade celular inicial foi de 4,0 x 10® pM® mL™ para cada cepa. As culturas foram incubadas
durante oito dias, em dias alternados foram retiradas amostras para quantificar e medir o
crescimento celular, biovolume e conteldo de cianotoxinas. Foi realizada uma anélise de
variancia do tipo dois fatores (ANOVA axb) para verificar as diferencas significativas da
temperatura entre as taxas de crescimento, taxa de inibigdo e estimulo, volume, biovolume e
toxinas. Verificamos que a temperatura intensificou as interacBes entre as espécies,
promovendo maior vantagem competitiva a R. raciborskii. As taxas de crescimento das cepas
de M. aeruginosa e R. raciborskii em cultura mista foram mais baixas em compara¢do com as
monoculturas em ambas as temperaturas testadas. O aumento da temperatura levou o aumento
do biovolume celular e estimulou o crescimento de R. raciborskii. Foi observado maiores
biovolumes de M. aeruginosa em 24 °C, e reducdo em 30 °C. Em contrapartida, M. aeruginosa
apresentou maior inibigcdo nas duas temperaturas se comparado a R. raciborskii. O aumento da
temperatura mostrou aumentar o volume celular de R. raciborskii e reduziu o volume celular
de M. aeruginosa. Com o0 aumento da temperatura observou-se estimulacdo na producdo de
microcistina na condi¢do de cultura mista. R. raciborskii apresentou maior producdo de
saxitoxinas em monocultura sob 24 °C, sendo esta estimulada durante o cultivo misto em 30 °C.
Estes resultados mostram que em elevada temperatura R. raciborskii domina mais fortemente

* Aluna de Graduacao em Ciéncias bioldgicas na Universidade Estadual da Paraiba - UEPB, campus I.
E-mail: tatianemedeiros5892@gmail.com
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M. aeruginosa, sugerindo que em um cendrio futuro de temperaturas mais altas floracGes de R.
raciborskii tenha maiores vantagens competitivas. Neste contexto, o presente estudo ajuda a
prever os efeitos do aquecimento global sobre as floragdes destas espécies toxicas nos
ecossistemas aquaticos e podem auxiliar na criacdo de planos de manejos para o controle das
floragcOes formadas por estas cianobactérias.

Palavras-chave: Mudancas climaticas. Interacdes alelopaticas. Saxitoxinas. Microcistinas.

ABSTRACT

The effects of climate change, such as the increase in global temperature, in aquatic ecosystems
have contributed to the occurrence of cyanobacterial blooms and increased concentrations of
cyanotoxins. The species Raphidiopsis raciborskii and Microcystis aeruginosa form toxic
blooms and are considered threats to the diversity of organisms because they have stood out for
their dominance in aquatic environments all over the world, being influenced by the increase in
temperature that has caused the increase of their blooms and territorial expansions. These
species co-occur or may co-dominate in aquatic ecosystems, due to environmental conditions
and their ecophysiological characteristics and the implications of increasing temperatures on
the blooms of these species is extremely worrying. Given the above, the aim of this study was
to evaluate the effects of temperature on ecophysiological responses such as volume, biovolume
and toxin production during interactions between R. raciborskii and M. aeruginosa.
Experiments were carried out on monocultures with strains of R. raciborskii and M. aeruginosa,
and mixed culture with the interaction of cells of both species, in order to test the competitive
effect on the conditions of different temperatures. Two temperatures were tested (24 °C and 30
°C) under adequate nutrient conditions to maintain the strains contained in the ASM-1 culture
medium. The initial cell density was 4.0 x 106 uM> mL"! for each strain. The cultures were
incubated for eight days, on alternate days samples were taken to quantify and measure cell
growth, biovolume and cyanotoxin content. A two-factor analysis of variance (ANOVA axb)
was performed to check for significant differences in temperature between growth rates,
inhibition and stimulus rates, volume, biovolume and toxins. We verified that the temperature
intensified the interactions between the species, promoting greater competitive advantage to R.
raciborskii. The growth rates of M. aeruginosa and R. raciborskii strains in mixed culture were
lower compared to monocultures at both temperatures tested. The increase in temperature led
to an increase in cell biovolume and stimulated the growth of R. raciborskii. Higher biovolumes
of M. aeruginosa were observed at 24 °C, and a reduction at 30 °C. In contrast, M. aeruginosa
showed greater inhibition at both temperatures compared to R. raciborskii. The increase in
temperature showed an increase in the cell volume of R. raciborskii and a decrease in the cell
volume of M. aeruginosa. With the increase in temperature, stimulation in the production of
microcystin was observed in the mixed culture condition. R. raciborskii showed higher
production of saxitoxins in monoculture under 24 °C, which was stimulated during mixed
cultivation at 30 °C. These results show that at high temperature R. raciborskii dominates more
strongly M. aeruginosa, suggesting that in a future scenario of higher temperatures R.
raciborskii blooms have greater competitive advantages. In this context, the present study helps
to predict the effects of global warming on the blooms of these toxic species in aquatic
ecosystems and can assist in the creation of management plans for the control of blooms formed
by these cyanobacteria.

Keywords: Climate changes. Allelopathic interactions. Saxitoxins. Microcystins.
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1 INTRODUCAO

O aumento da poluicdo antropogénica decorrente das atividades humanas, urbanas e
industriais, eleva as concentracdes de nutrientes, principalmente de nitrogénio e fosforo,
resultando no processo de eutrofizacdo em corpos aquaticos (PAERL et al., 2016; YANG et al.,
2017; GLIBERT; BURFORD, 2017). Associada aos efeitos das mudancas climaticas como o
aumento da temperatura global, a eutrofizacdo tem contribuido para a ocorréncia das floragdes
de cianobactérias (CAREY et al., 2012; O’NEIL et al., 2012; WALLS et al., 2018).

As floragdes de cianobactérias sdo consideradas ameacas a diversidade de organismos,
pois dominam diversos ecossistemas aquaticos, reduzindo a diversidade de espécies e
inviabilizam os servigos ecossistémicos, alterando os aspectos da &gua, como sabor e odor,
comprometendo a qualidade para consumo (PAERL et al., 2016; DALU; WASSERMAN,
2018; MOURA et al., 2018). Um dos maiores problemas associados as floragdes das
cianobactérias esta relacionado a capacidade destes organismos de produzir cianotoxinas, as
quais podem causar sérios danos a satide de humanos e de animais (KOREIVIENE et al., 2014;
HARDY et al., 2015; WEBER et al., 2020). Essas cianotoxinas podem ser classificadas como
microcistinas, cilindrospermopsina, anatoxina-a e saxitoxinas, podendo causar efeitos
neurotoxicos, hepatotoxicos, dermatotoxicos e carcinogénicos (O’NEIL et al., 2012; HARKE
etal., 2016; CARMICHAEL e BOYER, 2016).

Cianobactérias sdo organismos resistentes a condi¢des de distirbios ambientais, como
a limitacdo de nutrientes, varia¢Oes na intensidade luminosa e diferentes niveis de temperatura
(O’NEIL et al., 2012; BUFORD et al., 2016; MENEZES et al., 2019). A temperatura por sua
vez, pode alterar a fisiologia, morfologia, acelerar o crescimento afetando a atividade
fotossintética e o metabolismo celular, bem como influenciar no sucesso competitivo e
interacdes entre espécies (WELLES et al., 2015; IBELINGS et al., 2011; BURFORD et al.,
2020). O aumento da temperatura consequente das mudangas climéticas globais, contribuem
para a elevacdo da estratificagdo vertical, diminui¢do da precipitagdo e redugdo na mistura do
vento, provocando a estagnacao da coluna de agua, favorecendo a formacao de floracdes de
cianobactérias (PAERL; HUISMAN, 2009; HUISMAM et al., 2018).

Na regido semidrida tropical o aumento da temperatura associado aos longos periodos
de estiagem prolongada desta regido tem promovido intensas floracdes de cianobactérias
durante todo o ano (BARBOSA et al., 2011; BRASIL et al., 2016). Diferentemente das regides
temperadas, onde as floracBes ocorrem em periodos de verdo e outono (REYNOLDS;
PETERSEN, 2000). Neste contexto, a regido semiarida tropical pode servir como modelo de
um cenario futuro para regides temperadas, podendo predizer possiveis eventos de floracGes de
cianobactérias, pois acredita-se, que ao longo do tempo a elevacédo da temperatura juntamente
com a eutrofizacdo favoreca esses eventos, podendo ocorrer com maior frequéncia o ano todo,
assim como em ambientes tropicais (MEHNERT et al., 2010; SINHA et al., 2012).

De acordo com os relatérios do IPCC (2013, 2014), a temperatura global neste século
XXI aumentara em cerca de 4,8 °C, como também, ocorrerd intensos periodos de seca, e
aumento da estratificagcdo vertical na regido semiarida devido ao aumento da temperatura. O
sucesso, das cianobactérias em ambientes com temperatura alta deve-se ao fato de apresentarem
vantagens ecofisioldgicas como vesiculas de gas que promove a flutuabilidade na coluna da
agua, facilitando a assimilacdo de luz e a aquisicdo de nutrientes em condi¢des limitantes,
presenca de heterdcitos atuam na fixacao de nitrogénio e acinetos para estocagem de nutrientes
(O’NEIL et al., 2012; PAERL; PAUL, 2012; MANTZOUKI et al ., 2016; MOURA et al.,
2018).

A intensidade da temperatura pode influenciar as cianobactérias de forma direta
elevando as taxas de crescimento e fotossintéticas, e indireta diminuindo a viscosidade da agua


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568988320301372?casa_token=-sZpS5TQI-sAAAAA:BqHJWeEc97sbyFNiVbQ0KndwkteiBFa7udNmU2kriKvjPSRorIr0KPX2fqp6hVmNos_qugRwyXY#bib0031
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e aumentando a difusdo de nutrientes, fornecendo estabilidade da coluna de agua, contribuindo
assim para uma maior vantagem competitiva deste grupo (O’NEIL et al., 2012;
SCHABHUTTL et al., 2013; THOMAS; LITCHEMAM, 2016). Estudos tém relatado a
influéncia da temperatura associadas a outros fatores ambientais como nutrientes e luz sobre a
dominancia das cianobactérias em ecossistemas aquaticos (PAERL; PAUL, 2012; POSCH,
CAREY et al., 2012; PAERL; OTTEN, 2013; RICHARDSON et al., 2018; WALLS et al.,
2018).

As cianobactérias Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju e
Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing, sao formadoras de floraces toxicas em ambientes
de agua doce em todo mundo (LI et al., 2016; BURFORD et al., 2016; HARKE et al., 2016).
Acredita-se que floragbes destas espécies se tornaram mais frequentes em decorréncia das
mudancas climaticas e aumento da eutrofizagdo (PAERL; HUISMAN, 2009; O’NEIL et al.,
2012). A R. raciborskii ¢ uma cianobactéria invasora, de origem tropical que se expandiu para
regides temperadas (MOREIRA etal., 2011; SUKENIK et al., 2012; ANTUNES et al., 2015).
R. raciborskii € uma espéecie que possui tricomas retos ou enrolados, presenca de acinetos,
vesiculas de gés, heterdcitos, tolera baixa intensidade de luz e uma ampla faixa de temperatura
apresentando Otimas taxas de crescimento entre 29 e 31 °C, e tolerancia entre 19 e 35 °C
(BRIAND et al., 2004; RYAN; THOMAS; LITCHMAN, 2017; PANOU et al., 2018). Esta
espécie é produtora das cianotoxinas cylindrospermopsina e saxitoxina (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al., 2016; MIOTTO et al., 2017; VARGAS et al., 2019).

Microcystis aeruginosa é uma espécie que pode ser encontrada na forma colonial ou
unicelular (XIAO; LI; REYNOLDS, 2018), possui vesiculas de gas, e mucilagem que reduz as
taxas de afundamento e fornece protecdo contra a predagdo, diminuindo a herbivoria
(REYNOLDS, 2007; WU et al, 2010). M. aeruginosa pode produzir a hepatoxina microcistina
(RZYMSKI et al., 2014; WANG et al., 2017). Esta cianobactéria pode tolerar temperaturas
entre 16,5 °C a 35 °C (THOMAS e LITCHMAN, 2016) com taxa de crescimento 6timo entre
24 °C a 28 °C (GKELIS et al., 2014; MANTZOUKII et al., 2016).

As espécies R. raciborskii e M. aeruginosa co-ocorrem ou podem co-dominar em
ecossistemas de agua doce devido a capacidade de competir por recurso como luz e nutrientes
(MARINHO; SOUZA: LURLING, 2013; XIAO; WILLIS; BURFORD, 2017; JIA et al., 2020).
Essa alternancia de dominancia pode ser resultado da alta plasticidade fenotipica e interagdes
alelopéticas (BONILLA et al., 2012; WILLIS et al., 2015). Em experimento com varia¢des dos
niveis de luz e fosfato, foi observado que a competicdo entre R. raciborskii e M. aeruginosa
pode ser dependente do recurso limitante, R. raciborskii pode dominar quando foi exposta a
diferentes condicbes de luz e limitacdo de fdésforo e Microcystis sob limitacdo de luz
(MARINHO; SOUZA; LURLING, 2013). Em condi¢Bes de diminuicdo da temperatura M.
aeruginosa obteve aumento na taxa de crescimento enquanto sob alta temperatura e limitacédo
nitrogénio favoreceu ainda mais as floragfes de R. raciborskii. (THOMAS e LITCHMAN,
2016)

Acredita-se que maiores biomassas de cianobactérias possam contribuir para aumento
das concentracdes de toxinas (DAVIS et al., 2009; EL-SHEHAWY etal., 2012; BRUTEMARK
et al., 2015). No entanto, ainda ndo esta claro como 0 aumento da temperatura pode influenciar
producdo de toxinas durante as intera¢Ges entre essas espécies. Esse estudo é importante para
compreensdo da influéncia da temperatura nas floraces destas cianobactérias em ambientes
aquaticos, bem como auxiliar na prevencéo e criacdo de planos de manejos eficientes. Diante
do exposto, o0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da temperatura sobre as respostas
ecofisiologica como o volume, biovolume e producgdo de toxinas durante interacdes entre R.
raciborskii e M. aeruginosa. As seguintes hipoteses foram testadas: a) Espera-se que, durante
interagcOes entre R. raciborskii e M. aeruginosa em temperatura elevada R. raciborskii tenha
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maior biovolume. b) Durante interacdes em temperatura elevada havera o aumento da producédo
de cianotoxinas por ambas as espécies.

2 METODOLOGIA
2.1 Cepas das Cianobacteérias

O experimento foi realizado com duas cepas uma de Microcystis aeruginosa (Word
Data Center Microorganisms 835) obtida na Universidade de Sado Carlos e outra de
Raphidiopsis raciborskii (ITEPA1) que foi obtida da cole¢cdo de cultura do Instituto de
Tecnologia de Pernambuco. As cepas foram cultivadas em erlemmeyers 250 ml, contendo 200
ml de meio de cultura ASM-1 autoclavado.

2.2 Condic0es de Cultura

Para o experimento duas temperaturas foram testadas (24 °C e 30 °C) sob condigdes
adequadas de nutrientes para manutencdo das cepas contidas no meio de cultura ASM-1. Os
experimentos foram realizados utilizando monoculturas de R. raciborskii e M. aeruginosa, e
cultura-mista com a interacdo das células de ambas as espécies, a fim de testar o efeito
competitivo, sobre as condig¢des das diferentes temperaturas.

Os experimentos ocorreram durante 8 dias em triplicatas e incubadas nas mesmas
condicdes de pH ajustado para 8,0 iluminacéo de (60 pmol de fotons m 2 s1), e fotoperiodo de
12 horas no claro e 12 horas. A densidade celular inicial foi de 4,0 x 10° uM?3 mL! para cada
cepa. Todos os erlemmeyers foram homogeneizados manualmente todos os dias e foram
retiradas em dias alternados (0, 2, 4, 6, 8). As aliquotas de 2 ml foram retiradas para quantificar
e medir o crescimento celular, biovolume e conteddo de cianotoxinas.

2.3 Coleta de Dados

A quantificacdo das células de R. raciborskii e M. aeruginosa, para determinar a
densidade celular foi realizada usando camara de contagem Brightline Neubauer utilizando o
microscépio de luz Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) no Laboratério de Ecologia
aquatica, Universidade Estadual da Paraiba. Para o calculo do biovolume foram utilizadas as
formas geométricas segundo Hillebrand et al. (1999). As taxas de crescimento (u/dia’) das
espécies foram obtidas em ambas temperatura, durante a fase exponencial utilizando a equacéo
“u = [In (Nt)-In(Nt0)]/(t-t0)”, onde N ¢ o biovolume no tempo final (t) no tempo inicial (t0)
(WOOD et al., 2005). Os dados foram calculados na forma de média e desvio padrao. As taxas
de inibicéo e estimulagdo de ambas as cepas foi calculada com a formula (IR%): IR% = ((Nm
- Nc)/Nc)x100, onde Nm representa o biovolume das cepas no tratamento com cultura mista e
Nc representa o biovolume no controle. Todos os dados experimentais foram expressos com
média £ DP.

2.4 Analise de Cianotoxinas

Foram colhidas aliquotas de 2,0 ml em tubos de micro centrifuga com contetido de
toxinas microcistinas e saxitoxinas. As aliquotas foram preservadas antes da andlise. As
amostras foram submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento. Portanto, para 0s
resultados do contetido total de toxinas foi determinada pelo método de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) e as analises foram realizadas com o auxilio de um leitor de
microplacas ASYS A-5301 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). Neste estudo, foi
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aplicado o teste de ELISA para detecgdo e quantificagdo das toxinas e utilizado o método HPLC
e LC-MS (BABICA et al., 2006; BLAHOVA et al., 2009) para correlacionar (R = 0.96; p <
1.10 - 10), os dados obtidos pelos dois métodos.

2.5 Andlise Estatistica

Foi utilizado uma analise de variancia do tipo dois fatores (ANOVA axb) para verificar
as diferencas significativas das temperaturas, dias e tratamento (interacdo entre as espécies)
sobre o biovolume, volume, taxas de crescimento, taxa de inibicdo e estimulo. Os dados foram
testados para atender a normalidade e homogeneidade das variancias previstas nos testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett. Apds o teste da ANOVA utilizamos o teste Tukey para verificar onde
houve diferencas entre as mdltiplas médias dos tratamentos. Consideramos o nivel de
significancia de 5%, as analises foram realizadas usando o programa R software para windows
(R Core Team 2018).

3 RESULTADOS

As interagOes entre tempo, temperatura e tratamento apresentaram efeitos significativos
sobre 0 biovolume das cepas de R. raciborskii e M. aeruginosa. Os resultados mostraram que
0 maior biovolume de R. raciborskii foi em cultura mista, no oitavo dia (215,177 mm3 L) e
em monocultura, no tltimo dia (192,614 mm? L'Y) em 30 °C. Em relagdo a temperatura de 24
°C, os maiores valores de biovolume da cepa R. raciborskii ocorreu no oitavo dia de
experimento em cultura mista (72,382 mm?® L!) enquanto em monocultura teve valor de
(67,9677) (Figura 1). Dessa forma, a temperatura mostrou influenciar o biovolume de R.
raciborskii, promovendo maior biovolume dessa cianobactéria na temperatura 30 °C (Figura
1).

M. aeruginosa apresentou maiores biovolume sob a temperatura de 24 °C em
monocultura (6,59984 mm?3 L) no oitavo dia de experimento e em cultura mista obteve maior
biovolume no oitavo dia (4,089575 mm? LY). Por outro lado, o aumento da temperatura
ocasionou a reducdo do biovolume celular da cepa M. aeruginosa, sendo o maior biovolume
(4,002731 mm?® L'Y) em monocultura no oitavo dia, e em condicio de cultura mista (2,734233
mm?® L) no sexto dia (Figura 1). Assim, observamos que a temperatura influenciou o
biovolume de M. aeruginosa, diminuindo o biovolume desta cianobactéria na temperatura 30
°C (Figura 1).
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Figura 1 — Biovolume celular (10° um® mL™) de A) R. raciborskii em monocultura e cultura
mista na temperatura de 24 °C; B) R. raciborskii em monocultura e cultura mista na temperatura
de 30 °C; C) M. aeruginosa em monocultura e cultura mista na temperatura de 24°C; D) M.
aeruginosa em monocultura e cultura mista na temperatura de 30 °C. * = diferenca significativa;
** = diferenga significativa entre os dias e temperaturas, mas ndo em relagdo ao tratamento.
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Tabela 1 — Resultados da Anova da exposicédo de M. aeruginosa a diferentes condic¢des de tratamentos e temperaturas.

Microcystis aeruginosa

Fatores
Biovolume Volume Crescimento Inibicdo Saxitoxina
df F P df F P df F P df F p Df F P

Temperatura 1 12829 <0001 1 53355 <0.001 1 62377 <0.001 1 219302 <0.001 1 1.275 0.26
Tratamentos 1 3773 <0.001 1 109.621 <0.001 1 101.963 <0.001 - - - 1 496.267 <0.001
Dias 4 15887 <0.001 4 116.057 <0.001 4 58310 <0.001 4 58291 <0.001 4 46.302 <0.001
Temperatura: Tratamentos 1 8184 <0001 1 106918 <0.001 1 14122 <0.001 - - - 1 2.835 0.10
Temperatura: Dias 4 1593 <0.001 4 3711 <0.001 4 14279 <0.001 4 56759 <0.001 4 11506 <0.001
Tratamentos: Dias 4 16.78 <0.001 4 30.754 <0.001 4 33.832 <0.001 - - - 4 47497 <0.001
Temperatura: Tratamentos: Dias 4 1777 <0.001 4 21.342 <0001 4 8784 <0.001 - - - 4 10634 <0.001

Tabela 2 — Resultados da Anova da exposicédo de R. raciborskii a diferentes condi¢Ges de tratamentos e temperaturas.

Raphidiopsis raciborskii

Fatores
Biovolume Volume Crescimento Inibicdo Saxitoxina
df F P df F P df F P df F p Df F P

Temperatura 1 126.496 <0.001 1 0.006 093 1 17.1284 <0.001 1 423495 <0.001 1 03227 0.7
Tratamentos 1 42560 <0.001 1 15782 <0.001 1 0.0532 081 - - - 1 326.0823 <0.001
Dias 4 227968 <0.001 4 3.008 <0.001 4 113759 <0.001 1 6.5752 <0.001 4 119.0032 <0.001
Temperatura: Tratamentos 1 51428 <0.001 - - - - - - - - - 1 98.5430 <0.001
Temperatura: Dias 4 69.898 <0.001 4 16.090 <0.001 4 15387 021 1 5511 <0.001 4 7.6214 <0.001
Tratamentos: Dias 4 12626 <0.001 4 8.004 <0.001 4 16535 0.18 - - - 4 15.6228 0.0018
Temperatura: Tratamentos: Dias 4 8268 <0.001 - - - - - - - - - 4  5.1904 0.50

16
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As interacbes entre os dias, temperatura e tratamentos mostraram influenciar
significativamente (p < 0.001) o volume celular das cianobactérias (tabela 1 e 2). Maiores
volumes celulares foram verificados nos ultimos dias de exposi¢do nos tratamentos de cultura
mista de R. raciborskii na temperatura de 24 °C, enquanto em 30 °C R. raciborskii apresentou
maiores volumes sobre cultura mista com M. aeruginosa com maior valor no quarto dia de
experimento (Figura 2). Verificamos que a temperatura influenciou o volume celular da cepa
R. raciborskii, promovendo diminuicdo do volume celular desta cepa na temperatura de 30 °C.
O volume celular de M. aeruginosa néo apresentou diferencas significativas entre os dias na
temperatura de 24 °C, porém em 30 °C observou-se 0 aumento volume celular desta cepa em
monocultura, enquanto em cultura mista houve aumento nos ultimos dias sendo maior no oitavo
dia. Diferente de R. raciborskii, verificamos que a temperatura elevada (30 °C) influenciou o
aumento do volume celular de M. aeruginosa (Figura 2).

Figura 2 — Volume celular (um? cel™) de A) R. raciborskii em monocultura e cultura mista na
temperatura de 24 °C; B) R. raciborskii em monocultura e cultura mista na temperatura de 30
°C; C) M. aeruginosa em monocultura e cultura mista na temperatura de 24 °C; D) M.
aeruginosa em monocultura e cultura mista na temperatura de 30 °C. * = diferenca significativa;
** = diferenca significativa entre os dias e temperaturas, mas ndo em relagdo ao tratamento.

60

=@==Cultura mista de R. raciborskii A =@=Cultura mista de R. raciborskii B

50 | === Monocultura de R. raciborskii by | == Monocultura de R. raciborskii

BT

*

40

e

73]
=]
1

[
[==]
1

—
(=]
1

=
=

Volume celular (pm3 cell-1 )

(= Cultura mista de M. aeruginosa C —¢==Cultura mista de M. aeruginosa D
50 =rv=Monocultura de M. geruginosa =—fr—Monocultura de M. aeruginosa
40 - -
* 3
x% *
30 . : l %
20 A
10
0
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8

Tempo (Dias) Tempo (Dias)

Fonte: Propria autoria (2020).

Os resultados da ANOVA mostraram diferencas significativas (p < 0.05) nas taxas de
crescimento das cianobactérias em funcao dos tratamentos, dias e temperaturas (tabela 2 e 3).
As taxas de crescimento das duas cepas aumentaram no decorrer do tempo de experimento. As
maiores taxas de crescimento de R. raciborskii ocorreram durante o experimento de 30 °C em
monocultura (0,4765 p dia ) e em cultura mista (0,4327 p dia ) no oitavo dia de incubagao,
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além disso, sob condicdo de monocultura nesta temperatura observou-se inibi¢do das taxas de
crescimento de R. raciborskii no segundo dia (-0,026 p dia ) (Figura 2). Na temperatura de 24
°C, R. raciborskii apresentou menores taxas de crescimento, sendo os maiores valores ocorridos
no oitavo dia de experimento para os tratamentos de monocultura (0,2604 u dia %) e cultura
mista (0,3538 p dia 1) (Figura 2).

A cepa de M. aeruginosa, apresentou maiores taxas de crescimento do que R.
raciborskii, tanto em 24 °C como em 30 °C nas condi¢Ges de monocultura e cultura mista. Sob
24 °C M. aeruginosa, obteve maiores valores de taxa de crescimento no segundo dia de
experimento em cultura mista (1,219911 p dia ). M. aeruginosa reduziu as taxas de
crescimento na temperatura de 30 °C, mostrando inibigdo em monocultura no segundo dia (-
0,31439 p dia -1) (Figura 2). Nesta temperatura de 30 °C os maiores valores foram em
monocultura (0,397804 p dia %) no oitavo dia e em cultura mista (1,07864 p dia ") no segundo
dia (Figura 2).

Figura 3 — Taxa de crescimento especifico. A) R. raciborskii em monocultura e cultura mista
na temperatura de 24 °C; B) R. raciborskii em monocultura e cultura mista na temperatura de
30 °C; C) M. aeruginosa em monocultura e cultura mista na temperatura de 24 °C; D) M.
aeruginosa em monocultura e cultura mista na temperatura de 30 °C. Médias com diferentes
letras alfabeticas séo diferentes significativamente (p < 0.05).
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Fonte: Propria autoria (2020).

Com relacdo as taxas de inibicdo, observamos que as interagcdes entre temperatura,
tratamentos e dias foram significativas (p < 0.001) para as taxas de inibi¢do de R. raciborskii e
M. aeruginosa. A cepa de R. raciborskii, obteve maior inibigdo em cultura mista na temperatura
de 24 °C no quarto dia (40,559%) de experimento. Além disso, R. raciborskii na temperatura
de 30 °C apresentou alta estimulacdo em seu crescimento, com maior valor no segundo dia (-
762,341%). Foi observado que R. raciborskii apresentou maiores valores de estimulagédo em
seu crescimento na temperatura de 24 °C e 30 °C em relagdo a M. aeruginosa, que apresentou
maior inibi¢cdo durante o experimento de 24 °C e 30 °C. M. aeruginosa apresentou maior
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inibicdo durante todos os dias de experimento na temperatura 24 °C com maior valor no sexto
dia (60,02001%). Observamos que em 30 °C M. aeruginosa teve seu crescimento inibido no
segundo e oitavo dia, e estimulagdo em seu crescimento no sexto e oitavo dia observado com
maior valor (-272,607%) no quarto dia de experimento (Figura 3).

Figura 4 — Taxa de inibicdo/estimulo de crescimento. A) Cultura mista de R. raciborskii em 24
°C; B) Cultura mista de R. raciborskii em 30 °C; C) Cultura mista de M. aeruginosa em 24 °C;
D) Cultura mista de M. aeruginosa em 30 °C. Médias com diferentes letras alfabéticas sdo
diferentes significativamente p < 0.05.
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Fonte: Propria autoria (2020).

As interagOes entre temperatura, tratamentos e dias foram significativas sobre o
conteddo de saxitoxinas (tabela 2 e 3). As maiores concentracdes de saxitoxinas ocorreram em
monocultura sob 24 °C com maior valor (3,45 pug L) no oitavo dia, enquanto em cultura mista
houve inibicdo da producéo de saxitoxinas em todos os dias. Com o aumento da temperatura
observamos que em monocultura ocorreu inibicdo do contetudo de saxitoxinas, ja durante a
interacdo entre R. raciborskii e M. aeruginosa a producao de saxitoxinas foi estimulada em 30
°C com maior valor (2,09 pg L) registrado no oitavo dia (Figura 4).
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Figura 5 — Concentragéo de saxitoxinas (ug L) por tempo nos tratamentos de monocultura e
cultura mista de R. raciborskii nas temperaturas de 24 °C e 30 °C. A) Temperatura de 24 °C; B)
Temperatura de 30 °C. Médias com diferentes letras alfabéticas sdo diferentes
significativamente p < 0.05.

4 Temperatura: 24°C | Temperatura: 30°C
mMonocultura de R. raciborskii a A) BEMonocultura de R. raciborskii B)
. 3,5 1 O Cultura mista de R. raciborskii OCultura mista de R. raciborskii ab
DR ab
an
3 de
=~ 2,5 1 f
g de cd
224 fi f
g d e de
- — e
1,5 A hi hj h
& o i £ fg
s i : j .
5 1 i ]
= .. .. h
0.5 - . j 1] 1
]
0 .
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Tempo (Dias) Tempo (Dias)

Fonte: Propria autoria (2020).

Nossos resultados mostraram que as interacGes entre temperaturas, dias e tratamentos
mostraram influenciar significativamente as concentragGes de microcistinas (Figura 5). As
menores concentracdes de saxitoxinas ocorrem em monocultura em 24 °C, enquanto as maiores
concentragfes de microcistinas em 24 °C ocorreram em cultura mista 0 que indica que a
producdo de microcistinas foi estimulada com presenca de R. raciborskii, apresentando maior
valor no oitavo dia (0,77 ug L), no sexto dia houve inibicdo do conteido de microcistina. Com
0 aumento da temperatura para 30 °C a producdo de microcistinas foi estimulada em
monocultura. Observou-se, também que em 30 °C a exposi¢do da saxitoxinas causou um maior
aumento na estimulacédo da producédo de microcistinas em M. aeruginosa com maior valor (1,44
ug L) no segundo dia, e inibigdo (0,023333 ug L) no oitavo dia de experimento (Figura 5).
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Figura 6 — Concentracéo de microcistina (g L) por tempo nos tratamentos de monocultura e
cultura mista de M. aeruginosa nas temperaturas de 24 °C e 30 °C. A) Temperatura de 24 °C;
B) Temperatura de 30 °C. Médias com diferentes letras alfabéticas sdo diferentes
significativamente p < 0.05.
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Fonte: Propria autoria (2020).
4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que as cepas de M. aeruginosa e R.
raciborskii apresentaram diferencas em seu biovolume, volume celular, taxas de crescimento e
de inibicdo e nas concentracbes de cianotoxinas quando foram expostas as diferentes
temperaturas. Neste estudo, testamos uma primeira hipotese de que durante interagdes entre R.
raciborskii e M. aeruginosa em temperatura elevada, a espécie R. raciborskii apresentaria maior
biovolume.

Nossos resultados corroboraram com esta primeira hipotese, mostrando que durante as
interacbes em cultura mista, R. raciborskii exibiu maior biovolume com o aumento da
temperatura, sugerindo que a temperatura influenciou a competicdo favorecendo esta espécie.
Em monocultura R. raciborskii, apresentou maior biovolume no dltimo dia de incubagéo sob
24 °C, entretanto, estes valores de biovolume foram menores que os registrados em cultura
mista no sexto e oitavo dia em 24 °C. A temperatura elevada aumentou o biovolume celular
desta espécie tanto em monocultura como em cultura mista. Nossos resultados foram similares
aos encontrado em estudo realizado por Lei et al. (2020), o qual mostrou que elevadas
temperaturas promoveram o aumento do biovolume de R. raciborskii. Mudancas na
temperatura, tém sido estudadas, e mostram que este fator influéncia os resultados das
interacOes de competicdo entre cepas de M. aeruginosa e R. raciborskii (LEI et al., 2020).

Durante interacdo entre estas espécies sob condicdo diferentes temperaturas e
intensidades de luz, observou-se que em menor temperatura (20 °C) e maior intensidade de luz
M. aeruginosa foi favorecida, enquanto na condi¢cdo de aumento da temperatura (28 °C) tanto
em limitacdo de luz como em alta intensidade R. raciborskii obteve maior densidade celular
(XIAO; WILLIS; BURFORD, 2017).

Os maiores biovolume da cepa de M. aeruginosa em monocultura ocorreram sob
temperatura de 24 °C, sugerindo que M. aeruginosa possui uma baixa tolerancia a temperaturas
elevadas. 1sso condiz com estudos que mostraram que o crescimento 6timo desta espécie ocorre
em temperaturas de no maximo entre 25 °C a 28 °C (GKELIS et al., 2014; MANTZOUKII et



22

al., 2016). No entanto, estudos tém sugerido que esta espécie pode ser favorecida por efeitos
indiretos do aquecimento global, como condicBes de estratificacdo térmica devido a sua
capacidade de regular sua flutuabilidade na coluna de 4gua (REYNOLDS; WALSBY, 1975;
PAERL; HUISMAN, 2009; LEI; PENG; HAN, 2015).

A exposic¢édo de M. aeruginosa em cultura mista na temperatura de 30 °C mostrou inibir
ainda mais o biovolume desta cepa. Esta condicdo pode ter beneficiado R. raciborskii durante
a competicdo com esta espécie. Verificamos que a cepa M. aeruginosa teve seu volume celular
aumentado em 30 °C em comparagdo com os valores registrados em 24 °C. R. raciborskii
apresentou volumes celulares maiores nos Ultimos dias em cultura mista sob 24 °C, enquanto o
aumento da temperatura levou o aumento no volume celular nos primeiros dias em cultivo
misto, e em monocultura foi possivel observar diminui¢do do volume. A reducdo do volume
coincidiu com maior densidade populacional, e este mecanismo de trade-off em que observa-
se que o aumento da sua densidade e reducdo do volume pode ocorrer para garantir maior
crescimento populacional (XIAO; WILLIS; BURFORD, 2017). Anteriormente, estudo
observou variacbes no volume celular destas espécies em resposta a temperatura (XIAO;
WILLIS; BURFORD, 2017).

As taxas de crescimento sdo importantes medidas que indicam o sucesso ecoldgico das
espécies e sua adaptacdo em diferentes condigdes ambientais (CARNEIRO et al., 2009), assim
como também podem medir a competicao entre espécies (THOMAS; LITCHEMAM, 2016).

De acordo com Paerl et al. (2016), fatores ambientais como temperatura, luz e as
mudancas nas concentracdes de nutrientes influenciam diretamente o metabolismo, taxa de
crescimento, e a produgéo de toxinas. No presente estudo, verificamos taxas de crescimento das
cepas de M. aeruginosa e R. raciborskii foram mais baixas em monocultura em ambas as
temperaturas testadas. O aumento das taxas de crescimento de R. raciborskii em temperaturas
mais elevada na condicdo de cultura mista, sugere que esta condicdo pode favorecer R.
raciborskii durante a competicdo com M. aeruginosa. Estes resultados corroboram com estudos
gue mostraram que o0 aumento da temperatura € um fator favoravel e influenciador para o
crescimento de R. raciborskii (SINHA et al., 2012; BRIAND et al., 2014). Isto também pode
estar relacionado ao fato de R. raciborskii apresentar uma alta tolerancia a uma ampla faixa de
temperatura com crescimento 6timo entre 19 °C a 32 °C (BRIAND et al., 2014; MESQUITA et
al., 2019). As maiores taxas de crescimento especifico da cepa M. aeruginosa em cultura mista
corroboraram com achados do trabalho de Lei et al. (2020), onde foi observado que na
temperatura de 24 °C M. aeruginosa apresentou maior taxa de crescimento. Além disso, a
reducdo do crescimento de M. aeruginosa em monocultura em 30 °C, sugere que esta
temperatura ndo € ideal para o0 seu crescimento.

A competicdo entre cepas de cianobactérias pode ocorrer devido a alta producdo de
biomassa por crescimento mais rapido, tolerancia a mudancas ambientais, e por meio de
interacOes alelopéticas, esses fatores favorecem a competicdo com outros organismos
fitoplanctdnicos, e podem determinar respostas na inibicdo ou estimulacdo do crescimento das
espécies (DUNKER; JAKOB; WILHEM, 2013; RZYMSKI et al., 2014; CHIA et al., 2018).

Os resultados das taxas de inibicdo mostraram que R. raciborskii apresentou maior
estimulagéo de seu crescimento com 0 aumento da temperatura. Enquanto M. aeruginosa em
30 °C foi mais fortemente inibida. Os resultados indicam que em temperatura mais elevada R.
raciborskii mostrou ser uma melhor competidora. A inibi¢do de M. aeruginosa possivelmente
pode ter sido consequente das substancias alelopaticas liberadas por R. raciborskii. Durante
interacdes entre estas espécies em filtrado de cultura mista os aleloquimicos de uma cepa de R.
raciborskii, promoveram a inibi¢ao do crescimento de M. aeruginosa (MELLO et al., 2012).

Da mesma forma, estudo realizado por Antunes, Ledo e Vasconcellos (2012) mostrou
gue em temperatura mais elevada R. raciborskii teve aumento do seu biovolume celular,
inducdo da producao de compostos alelopaticos e foi capaz de reduzir das taxas de crescimento
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de M. aeruginosa. A cepa M. aeruginosa em 24 °C apresentou maior inibi¢do, enquanto com o
aumento da temperatura seu crescimento foi estimulado. Isto pode estar associado ao fato de
cepas de Microcystis alta plasticidade e tolerancia as mudancas ambientais (LURLING et al,
2013; XIAO; WILLIS; BURFORD, 2017).

O aumento da temperatura consequente do aquecimento global pode estimular a
biossintese das toxinas, promove o aumento das floracGes toxicas, afetando o crescimento de
organismos aquaticos e compromete a qualidade da &gua para consumo humano (EL-
SHEHAWY etal., 2012; THOMAS; LITCHEMAN, 2016). Cianotoxinas podem causar efeitos
alelopaticos tendo como consequéncias a inibicdo de processos como a fotossintese, respiracdo
e o crescimento de outros organismos (REYNOLDS 1997; GRANELI; HANSEN, 2007).

As interagdes entre as cepas de R. raciborskii e M. aeruginosa em temperatura elevada
mostraram aumento da producdo das cianotoxinas saxitoxinas e microcistinas, corroborando
com a segunda hipotese, a qual propunha que durante interacGes, em temperatura elevada
ocorreria 0 aumento da producéo das cianotoxinas pelas espécies. A espécie R. raciborskii teve
maior producdo de saxitoxinas nas duas temperaturas em relacdo as concentracdes de
microcistinas, tendo as maiores concentra¢fes durante o cultivo misto com M. aeruginosa em
30 °C. Além disso, maiores concentracdes de saxitoxinas em 30 °C coincidiram com aumento
do biovolume celular e estimulo de crescimento, sugerindo que o aumento da producéo de
saxitoxinas foi resultante do aumento do biovolume celular desta espécie. Bittencourt-oliveira
et al. (2016), observou que maiores concentragdes de saxitoxinas ocorreram em altas taxas de
crescimento especifico e densidade celular de R. raciborskii. Semelhante aos nossos resultados,
Rangel et al. (2016) observaram que as concentracfes de saxitoxinas aumentaram em
temperaturas mais elevadas (32 °C). Concentracdes mais baixas de saxitoxinas sob temperatura
de 24 °C durante a cultura mista com M. aeruginosa podem indicar inibi¢do resultante dos
compostos alelopaticos presente no meio, sendo estd uma vantagem competitiva de M.
aeruginosa (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2016).

As concentracBes de microcistinas aumentaram quando se elevou a temperatura. Um
experimento em campo, verificou que o aumento das taxas de crescimento e maiores
concentracfes de microcistinas estiveram associados com temperaturas mais altas (DAVIS et
al., 2009). O aumento das concentracBes de microcistinas em cultura mista em elevada
temperatura sugere que a saxitoxinas de R. raciborskii juntamente com o aumento da
temperatura estimulou a produgdo de microcistinas. Foi relatado que, o aumento da producgéo
de microcistinas em altas taxas de crescimento € uma estratégia de M. aeruginosa durante a
exposicdo a saxitoxinas de R. raciborskii (BITTENCOURTOLIVEIRA et al., 2016). O
aumento da producdo de microcistinas por Microcystis também foi verificada durante
competicdo com Anabaena (CHIA et al., 2018).

Os resultados desse estudo demonstram a importancia de monitorar os efeitos das
mudancas nas temperaturas sobre as concentracoes de cianotoxinas liberadas por R. raciborskii
e M. aeruginosa durante interacdo. E sugerem que em um cenario futuro de altas temperaturas
floracdes de R. raciborskii dominem as floragcdes formadas por M. aeruginosa, desta forma,
estes resultados ajudam a prever os efeitos do aquecimento global sobre as floragfes destas
espécies toxicas nos ecossistemas aquaticos, e podem auxiliar na criacdo de planos de manejos
para o controle das floracdes formadas por estas espécies.

5 CONCLUSAO

Concluimos que mudancas na temperatura podem influenciar a competicdo entre as
espécies M. aeruginosa e R. raciborskii. Os resultados mostraram que os efeitos da temperatura
provocam variacgdes ecofisiologicas no aumento das concentracfes de toxinas, mudancgas no
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biovolume celular, volume celular, taxas de crescimento e taxas de inibi¢cdo das cepas de R.
raciborskii e M. aeruginosa. R. raciborskii mostrou ser uma competidora mais forte,
principalmente em alta temperatura. A producdo de microcistinas por M. aeruginosa foi
estimulada na condicdo de cultura mista em 30 °C, enquanto R. raciborskii apresentou elevadas
concentragBes de saxitoxinas em 24 °C em monocultura, porém os maiores valores foram
durante o cultivo misto com M. aeruginosa em 30 °C.

Estes resultados sdo importantes pois indicam que em elevadas temperaturas R.
raciborskii provavelmente ira dominar M. aeruginosa. Além disso, ressaltamos que as
interacbes entre estas espécies em temperaturas elevadas promoveram o aumento das
concentracGes de microcistinas e saxitoxinas. Estes resultados indicam que sdo necessarios
criagdes de planos de manejo eficientes como controle do aporte de nutrientes nos ecossistemas,
a fim de amenizar os efeitos causados pela temperatura sobre as floracGes toxicas destas
espécies.
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