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RESUMO

Florac6es de Raphidiopsis raciborskii tém intensificado devido ao aumento de eutrofizacdo dos
corpos aquaticos e mudancas climaticas. Contudo, a grande expansao e sucesso dessa especie
também vem sendo associada a sua plasticidade fenotipica. Assim compreender variacdes
intraespecificas de R. raciborskii em diferentes condi¢fes e niveis nutricionais € necessério,
pois auxilia no entendimento da ecologia da espécie, e como esses fatores que favorecem sua
expansdo. Temos como objetivo avaliar a variagdo intraespecifica de cepas da cianobactéria R.
raciborskii produtoras de saxitoxina e cilindrospermopsina em diferentes condicGes e niveis
nutricionais. As hipéteses testadas foram: (i) o aumento de nutrientes, promovera aumento nas
repostas fisioldgicas em ambas as cepas de R. raciborskii, (ii) variacdes intraespecificas as
mudancas nutricionais refletem a plasticidade fenotipica da espécie, em que a cepa produtora
de saxitoxina (SXT) apresentara melhores respostas fisiologicas do que a cepa produtora de
cilindrospermopsina (CYN) em condigdes de altas e baixas concentragdes de nutrientes. As
cepas foram expostas a cinco condi¢gdes nutricionais, de alto nitrogénio (N+) e fésforo (P+) e
baixo nitrogénio (N-) e fésforo (P-), tendo o meio ASM-1 sem modificagdes como condicao
controle (C), na temperatura de 25 °C, considerada 6tima para o crescimento da espécie. Para
verificar diferengas significativas nas concentragcdes de clorofila-a, taxas de crescimento,
atividade fotossintética (Fv/Fm) e densidade de heterdcitos, das cepas em diferentes condi¢Ges
de nutrientes foram realizadas Analises de variancia de dois fatores (ANOVA axb). Nossos
resultados mostraram varia¢fes intraespecificas entre as cepas nos diferentes niveis de
nutrientes, onde a cepa produtora de saxitoxina apresentou um maior destaque em sua taxa de
crescimento, biomassa e taxa fotossintética, em N+, P+ e P-, em relacdo a cepa produtora de
cilindrospermopsina, e a densidade de heterdcitos ndo foram observadas diferencas
significativas em ambas as cepas. Observados altas biomassas nas condi¢des enriquecidas de
nitrogénio, fosforo, e limitacdo de fosforo garante o sucesso da espécie, contudo foram
observadas limitacfes em baixas concentracdes de N+. Além disso, o resultado da limitagéo de
fosforo ndo afetou o crescimento das cepas, indicando uma dificuldade no controle da espécie,

sendo necessario o controle duplo de nutrientes para mitigar as floragdes de R. raciborskii.

Palavras-Chave: cianobactérias nocivas; eutrofizacdo; saxitoxina; cilindrospermopsina;
nitrogénio; fosforo.



ABSTRACT

Blooms of Raphidiopsis raciborskii have intensified due to increased eutrophication of aquatic
bodies and climate change. However, the great expansion and success of this species has also
been associated with its phenotypic plasticity. Therefore, understanding intraspecific variations
of R. raciborskii in different conditions and nutritional levels is necessary, as it helps to
understand the ecology of the species, and how these factors favor its expansion. We aim to
evaluate the intraspecific variation of strains of the cyanobacterium R. raciborskii that produce
saxitoxin and cylindrospermopsin under different conditions and nutritional levels. The
hypotheses tested were: (i) the increase in nutrients will promote an increase in physiological
responses in both strains of R. raciborskii, (ii) intraspecific variations, nutritional changes
reflect the phenotypic plasticity of the species, in which the saxitoxin-producing strain (SXT)
will present better physiological responses than the cylindrospermopsin (CYN) producing
strain under conditions of high and low nutrient concentrations. The strains were exposed to
five nutritional conditions, high nitrogen (N+) and phosphorus (P+) and low nitrogen (N-) and
phosphorus (P-), with the ASM-1 medium without modifications as control condition (C), in
temperature of 25 °C, considered optimal for the growth of the species. To verify significant
differences in chlorophyll-a concentrations, growth rates, photosynthetic activity (Fv/Fm) and
heterocyte density of strains in different nutrient conditions, two-way analysis of variance
(ANOVA axb) was performed. Our results showed intraspecific variations between strains at
different nutrient levels, where the saxitoxin-producing strain presented a greater emphasis on
its growth rate, biomass and photosynthetic rate, in N+, P+ and P-, in relation to the
cylindrospermopsin-producing strain. , and heterocyte density, no significant differences were
observed in both strains. High biomasses were observed in conditions enriched with nitrogen,
phosphorus, and phosphorus limitation guarantees the success of the species, however
limitations were observed in low concentrations of N+. Furthermore, the result of phosphorus
limitation did not affect the growth of the strains, indicating a difficulty in controlling the

species, requiring double nutrient control to mitigate R. raciborskii blooms.

Keywords: harmful cyanobacteria; eutrophication; saxitoxin; cylindrospermopsin; nitrogen;
phosphor.
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1 INTRODUCAO

O enriquecimento de nutrientes como o nitrogénio (N) e fosforo (P) em ecossistemas
aquaticos provenientes do crescimento da urbanizacéo, intensificacdo das praticas agricolas e
industriais, tém acelerado o processo de eutrofizagdo (WURSTBAUGH et al., 2019). Essas
mudancas nas concentracdes de nutrientes alteram os ciclos biogeoquimicos dos nutrientes e
desequilibram a sua estequiometria nos ecossistemas aquaticos (VAN DE WALL et al., 2014).
Além disso, ha o favorecimento da dominancia de cianobactérias sobre outras espécies do
fitoplancton (DERVAUX et al., 2015). As cianobactérias sao potencialmente produtoras de
toxinas, as quais acarretam inimeros problemas de salde aos seres humanos (FUNARI et al.,
2008), podendo levar a morte a depender das concentragdes e forma de exposicao
(CARMICHAEL et al., 2001),

A grande influéncia dos nutrientes sobre as floracdes das cianobactérias ocorre por esses
nutrientes serem fundamentais na formacéo de biomoléculas, sintese de proteinas, enzimas e
formacdo do DNA e RNA (CONLEY et al., 2009). Recentemente, estudos também indicaram
que condi¢des elevadas de N e ou P, promoveram floracbes de cianobactéria mais toxicas
(YANG et al., 2016), devido essas toxinas serem biossintetizadas por agrupamentos de genes
relacionados na regulacdo desses nutrientes (PRESO et al., 2014; YANG et al., 2016). Suas
floracGes também afetam a diminuicdo na qualidade da agua, reduzindo o oxigénio dissolvido,
aumentando o pH, causando a diminuicdo da transparéncia da agua, e promovendo alteracdes
no sabor e odor da mesma (YANG, et al., 2016; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014; Al
et al., 2020; AMORIM e MOURA, 2020).

Entre as espécies de cianobactérias formadoras de floragbes, Raphidiopsis raciborskii
(Woloszynka) Aguilera et al., € uma diazotrofica filamentosa amplamente difundida em corpos
hidricos de agua doce (WILLIS et al., 2015). Foi proposto que sua origem se deu em lagos
africanos, com disseminacdo posteriormente para a Indonésia e a América Central (Padisak,
1997). DiscussGes apontam que 0 grande sucesso dessa espécie estd associado as suas
caracteristicas ecofisiologicas que a permite tolerar diferentes condigdes ambientais, que a
possibilita formar floraces desde regides tropicais até as de clima temperado (RAMOS et al.,
2021). Entre essas caracteristicas se incluem: a capacidade de produzir heterdcitos, para a
fixacdo de nitrogénio atmosférico, sob condigdes limitantes (HASELKORN et al., 2007);
presenca de acinetos (células de resisténcia para condicdes estressantes) (PADISAK et al.,
1997), que surgem através do espessamento da parede celular para o armazenamento de

nutrientes (GARG et al, 2021); possui a capacidade de estocar P; e presenca de vesiculas de gas
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que auxiliam na flutuabilidade na coluna d’agua (SILVA et al., 2020). Apresentando uma alta
plasticidade fenotipica, a espécie tolera uma ampla variedade de temperaturas (Z. WANG et
al., 2021), intensidades de luz (MESQUITA et al., 2019) e salinidade (PADEE et al., 2015). De
fato, muitos fatores conduzem o sucesso dessa espécie, e suas respostas a gradientes
nutricionais revelam mecanismos importantes para o controle de suas floragdes (CHORUS et
al., 2021). No entanto mecanismos fisioldgicos que a permite dominar sobre outras espécies a
diferentes niveis de nutrientes precisam ser melhor explorado para compreensdo da sua
adaptabilidade ecofisioldgica que lhe confere a capacidade de formar floracbes em uma ampla
variedade de ambientes.

Raphidiopsis raciborskii foi relatada como produtora das cianotoxinas saxitoxina (STX)
e cilindrospermopsina (CYN). A CYN, alcaldide triciclico, ¢ uma hepatoxina, que atua
bloqueando a sintese protéica, causando insuficiéncia hepatica e renal, também nos tecidos
intestinal, sistema vascular e muscular (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2012). J& as SXT,
sdo classificadas como neurotoxinas, inibindo a condugdo elétrica das células, por bloquear os
canais de sddio das mesmas (THOTTUMKARA et al., 2014). Essas toxinas podem levar a
morte de animais domeésticos, selvagens e seres humanos (GRIFFITHS et al., 2003; BRIAND
etal., 2008; MEREL et al., 2013; CODD et al., 1999; BURATTI et al; HUANG; ZIMBA et al.,
2019), mas também atuam como substancias aleloquimicas, que podem inibir e/ou estimular o
crescimento de espécies concorrentes, sendo uma resisténcia quimica que pode gerar
implicacdes ecoldgicas nos ecossistemas (Z. WANG et al., 2021). Até a presente data, foi
observado que a SXT é encontrada em cepas da América do Sul, enquanto de CYN em cepas
australianas. Cepas norte-americanas ainda estdo sendo investigadas quanto a producgdo de
CYN, enquanto as cepas europeias tém capacidade de produzir neurotoxinas diferentes, ainda
ndo descritas (MESQUITA et al., 2019)

Respostas a condi¢des ambientais podem ser diferentes entre as espécies, como observado
no estudo de Xido et al., (2017), onde foram vistos em condicdes de luz e temperatura foi
verificado maior variabilidade intraespecifica do que interespecificas em cepas de R.
raciborskii. Ainda outros estudos mostraram que a variacdo nas propor¢des de N e P, podem
promover a dominancia de cepas toxicas sobre as nao tdxicas (BURFORD et al., 2014), sendo
os efeitos dessas perturbagdes importantes para alteracbes no processo de sucessao das cepas
de R. raciborskii (WILLIS et al.,, 2019), embora tais mecanismos ainda ndo estdo
completamente compreendidos. Frente a diferentes mecanismos adaptativos da espécie R.
raciborskii, entender suas respostas a gradientes nutricionais pode fornecer informagdes

importantes sobre a ecologia e toxicidade da espécie, 0 que é extremamente importante para
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compreensdo da expansdo desta espécie, que representa € um perigo crescente para 0
ecossistema e salde mundial (RAMOS et al., 2021). Até entdo, ndo foram feitos estudos que
demonstre a comparacdo entre cepas produtora de saxitoxina e cepas produtora de
cilindropermopsina.

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar a variacao intraespecifica de cepas
da cianobactéria R. raciborskii produtoras das cianotoxinas saxitoxina e cilindrospermopsina
em diferentes condicdes e niveis nutricionais. Nossas hipoteses sdo: (i) 0 aumento de nutrientes,
promoverd aumento nas repostas fisioldgicas (biomassa, eficiéncia fotossintética e taxa de
crescimento) em ambas as cepas de R. raciborskii, no entanto, (ii) varia¢des intraespecificas as
mudancas nutricionais refletem a plasticidade fenotipica da espécie, em que a cepa produtora
de SXT apresentard melhores respostas fisiologicas (biomassa, eficiéncia fotossintética, taxa de
crescimento e densidade de heterdcitos) do que a cepa produtora de CYN em condicdes de

altas e baixas concentragdes de nutrientes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Ecossistemas aquaticos de todo 0 mundo vem sendo expostos a uma grande carga de
nutrientes, induzida por atividades antropogénicas consequentes do crescimento populacional,
industrial e agropecudrio (HOWARTH et al., 2002). Este aumento nas concentragdes de
nutrientes ocasiona o processo de eutrofizacdo, cuja palavra vem de origem grega eu, “bem” e
trophein de “nutrir”, ou seja, rico em nutrientes (SMITH et al., 2009). Uma das consequéncias
de tal processo é o crescimento exacerbado de floracGes de cianobactérias potencialmente
toxicas, e isso ocorre porque nutrientes essenciais como nitrogénio (N) e fdésforo (P), sdo
necessarios para a sintese de proteinas e P utilizado para a transferéncia de energia, formacéo
do DNA e RNA, sendo, portanto, importantes para o crescimento populacional (CONLEY et
al., 2009).

Entre as consequéncias associadas as floracdes de cianobactérias estdo o aumento de
turbidez da agua que suprime o crescimento das macrofitas aquéticas, a deplecdo de oxigénio
através da degradacdo microbiana, que induz a hipdxia e andxia, levando a morte de peixes e
invertebrados bentdnicos (HUISMAN et al., 2018). Como também, produzem compostos no
qual modifica sabor e odor da agua, diminuindo sua utilidade em atividades recreativas como

também, o uso de reservatorios para se ter gua potavel (PAERL et al., 2013)

2.1 Origem, distribuicao e caracteristicas ecofisiologicas de Raphidiopsis raciborskii

Raphidiopsis raciborskii € uma cianobactéria filamentosa inicialmente descrita por
Woloszynka nos anos de 1899-1900, em lagos africanos onde dispersou para a Indonésia e
América Central (PADISAK, 1997). Posteriormente, irradiou para a Australia, por meio do
Oceano Pacifico para a América de Norte e do Sul, continuando para Asia Central e Europa
(VICO et al., 2020). Sua distribuicdo e capacidade de invasao esta associada a alta plasticidade
fenotipica, que ¢ uma mudanca de um fenotipo expresso por um gendtipo em funcdo das
mudangas ambientais (WHITMAN, 2009), a permite a tolerar a uma grande variedade de
ambientes, estando presente em climas tropicais até regides temperadas (RAMOS et al., 2021).
Cepas de R. raciborskii foram descritas como tolerantes a baixa e alta intensidade de luz, e uma
alta gama de temperaturas 10°C a 37°C (BONILLA et al, 2012). Além disso, fatores
relacionados ao aquecimento global, como elevacdo das temperaturas, mudangas nas
precipitaces, maiores periodos de seca e aumento de carga de nutrientes podem favorecer sua

proliferacdo (HAAKONSSON et al., 2017). A espécie apresenta células especializadas como
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0s acinetos, que em condi¢des estressante, se originando de uma célula vegetativa se espessa a
parede celular, basicamente funciona como armazenamento de nutrientes em condicoes
estressantes (PADISAK, 1997). Esta cianobactéria também é capaz de fixar nitrogénio
atmosférico em baixas condi¢cfes deste nutriente, através de uma célula adaptativa chamada
heterdcito, mas para que esse processo ocorra é necessaria uma condicdo anaerobica, onde a
nitrogenase, complexo enziméatico que permite a fixacdo de nitrogénio ocorre sem o contato
com 0 oxigénio que esta sendo assimilado nas demais células vegetativas (HERRERO et al.,
2001). Por fim, R. raciborskii também apresentam vesiculas de gas que ajudam na regulacéo
de sua flutuabilidade auxiliando na aquisi¢do de nutrientes no fundo do ecossistema e absor¢ao
de luz na superficie da coluna d’agua (CAREY et al., 2011).

2.1.1 Toxinas

Outra caracteristica associada a dominéncia de R. raciborskii nos ecossistemas é a
capacidade de produzir cianotoxinas sendo, as saxitoxina (STXs) e cilindrospermopsina
(CYN), as quais podem atuar como compostos alelopaticos inibindo o crescimento de espécies
concorrentes (BURFORD et al, 2016). A SXT é uma neurotoxina conhecida por paralisar
moluscos (PSP), produzidas por cepas da espécie em regides da América do Sul (BURFORD
et al, 2016), e atuam como um agente paralitico que inibe a conducdo elétrica nos canais de
sodio (THOTTUMKARA et al., 2014) e podem acarretar na morte de animais e seres humanos
(MESQUITA et al., 2019). A CYN, € um alcal6ide, hepatoxico, produzidas por cepas na
Oceania, Asia e Europa (VICO et al., 2020), efeitos de intoxica¢do por esta cianotoxina foram
descritos além do figado, nos rins, pulmdes, coracdo e timo (MESSINEO et al., 2008).

A intoxicacdo paralitica por marisco (PSP), ocorre pela ingestdo de frutos do mar
contaminados, sendo uma doenca grave por afetar o sistema neurovegetativo humano e
paralisar os musculos podendo levar a morte (PENNA et al., 2015), ainda ndo houve casos de
mortes. Pedrosa et al. (2020) relataram em seus estudos que SXT teve um efeito sinérgico nas
infeccBes do ZIKA virus, dobrando a quantidade de morte das células neurais em camundongos
ao ingerirem agua contaminada antes e durante a gravidez, causando anormalidades no feto.
Isso implica que a ingestdo do consumo de dgua com altas concentragdes de SXT em regides
do Nordeste do Brasil, provavelmente acarretou casos de microcefalia do agravamento da
ZIKA, contudo ainda ndo se sabe efeitos da toxina na saude neuroldgica por longos periodos.
O estudo de Scarlett et al. (2020) mostrou que cepas produtoras de cilindrospermopsina possui

um alto potencial, em causar um estresse oxidativo, no qual aumenta as quebras na cadeia de
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DNA, diminuindo a seu apoptose celular natural do corpo, nos hepatocitos de mamiferos ou os
proprios linfocitos sanguineos, alterando o metabolismo e patologia no figado, pela exposi¢éo
a toxina. A primeira descricdo de CYN, foi ap6s um surto de hepatoenterite, na Australia em
1979, onde afetou 148 pessoas, apresentando gastroenteriste, necessitando de hospitalizacéo
(MOREIRA et al., 2013).

Alguns autores consideram que a grande dominancia da espécie R. raciborskii ocorre
devido sua alta variedade intrapopulacional de cepas (BURFORD et al., 2016; WILLIS et al.,
2016). Variacbes em suas caracteristicas fisioldgicas e morfologicas sdo importantes
mecanismos para conseguirem se adaptarem ao ambiente (XIAO et al., 2017). Willis et al.
(2016) mostraram em seu estudo que em condi¢cBes ambientais de alta, média e baixa
concentracdo de N e P ocorre a variacdo intraespecifica da espécie, comum grande efeito na
taxa de crescimento e morfologia. Além disso, nenhuma das cepas exibiu suas propor¢des de
taxa de crescimento e caracteristicas morfoldgicas idénticas.

Estudos apontam que o que impulsiona o dominio da espécie R. raciborskii é a sua
grande plasticidade fenotipica para se adaptar em condic¢des variaveis de nutrientes (XIAO et
al., 2020). Entender a ecologia da espécie é vital para o desenvolvimento de planos de manejos
eficazes para conter essas floragOes, estratégias de mitigacdo e controle, uma vez que sua
toxicidade representa riscos a salide humana e de outros animais. Assim, se faz necessario um
aprofundamento dos estudos sobre as respostas fisioldgicas dessa espécie em diferentes
condicdes nutricionais, para entender os mecanismos utilizados pela espécie e ajudar na gestdo

sustentavel dos corpos hidricos.



16

3 METODOLOGIA

3.1 Cepas das cianobactérias

A linhagem de R. raciborskii produtora de saxitoxina (ITEP-A1) foi obtida da colecéo
de culturas do Instituto de Tecnologia do Pernambuco, e a cepa produtora de
cilindrospermopsina (CIAR-01) foi obtida do Laboratério de Qualidade de Agua da
Universidade Federal do Ceard. Ambas as cepas foram mantidas em meio de cultura ASM-1
(pH 8,0), sob condi¢des ambientais controladas (100 umol de fétons m? S de irradiancia e

fotoperiodo 12:12 de ciclo claro:escuro).

3.2 Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados em monoculturas, ou seja, os efeitos sobre as cepas
foram testados de forma individual. Os experimentos compreenderam a exposi¢do das cepas
toxigénicas de R. raciborskii produtoras de saxitoxina e cilindrospermopsina a diferentes niveis
de nutrientes, considerando trés réplicas para cada tratamento (Figura 1). Os experimentos
foram realizados na temperatura de 25°C, considerada uma temperatura étima para a espécie
(WANG etal., 2021), em cinco diferentes condi¢des nutricionais, no qual simulando condigdes
eutroficas, foi utilizada meio ASM-1 alterados com altas concentrag6es de nitrato (N+) (7 mmol
NaNOz; Marinho et al., 2013) e fosfato (P+) (350 umol de Na:POs; PASSARGE, 2006)
simulando condic¢des ricas em N e P, e para condicdes oligotréficas, limitacdo de nitrato (N-)
(7,8 pmol) e fosfato (P-) (0,05 pmol), conforme Chia et al. (2018). As culturas controles de

ambas as linhagens foram sendo mantidas no meio ASM-1 ndo modificado.
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Figura 1. Esquema do delineamento experimental. Sendo concentra¢des de nitrato alto (N+) e
baixo (N-); alto (P+) e baixo (P-) fosfato e controle (ASM-1).

CIAR - 01 (Cilindropermopsina)
i iy iy il i3

N+ N- b+ P- ASM-1
Medigdes e contagem dos

filamentos, células,
heterdcitos no inicio e

final do experimento. | == = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ITEP — Al (Saxitoxina)

i il i il ]
N+ N- P+ P- ASM-1

Clorofila-a e pH: 8,0
Eficiéncia maxima efetiva Luz: 100 pmol Dias
do fotossistema II (Fv/Fm), || Temperatura: 25°C 0 2 4 6 8 10 12
feitos em dias alternados

| N+ (7,0 mmol NaNOy) | | P+ (350 umol de Na,PO) |

| N-(78 pmol NaNOy) | [ P- (0,05 pmol NazPO3) |

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

As culturas foram previamente aclimatadas até a obtencdo do inicio da fase
exponencial das cepas (5 dias), sendo incubadas em fase de crescimento exponencial com um
biovolume inicial de 4,0 x 10° pM® mL™. Para os meios com limitacdo de fosfato, as culturas
foram previamente inoculadas e aclimatadas durante cinco dias em meio sem fosfato para
garantir o consumo do nutriente antes estocado.

Os experimentos foram mantidos em uma camara germinadora (modelo SSGF-342L),
para se garantir controle de luz, temperatura e condigcdes estéreis. Os experimentos foram
realizados em frascos de Erlenmeyer (200 ml). Os frascos foram dispostos e alterados
diariamente em relacdo a fonte de luz, para garantir o mesmo nivel de iluminacdo, e agitadas
de forma manual em intervalos de 8 horas para ndo haver precipitacdo de células. Os
experimentos ocorreram durante dozes dias, onde foram retiradas em dias alternadas (0, 2, 4, 6,
8, 10, e 12) amostras para medi¢es das concentracGes de clorofila-a (representando a
biomassa) e eficiéncia maxima efetiva do fotossistema Il (Fv/Fm). A densidade células
vegetativas e de heterdcitos foram determinadas usando uma camara de contagem,
considerando a dimensdo média de 20 individuos, amostradas no inicio e fim de cada

experimento.

3.3 Analise de dados



18

Foram determinadas as concentrages de clorofila-a (Cl-a) (ug L™?) (biomassa) e a
eficiéncia méxima do fotossistema Il (¢ PSII) (Fv/Fm) in vivo, com o uso do fluorémetro
modulado por amplitude de pulso PHYTO-PAM e seu software Phyto-Win (Heinz Walz
GmbH, Effeltrich, Alemanha).

A densidade células (mL ') dos heterdcitos e filamentos foram quantificados através de
uma cmara de contagem Brightline Neubauer melhorada, considerando a dimensdo média de
20 individuos.

As taxas de crescimento (; dia) e inibicdo foram calculadas de acordo com a formula

de regressao exponencial (Wood et al., 2005):

Taxa de crescimento (u; day ) = (In (Nt) — In (Nt0))/t — tO

Onde, N representa o valor da biomassa no tempo final (t) e no tempo inicial (t0).

3.4 Andlises estatisticas

Para verificar a existéncia de diferencas significativas nas concentracdes de clorofila-a,
a biomassa, taxas de crescimento e atividade fotossintética (Fv/Fm) das cepas em diferentes
condic@es de nutrientes foram realizadas Analises de variancia de dois fatores (ANOVA axb),
considerando as interagcbes entre o tempo de incubacdo e o nutriente exposto. Quando
verificadas diferencas significativas nos testes de ANOVA, foi realizado a teste a posteriore de
Tukey para comparacdo multipla das médias. Como pré-requisitos dessas andlises de
normalidade e homogeneidade das variancias sdo avaliados com os testes de Shapiro-Wilk e
Barlett, respectivamente, no software R para Windows.
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4 RESULTADOS

Nossos resultados mostraramm uma alteracdo significativa nas concentraces de
clorofila-a das cepas de R. raciborskii nos diferentes tipos de nutrientes e tempo de incubacéo
(p<0,01; Fig.2; Tabela 1). A cepa produtora de saxitoxina (ITEP-Al) demonstrou maior
concentracdo de biomassa, em todas as concentragfes de nutrientes testadas, exceto em
limitacdo de nitrato, onde houve uma inibicdo significativa. Ao contrario da cepa produtora de
cilindrospermopsina, suas concentracdes de clorofila-a ndo apresentaram baixos valores em
limitacdo de nitrogénio, demonstrando que a cepa possui uma maior toleréncia fisiolégica
(Fig.2).

Os maiores valores de clorofila-a da cepa ITEP-AL ocorreram no dia 12, sob altas
concentracdes de nitrato (459,4 pg/L), fosfato (406,4 pug/L), sendo as menores concentracdes
verificadas sob limitagdo de nitrato (10 pg/L), no Gltimo dia. Como também na cepa CIAR-01,
foram observadas influéncias significativas do tempo de incubagdo (p<0,001), no entanto,
mesmo ndo visto influéncias tdo significativas em relacdo a variacdo de nutrientes, foram
observados valores mais altos de clorofila-a, em altas concentracfes de fosfato (315,1 pg/L) e
nitrato (284 ug/L), observando limitacdo na concentracdo em baixos niveis de nitrato (52,1
Mg/L), ambos no dia 12 (Fig.2).

Figura 2. Concentracdes de clorofila-a das cepas de R. raciborskii (ITEP-Al e CIAR-01), sob
concentracdes de nitrato alto (N+) e baixo (N-); alto (P+) e baixo (P-) fosfato e controle (ASM-
1). A) ITEP-Al e B) CIAR.

500

450 { A)

B)

250 A

5090 N

/L

%

|
~ 350 4 /E/E

T 1

0

2

4

6

8

10 12

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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Tabela 1. Resultados da ANOVA axb para as variaveis de resposta das cepas (ITEP-Al e CIAR-01) de R. raciborskii pos-exposi¢do a diferentes

condicdes de nutrientes. Df, grau de liberdade; ns, ndo significativo.

Clorofila-a Taxa de crescimento Fv/Fm Densidade de heterdcitos
Fatores df F P T o df F p o F P
Nutrientes (ITEP-A1) 4 4108 <0001 4 022  ns 4 0502 ns 4 716 <0.001
Dias (ITEP-A1) 1 44675 <0001 1 7219 <0001 1 4ogo o0 b 1635 <0008
Nutrientes:Dias (ITEP-A1) 4 3878 <0001 4 066  ns 4 199  ns 4 7,16 <0.009
Nutrientes (CIAR-01) 4 574 <0001 4 022  ns 4 059 ns 4 216 s
Dias (CIAR-01) 1 10119 <0001 1 9867 <0001 1 2272 o0 b 39
Nutrientes:Dias (CIAR-01) 4 8170  <0.001 4 0083 ns 4 003 ns 4 2,37 ns

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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Valores da taxa de eficiéncia fotossintética quéantica méxima (Fv/Fm) foram
influenciadas pelo tempo de incubacdo e variagdo de nutrientes de forma significativa em ambas
as cepas (p<0,001) (Tabela 1). Houve uma variacdo intraespecifica entre as cepas, no qual
CIAR-01 teve uma maior tolerancia a variacdo de nutrientes em limitacdo de nitrato do que
ITEP-AL(Fig. 3). Porem foram observados valores méximos de Fv/Fm variaram de 0,4 a 0,6,
na cepa ITEP-A1, aumentando gradualmente com o passar dos dias, exceto sob limitacdo de
nitrato, onde foram registrados valores maximos de 0,4, indicando uma inibicdo na sua
atividade fotossintética (Fig. 3A).

Para a cepa produtora de cilindrospermopsina (CIAR-01), também houve variacdo
significativa na variagdo de nutrientes e dias. Foram observados aumentos em sua atividade
fotossintética, com valores maximos a 0,4 em ambos niveis e tipos de nutrientes testados (Fig.
3B).

Figura 3. Taxas de eficiéncia fotossintética méxima (Fv/Fm) das cepas de R. raciborskii (ITEP-
Al e CIAR-01), sob concentracdes de nitrato alto (N+) e baixo (N-); alto (P+) e baixo (P-)
fosfato e controle (ASM-1). A) ITEP-Al e B) CIAR-01.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Com relacdo as taxas de crescimento especifico, foram observados influéncia
significativa em relacdo aos tipos de nutrientes e dias (p<0,05; Tabela 1). Verificamos que a
cepa ITEP-AL apresentou inibi¢cbes no seu crescimento no segundo e quarto dia, tendo em
seguida um aumento de seu crescimento nas diferentes concentracoes e tipos de nutrientes, com
maiores valores registrados no oitavo dia, sob alta concentragdo de nitrato (0,17 day™) e fosfato
(0,16 day™). Porém em limitacdo de nitrato foi observado inibi¢do do seu crescimento da cepa
ao longo de todos os dias de incubacdo. Na cepa CIAR-01 notou-se uma influéncia significativa

sobre a sua taxa de crescimento ao longo do tempo de exposicéo e niveis de nutrientes (p<0,05;
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Tabela 1). Valores negativos foram observados nos dias iniciais dos experimentos,
principalmente em condigdes limitantes de nitrato (2,68 day™), no segundo dia. Enquanto
maiores taxas foram verificadas no ultimo dia de experimento, em altas concentragcdes de
fosfato (0,13 day™) seguido de nitrato (0,12 day™) (Fig.4).

Figura 4. Taxas de crescimento especifico (dia™) das cepas de R. raciborskii (ITEP-Al e CIAR-

01), sob altas concentracdes de nitrato (N+), fosfato (P+) e baixas concentracdes (N-) e (P-). A)
ITEP-Al e B) CIAR-01.

05

0 1 il =s 0B ' .= A mb "m| T 'l "WECT W —_—

0,5 4 A) B)

Taxa de crescimento (dia™t)

=C N+ oN- P+ »oP- BC BN+ BN- P+ mP-

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Em relacdo a densidade de heterdcitos, foi observado que a maior producdo de ambas
as cepas ocorreu em limitacdo de nitrato, sendo a variagcdo significativa para ITEP-Al
considerando os dias, nutrientes e interacdo entre esses fatores. Para a cepa CIAR, embora
maiores densidades de heterdcitos tenham sido registradas no dltimo dia de experimento,
especialmente sob limitacdo de N, os resultados da ANOVA, ndo mostraram diferencas
significativas quanto as interagdes testadas. Entretanto, verificamos que, maiores concentragdes
de heterocitos foram observados na cepa produtora de cilindropermopsina (CYN) no dia 12,
principalmente, em limitacdo de nitrato (9166,7 Ind/ml), do que em cepas produtoras de
saxitoxinas (4166,7 Ind/ml) (Fig. 5).

Figura 5. Densidade de filamentos e heterdcitos das cepas de R. raciborskii (ITEP-Al e CIAR-
01), sob as diferentes condi¢Ges nutricionais. A) ITEP-Al e B) CIAR-01.
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DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que maiores concentracdes de nutrientes proporcionou
uma melhor resposta fisiologica (biomassa, crescimento e taxa fotossintética), em R. raciborskii
produtoras de saxitoxina e cilindrospermopsina, confirmando nossa primeira hipétese testada.
Como também, foram observadas variacdes intraespecificas em ambas as cepas, onde a cepa
produtora de saxitoxina apresentou um maior destaque em sua taxa de crescimento, biomassa
e taxa fotossintética, contudo, a densidade de heterdcitos ndo houve variacdo significativa ndo
corroborando com nossa segunda hipétese. Os resultados obtidos mostraram que em meio com
maiores concentracfes de N e P as cepas de R. raciborskii foram favorecidas, isso pode estar
associado ao fato dessas moléculas serem importantes na formacdo de RNA e DNA, como
também moléculas importantes para sua fotossintese, que favorecem seu crescimento
(CONLEY et al., 2009).

Em ambas as cepas de R. raciborskii, a baixa concentracdo de fosfato ndo alterou de
forma significativa o seu crescimento, o que pode estar relacionado a capacidade de clivar
moléculas organicas de fosforo (LEI et al., 2021) e de armazenar o fosforo, podendo utilizar as
reservas deste nutriente sob condigdes de estresse. Nossos resultados se assemelham com os
observados por Guedes et al., (2019), em que foi verificado que mesmo em limitacdo de P,
populacOes da espécie manteve o crescimento mesmo apos 10 dias de limitacdo do nutriente.
Também foi verificado em estudo de Aubriot et al., (2017) que altas concentra¢fes de nitrato
garante o estabelecimento da espécie em condic¢des limitantes de fosfato, pois o sistema de
captacdo de fosfato é feito através de proteinas que utilizam nitrogénio em sua composicéo,
indicando que apenas a limitacdo de fosfato ndo é suficiente para conter as florages da espécie,
como foi observado em nossos resultados que a limitagdo de P ndo inibiu suas respostas

fisioldgicas.
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Contudo, em limitacGes de nitrogénio foi observado uma forte inibicéo entre as cepas
em seu crescimento, no entanto, uma maior inibicdo foi vista na cepa produtora de SXTs do
que na produtora de CYNSs, como também, observado uma maior proporcdo de heterdcitos no
ultimo dia nesse nutriente, em comparagdo aos outros nutrientes, isso porque, apesar da espécie
apresentar capacidade de formar heterdcitos, a fixacdo de N2 € apontado em estudos como um
processo gque exige mais energia para sua assimilacdo (BURFORD et al., 2014).

A fixacdo de nitrogénio atmosférico ndo suporta uma alta taxa de crescimento sob
limitacdo de N, e representa menos de 10% do total de N, necessario para suas atividades
celulares (LU et al., 2022). Foi demonstrado também que ambientes limitados em N, sejam
mais suscetiveis a proliferagdo de cianobactérias fixadoras (MENDES et al., 2022). Mostrando
que existe uma forma de adaptacdo da espécie a estresses ambientais, levando a dominancia o
de melhor fitness ecoldgico (ZHENG et al., 2023). O estudo feito por Willis et al., (2016),
demonstrou que Vvarios ecotipos da espécie R. raciborskii foram identificados em todo o mundo,
sendo em altas ou limitagdo na concentracdo de nutrientes, destacando que esses ecOtipos
podem variar em sua magnitude de respostas fisioldgicas, levando a dominancia aquele que se
adapta melhor ao ambiente.

Em relacdo a taxa fotossintética, observou-se uma variacdo intraespecifica entre as
cepas, sendo a produtora de CYN mais tolerante a limitacdo de nitrato em comparacdo com a
produtora de SXT. A inibicdo das taxas fotossintéticas sob limitacdo de nitrato que demonstra
a reducdo na atividade fotossintética, por conta do estresse que reduz a sintese de ATP e
NADPH+ e regeneracdao do NADPH (LI e SUN et al., 2016).

Os resultados indicam que cepas produtoras de saxitoxina podem ser favorecidas em
ambientes com de altas concentragfes de nutrientes. A maior concentragdo de biomassa foi
observada na cepa produtora de SXT, em comparac¢do a produtora CYN, em altas concentracdes
e limitacdo de fésforo, sugere uma adaptacdo vantajosa, especialmente em ambientes ricos em
nutrientes. O tratamento duplo de nutrientes sao métodos mais eficazes para o controle da
espeécie, pois a reducédo de nutrientes individuais pode levar a alteracdo da proporcao de outros
nutrientes no ambiente (PAERL et al., 2013), favorecendo cepas que possuem melhores
respostas fisioldgicas.

A espécie por ser produtora de toxinas, se faz necessario a avaliacdo detalhada das
interacdes intraespecificas sobre essa producao de toxinas. Alem disso, observado as variagdes
intraespecificas através de diferentes condi¢cBes nutricionais, sdo necessarios mais estudos
explorando a produc&o de toxinas, sua variabilidade genética, bem como a avaliagdo sobre um

maior nimero de cepas de regides distintas para melhor compreenséo da ecologia da espécie.
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5 CONCLUSAO

Concluimos que altas concentracdes de nutriente tiveram respostas fisiologicas
(biomassa, eficiéncia fotossintética e taxa de crescimento) significativas, em ambas as cepas da
espécie R. raciborskii, confirmando a nossa primeira hipotese. Como também, a cepa produtora
de SXT apresentou maior vantagem competitiva, pois sua taxa de crescimento apresentou
aumento a partir do sexto dia de experimento, enquanto a cepa produtora de CYN teve aumento
de sua taxa de crescimento, mas tardio, a partir do décimo dia de experimento. Enquanto a
densidade de heterdcitos ndo houve uma variacdo significativa, ndo corroborando com nossa
segunda hipotese. Entdo, foram vistos variacao intraespecifica entre as cepas de R. raciborskii,
gue podem ser mecanismos utilizados para o sucesso ecoldgico da espécie. A alta concentracdo
de nutrientes (N e P) garantem a dominancia da espécie em corpos hidricos, sendo uma
preocupacao global pela espécie ser potencialmente produtora de cianotoxinas.

Observado a variacdo das cepas em reposta a limitagdo de nutrientes, indica a
diversidade genética e ecofisioldgica dentro da espécie de R. raciborskii. Como em limitacédo
de fésforo, pode ser percebido seus mecanismos adaptativos que permitem seu desempenho
fisioldgico. E em limitagdo de nitrogénio, a cepa produtora de CYN ter uma maior tolerancia a
esta condi¢cdo, como também a producdo maior de heterdcitos, diferente da cepa produtora de
SXT. Cada cepa pode representar adaptacGes as condicGes especificas do ambiente, resultando
em diferentes perfis de resposta a varia¢6es nutricionais. Podendo ser resultado da sua evolugéo
e suas restricdes seletivas que enfrentam em seus ambientes nativos.

Por fim, considerando a producéo de cianotoxinas pelas cepas de R. raciborskii, destaca-
se a relevancia para a salde publica. Recomenda-se a implementacdo de sistemas de
monitoramento da qualidade da dgua, o controle duplo de nutrientes, para proteger a salde da
populacdo que utiliza esses recursos hidricos, como também da biota do ambiente aquatico. Se
faz necessarios mais estudos para a compreensdo sobre a interacdo de nutrientes com outros
fatores ambientais atuando sinergicamente, também afeta a produgdo de cianotoxinas, sua
variabilidade genética, bem como a avaliacdo sobre um maior nimero de cepas de regides,

toxicas e ndo toxicas distintas para melhor compreensdo da ecologia da espécie.
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