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INFLUENCIA DE NIVEIS DE NUTRIENTES E TEMPERATURAS SOBRE O
CRESCIMENTO, PRODUGCAO E LIBERACAO DE SAXITOXINAS PELA
CIANOBACTERIA Raphidiopsis raciborskii.

Mateus Santos de Aradjo Silva®

RESUMO

Raphidiopsis raciborskii € uma espécie de cianobactéria que possui distribuicdo cosmopolita,
que tem seu crescimento favorecido pelo aumento da eutrofizacdo e mudancas climaticas. Esta
espécie consegue se adaptar a uma ampla faixa de temperatura e de recursos nutricionais, o que
a possibilita formar floragfes toxicas altamente nocivas a biota aquatica e outros animais.
Considerando isto, este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento, e variages no
contetdo de toxinas intra e extracelulares, bem como por cota celular, em diferentes niveis de
temperaturas e nutrientes, para melhor compreensdo dos efeitos sinérgicos destes estressores
em cenarios futuros. Testamos a seguintes hipdteses: (i) acdes sinérgicas de altas temperaturas
e nutrientes aumentam a biomassa de R. raciborskii e consequentemente, a producéo e liberacdo
de STXs; (ii) e sob condicBes de altas temperaturas e limitagdo de nutrientes, ha uma reducédo
da biomassa da espécie, mas aumento da producéo e liberacdo da toxina como mecanismo de
homeostase celular. Foram realizados experimentos submetendo a cepa ITEP-A1 da espécie R.
raciborskii, a diferentes condicGes nutricionais (C: controle; P+: Adicdo de Fosfato; P-:
Limitacdo de Fosfato; N+: Adicdo de Nitrogénio e N-: Limitacdo de Nitrogénio) em duas
temperaturas (25 e 35 °C), utilizando de um cruzamento fatorial. Nossos resultados
demonstraram que os efeitos sinérgicos do aumento de temperaturas e nutrientes nao elevaram
os valores da biomassa, producdo e liberacdo de toxinas, o que ndo corrobora com nossa
primeira hipGtese proposta. Entretanto, individualmente verificamos que aumento dos
nutrientes exerceram papel importante sobre a intensificacdo da biomassa e conteido de STXs
de R. raciborskii, enquanto a temperatura utilizada mostrou-se desfavoravel a espécie. O
aumento na temperatura, associado com condic¢des nutricionais de limitagdo refletiram sobre a
reducdo da biomassa e aumento da sintese da Qstx, porém ndo afetaram de forma significativa
na liberacdo de toxinas, corroborando parcialmente com nossa hipdtese de que previa um
aumento na producdo e liberacdo das toxinas nestas condigdes. Em 25° a espécie obteve um
6timo crescimento e producdo de toxinas, principalmente sobre condi¢cBes de excesso de
nutrientes. Esses resultados demonstram que a temperatura tem um papel importante na
regulacdo do crescimento da espécie, principalmente quando associada com a condi¢do
nutricional, onde condic¢des de abundancia de nutrientes favorecem seu crescimento excessivo
e capacidade invasiva, ressaltando a importancia do controle duplo de nutrientes (N e P) para a
mitigar o crescimento da espécie.

Palavras chaves: eutrofizacdo; mudancas climaticas; algas nocivas; cianotoxinas.
ABSTRACT

Raphidiopsis raciborskii is a species of cyanobacteria that has a cosmopolitan distribution, and
its growth is favored by increased eutrophication and climate change. This species can adapt to
a wide range of temperatures and nutritional resources, which allows the formation of toxic
blooms that are highly harmful to aquatic biota and other animals. Considering this, this work
aimed to evaluate growth, and variations in the content of intra and extracellular toxins, as well
as by cellular quota, at different levels of temperatures and nutrients, to better understand the
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synergistic effects of these stressors in future scenarios. We tested the following hypotheses: (i)
synergistic actions of high temperatures and nutrients increase the biomass of R. raciborskii
and consequently, the production and release of Saxitoxins (STX); (ii) and under conditions of
high temperatures and nutrient limitations, there is a reduction in the species' biomass, but an
increase in toxin production and release as a mechanism of cellular homeostasis. Experiments
were carried out by subjecting the ITEP-AL strain of the species R. raciborskii to different
nutritional conditions (C: control; P+: Phosphate addition; P-: Phosphate limitation; N+:
Nitrogen addition and N-: Nitrogen limitation) at two temperatures (25 and 35 °C), using a
factorial index. Our results demonstrated that the synergistic effects of increasing temperatures
and nutrients did not increase the values of biomass, production and release of toxins, which
does not corroborate our first hypothesis. However, we occasionally found that the increase in
nutrients played an important role in increasing the biomass and STXs content of R. raciborskii,
while the temperature used proved to be unfavorable for the species. The increase in
temperature, associated with restricted nutritional conditions, reflected a reduction in biomass
and an increase in Qstx synthesis, but did not significantly affect the release of toxins, partially
corroborating our hypotheses that predicted an increase in production and release of toxins
under these conditions. At 25°, the species achieved excellent growth and toxin production,
especially under conditions of excess nutrients. These results demonstrate that temperature
plays an important role in regulating the growth of the species, especially when associated with
nutritional condition, where conditions of nutrient abundance favor its excessive growth,
highlighting the importance of double control of nutrients (N and P) for the mitigate the
excessive growth of the species.

Keywords: eutrophication; climate changes; harmful algae; cianotoxins.

1 INTRODUCAO

A cianobactéria Raphidiopsis raciborskii (woloszynska) Aguilera et al., (2018), possui
distribuicdo abrangente sobre muitos corpos d’aguas em todo o globo, devido as suas
caracteristicas adaptativas e alta plasticidade fenotipica, que favorecem seu crescimento
excessivo, as floracBes (Padisak, 1997; Antunes et al 2015; Buford et al., 2016). Como
diazotréfica facultativa, R. raciborskii pode fixar o nitrogénio (N) atmosférico, quando ha
limitacdo do nutriente na coluna d’agua, possui uma alta afinidade com o fésforo (P), sendo
capaz de utilizar e armazenar P oriundo de diferentes fontes (Burford et al., 2018). Além disso,
estd cianobactéria é tolerante a diferentes faixas de luz e temperaturas, o que possibilita sua
dominancia sobre outras espécies da comunidade fitoplancténica em diferentes condicdes
ambientais (Willis et al., 2018; Marques et al., 2022).

Um consenso claro, é que o aumento nas concentracdes de nitrogénio e fosforo
favorecem o crescimento da espécie e dos niveis de toxinas (Burford et al., 2014; Santos-Silva
et al., 2022). Entretanto, alteracdes nas raz0es estequiométricas desses nutrientes, podem
resultar em respostas contrastantes nas cepas desta cianobactéria, isso porque, enquanto alguns
estudos relatam a diminuicao do crescimento e desenvolvimento da espécie sob limitacdo de N
e/ou P (Barros et al., 2015; Jia et al., 2021; Lei et al., 2021), outros evidenciam que R.
raciborskii consegue manter seu crescimento mesmo quando ocorre uma diminui¢ao nos niveis
destes nutrientes, devido a sua alta plasticidade fenotipica e adaptagbes mencionadas
anteriormente, que permitem tolerar estas condi¢Ges ambientais (Burford et al., 2018; Lu et al.,
2022).

Atrelado ao aumento da eutrofiza¢do dos corpos hidricos, varios fatores consequentes
das mudancas climéticas direcionam os processos sucessionais e favorecem as floragcfes das
cianobactérias, como o0 aumento dos niveis de temperaturas, concentracdes do didxido de
carbono e da salinidade (Paerl e Huisman, 2009). Com base no relatdrio do “Intergovernmental



Panel on Climate Change” (IPCC), até o final deste século € esperado 0 aumento da temperatura
global, e intensificacdo dos eventos de tempestades e secas extremas. Frente a estes cenarios,
estudos buscam investigar relagdes sinérgicas entre os efeitos de temperaturas e nutrientes sobre
0 crescimento e producéo de toxinas produzidas por esta espécie, a fim de compreender seus
mecanismos em cendrios futuros (Santos-Silva et al., 2022). Particularmente, a R. raciborskii
cresce em temperaturas entre 15 e 40°C, com crescimento 6timo em temperaturas superiores a
24°C (Briand et al., 2004; Lei et al., 2020; Santos-Silva et al., 2022; Zheng et al., 2023).
RelacGes de otimo fisiologico para cianobactérias como R. raciborskii sdo previstas com
aumento das temperaturas, por favorecerem as taxas de respiracao, crescimento e producdo de
toxinas em respostas ao aumento da atividade metabdlica (Rangel et al., 2016; Antunes et al.,
2015). A acdo sinergética da elevacdo dos nutrientes e temperaturas refletem em interacGes
complexas que indicam aumento na biomassa e reducdo do volume celular de R. raciborskii,
todavia, efeitos sobre as concentragfes de toxinas produzidas por esta espécie permanecem
pouco claros, uma vez que, sob aumentos de temperaturas verificou-se reducbes nas
concentragBes de saxitoxinas (STXs) produzidas por esta cianobactéria (Mesquita et al., 2019;
Santos-Silva et al., 2022). Essa relacdo é ainda menos elucidada ao considerar fracdes do
conteudo intra e extracelular de toxinas em resposta a acdo simultanea a estes estressores. Além
disso, compreender os efeitos de aumentos de temperatura em diferentes niveis de nutrientes
permitem uma compreensdo mais abrangente das respostas do crescimento da espécie e suas
toxinas, j& que, em ambientes tropicais, floracGes de cianobactérias foram associadas mais
fortemente a niveis de eutrofizacéo, e ndo em funcéo das temperaturas (Bonilla et al., 2023).
Em contrapartida, foi verificado que em regides temperadas, R. raciborskii possui um melhor
crescimento em temperaturas em 24 °C, enquanto nas regides mediterranea, subtropical e
tropical suas floracbes sdo perenes em temperaturas acima de 24 °C, indicando que sua
proliferacdo é intensificada com a temperatura (Recknagel et al., 2019).

Cepas de R. raciborskii reportadas na América do Sul sdo produtoras de STXs,
conhecida como a toxina paralisadora de molusco (PSP), uma neurotoxina alcaloide, que possui
a capacidade de bloquear os canais de sddio (Na) e potassio (K) podendo resultar em uma
paralisia respiratoria (Thottumkara e Parsons, 2014; Christensen e Khan, 2020; Vico et al.,
2020). Estudos com cepas de R. raciborskii produtoras de STXs, demonstraram que a producgéo
da toxina esteve associada as altas concentracGes de nutrientes (Santos-Silva et al., 2022), mas
também sob limitacdo de P (Vargas et al., 2020). Varia¢des nos niveis da toxina também foram
relatadas frente a alteragdes nas temperaturas, apresentando respostas contrastantes, com das
diminuicdo das concentragdes de STXs em temperaturas de 30 e 32 °C (Mesquita et al., 2019;
Santos-Silva et al., 2022), e aumento da toxina observada em 35°C (Rangel et al., 2016). Outra
cianobactéria produtora de STXs, a Aphanizomenom gracile Lemmermann, obteve uma maior
producéo e liberacdo da toxina em 30 °C (Cires et al., 2017). Algumas investigacdes associaram
a producdo de toxina independe das condi¢bes ambientais, mas, depende diretamente do
crescimento da espécie (Stucken et al., 2014; Vico et al., 2016). A producdo de STXs por R.
raciborskii também estd associada a variagdo de fatores ambientais e estresses causados a
espécie, em que a producao das toxinas permitem alcancgar a homeostase celular (Ongley et al.,
2016; Casali et al., 2017; Santos-Silva et al., 2024). Assim, investigac0es que relatem os efeitos
sinérgicos de temperaturas e nutrientes sobre o crescimento de R. raciborskii, bem como sobre
a producéo e liberacdo de STXs sdo essenciais para reduzir riscos de exposi¢do da toxina a
diversos organismo que possam consumir da agua.

Considerando as previsdes de aumento de temperaturas e diferentes concentragdes de
nutrientes sobre a biomassa R. raciborskii e producdo e liberacdo de STXs, este estudo
objetivou-se avaliar o crescimento, bem como variagdes nas cotas intra e extracelulares em
diferentes niveis de temperaturas e nutrientes, para melhor compreenséo dos efeitos sinérgicos
destes estressores em cendrios futuros. Propomos as hipoteses de que (i) acdes sinérgicas de



altas temperaturas e nutrientes aumentam a biomassa de R. raciborskii e consequentemente, a
producéo e liberacdo de STXs; (ii) e sob condi¢bes de altas temperaturas e limitagdo de
nutrientes, hd uma reducdo da biomassa da espécie, mas aumento da producéo e liberacdo da
toxina como mecanismo de homeostase celular.

2 METODOLOGIA
2.1 Cepa de cianobactéria

A linhagem de R. raciborskii produtora de STXs (ITEP-AL1) foi obtida da colecao de
culturas da Universidade Federal do Agreste do Pernambuco, foi relatada como produtora de
STX, neosaxitoxina e decarbamoil-saxitoxina (De Bock et al., 2020). Esta cepa foi mantida em
meio de cultura ASM-1 (pH 8,0), sob condi¢Ges ambientais controladas, temperatura de 24+1
°C e intensidade de luz considerada boa para o crescimento desta espécie (100 umol de fétons
m-2 s-1 de irradiancia e fotoperiodo 12:12 horas), conforme descritos por estudos a anteriores
(Briand et al., 2004; Thomas e Litcheman, 2016).

2.2 Delineamento experimental

Os experimentos foram desenvolvidos em um arranjo fatorial, considerando interagdes
entre temperaturas e nutrientes. Foram delimitados 5 tratamentos de nutrientes; o meio de
cultivo ASM1 (Gorham et al 1964), que corresponde ao controle, e meio ASM1 modificado
com adicdo de fosfato (350 pmol de Na2PO3; Passarge, 2006) (P+), nitrato (7 mmol NaNO3;
Marinho et al., 2013) (N+), para simular ambientes hipereutréficos, ricos em nitrogénio e
fésforo, respectivamente, e tratamentos de limitacéo de nitrato com 7,8 pumol (N-) e fosfato com
0,05 pumol (-P), simulando condig¢des oligotréficas, limitados por nitrogénio e fosforo (Chia et
al., 2018). Foram testados 2 niveis de temperaturas, 25 e 35 °C, que correspondem
respectivamente, a temperatura 6tima para o crescimento além de ser a média encontrada em
ambientes do semiarido tropical, e a temperatura descrita como maxima de crescimento para a
espécie (Saker e Grifthis, 2000; Briand et al., 2004).

As culturas foram previamente aclimatadas a cada temperatura testada durante uma
semana antes dos experimentos e incubadas em fase de crescimento exponencial, com uma
biomassa inicial de 4,0 mg. L. Para as culturas que foram inoculadas no meio de limitacéo de
fosfato, houve aclimatacdo de 5 dias para que o estoque de o nutriente fosse consumido. Os
experimentos foram realizados em uma camara germinadora (modelo SSGF-342L), a fim de
garantir condicdes estéreis e controle de luz e temperaturas. Os experimentos foram realizados
em frascos de cultura de células (200 mL). Os experimentos foram incubados durante 10 dias,
e em dias alternados amostras de 5 mL foram retiradas para determinacdo da biomassa da
espécie, enquanto as concentracdes de intra e extracelulares de STXs foram mensuradas no
inicio e fim dos experimentos.

2.3 Coleta de dados

A biomassa de R. raciborskii foi estimada considerando as concentracdes de clorofila-
a (ug L), as quais foram determinadas com o uso fluordmetro modulado por amplitude de
pulso PHYTO-PAM e seu software Phyto-Win (Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Alemanha). As
taxas de crescimento (U; dial) foram calculadas de acordo com a férmula de regressio
exponencial (Wood et al., 2005):
Taxa de crescimento (u; day ) = (In (Nt) - In (Nt0)) / (t - t0)
Onde, N representa o valor da biomassa no tempo final (t) e no tempo inicial (t0).



A densidade celular de R. raciborskii (células mL™) foi quantificada nos tempos iniciais
e finais, usando uma camara de contagem Brightline Neubauer aprimorada.

Para andlise das Saxitoxinas intra e extra celulares, foi seguida as instrugdes do kit de
placas Abraxis (Warminster, Pa.). As amostras foram filtradas em filtros GF/C (0,45 um) para
separar as fracdes intracelulares e extracelulares. O conteudo intracelular de STXs foi
quantificado a partir das células retidas no filtro, enquanto a fracao extracelular foi determinada
a partir da agua filtrada. As concentra¢des totais (ug L) das cianotoxinas foram determinadas
pelo método de Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), em que as amostras foram
submetidas a trés ciclos de congelamento/descongelamento. As concentragbes de SXTs
intracelular foram utilizadas para calcular as concentracGes de toxinas por cota celular (Qsxt),
como uma parcela de SXTs por unidade de biovolume (ug mm?). O célculo envolveu uma
divisdo entre a concentragio de toxinas (ug L), pelo biovolume de células de cada tratamento.

2.4 Analise estatistica

Para avaliar os efeitos isolados e interativos entre as temperaturas e nutrientes sob a
biomassa, taxas de crescimento especifico e concentragdes de STXs (intra e extracelular) e
Qstx, foram realizadas analises de variancia de medidas repetidas, considerado o tempo do
experimento foi como um fator fixo. Quando verificadas diferencgas significativas nos testes
foram realizados o teste a posteriore de Bonferroni para comparagdo maltipla das médias.

3 RESULTADOS
3.1 Biomassa e Taxa de Crescimento

Nossos resultados da ANOVA de medidas repetidas indicaram que a temperatura e 0s
nutrientes de forma isolada e em acéo sinergética afetaram significativamente a biomassa da R.
raciborskii (p<0,001; Tabela 1; Figura 1). A espécie obteve a maior biomassa na temperatura
de 25 °C, no Gltimo dia do experimento, nos tratamentos com excesso de N (284,73 ug L) e P
(243,66 g L), ja a menor biomassa observada no 10° dia, ocorreu no tratamento com limitagéo
de N (29,76 pg L. No tratamento de limitagdo de P em 25 °C, foi possivel visualizar que a
espécie conseguiu crescer, mesmo diante da escassez do nutriente (199,96 pg L) (Figura 1).
Em 35 °C foram registrados baixos valores de biomassa em comparacéo a 25 °C, no 10° dia de
experimento as maiores ocorreram nos tratamentos de adi¢do de P e N (32,7 ug L e 32,3 ug
L1, respectivamente), e a menor biomassa foi observada no tratamento controle (15,4 pg L™2).

As taxas de crescimento foram afetadas significativamente pelas temperaturas,
enguanto os nutrientes ndo exerceram efeitos significativos de forma isolada ou sinergicamente
com a temperatura (p<0,001; Tabela 1; Figura 1). As maiores taxas foram registradas em 25 °C,
com maior valor registrado no 4° dia e tratamento controle (0,30 dia™), a partir do dia 8, houve
um declino do crescimento em todas as condi¢Ges nutricionais, com crescimento
significativamente menor em limitacio de N (-0,006 dia™) no 10° dia do experimento. Na
temperatura de 35 °C, reducdes significativas do crescimento ocorreram ao longo do tempo de
incubacdo. A maior taxa de crescimento foi encontrada no dia 4 de experimentacdo sobre
limitagdo de N (0,20 dia™), registrando inibig&o do crescimento na condicdo de excesso de N (-
0,021 dial), no 2° dia de incubacéo (Figura 1).

Figura 1: Biomassa e Taxa de Crescimento da R. raciborskii nas temperaturas de 25°C e 35°
em condig¢des nutricionais (C; controle). Biomassa da espécie em 25 °C (A), Biomassa da
espécie em 35 °C (B), Taxa de crescimento da espécie em 25°C (C) e Taxa de crescimento da
espécie em 35°C (D).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

3.2 Producdo e liberacéo de Saxitoxinas e contetdo da toxina por cota celular

Os efeitos das temperaturas, nutrientes e tempo, tanto de forma isolada, como
combinada afetaram significativamente os niveis de toxinas intra e extracelulares, e no
conteddo de toxinas por cota celular (p<0,001; Tabela 2; Figura 2). A maior producao de toxinas
ocorreu na temperatura de 25 °C, com concentracdo mais elevada da fracdo intracelular
registrada no tratamento de controle (1.106 pug L) no ultimo dia de experimentac&o.
ConcentracGes de STXs no fim dos experimentos foram superiores as encontradas no inicio em
todas as condi¢@es nutricionais, as concentragdes minimas de 1,09 pug L, foram registradas no
tratamento de limitacéo de P no inicio do experimento (Figura 2). A maior liberacéo de toxina
na temperatura de 25 °C ocorreu no dia 10, sobre a limitagio de P (146,80 pg L'Y). Em 35°C, a
maior producéo de toxinas ocorreu no tratamento de limitagdo de P- (103,09 pg LY), e a maior
liberacdo das toxinas nesta temperatura também ocorreu nesta condicdo nutricional (23,51 ug
L), ambos verificados no dia 10 (Figura 2).

Figura 2: Saxitoxinas da R. raciborskii nas temperaturas de 25 e 35 °C nas condicGes
nutricionais (C: controle; P+: Adicdo de Fosfato; P-: Limitacdo de Fosfato; N+: Adicdo de
Nitrogénio e N-: Limitacdo de Nitrogénio). Saxitoxinas da espécie em 25 °C (A); Saxitoxinas
da espécie em 35 °C (B).
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Os maiores niveis de Qstx ocorreram na temperatura de 25 °C, no tratamento controle
(2,33 pg mm®) no ultimo dia de incubagdo. Entretanto, em 35 °C, apesar de reducdes nas
concentragBes da toxina nas fragBes intracelulares, observamos aumentos na cota celular,
especialmente sob limitagdo de fosforo no dia 10 (2,09 pg mm?®) e em limitagio de nitrogénio
(1,74 ng mm?3), sendo estas superiores a concentrages encontradas em altos niveis de nutrientes
em ambas as temperaturas testadas (Figura 3).

Figura 3. Cota celular de STX (Qstx) por biovolume da R. raciborskii nas temperaturas de 25
e 35 °C sob diferentes condic¢des nutricionais (C: controle; P+: Adi¢do de Fosfato; P-: Limitagcdo
de Fosfato; N+: Adicdo de Nitrogénio e N-: Limitacdo de Nitrogénio). Cota celular de STX
(Qstx) da espécie em 25°C (A) e Cota celular de STX (Qstx) da espécie em 35°C (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Tabela 1. Resultados da ANOVA de medidas repetidas avaliando as respostas fisioldgicas de biomassa, taxa de crescimento, contetdo de toxinas
intra e extracelular e Qstx da cepa ITEP-AL da espécie R. raciborskii pds-exposi¢éo a diferentes condi¢des de temperaturas e nutrientes. Df, grau

de liberdade; ns, ndo significativo.

Biomassa Taxa de Crescimento STXs intracelular STXs extracelular Qstx
Fatores
df F P df F P df F P df F P df F P

Temperaturas 1 507.33 <0.001 1 96.797 <0.001 1 50647 <0.001 1 66.497 <0.001 1 14.85 <0.001
Nutrientes 4 24.86 <0.001 4 1.460 ns 4 60.47 <0.001 4 5.188 <0.001 14 21.18 <0.001
Tempo 1 665.64 <0.001 1 54.348 <0001 1 77795 <0.001 1 167.047 <0001 1 359.58 <0.001
Temperaturas:Nutrientes 4 23.96 <0.001 4 1.748 ns 4 62.63 <0.001 4 4.992 <0.001 4 45.06 <0.001
Temperaturas:Tempo 1 451.25 <0.001 1 87.629 <0.001 1  486.69 <0.001 1 66.510 <0.001 1 24.25 <0.001
Nutrientes: Tempo 4 29.35 <0.001 4 5.205 <0.001 4 59.73  <0.001 4 5.376 <0.001 4 10.58 <0.001
Temperaturas:Nutrientes:Tempo 4 27.38 <0.001 4 1.551 ns 4 61.37 <0.001 4 5.059 <0.001 4 15.10 <0.001

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024
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4 DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que os efeitos sinérgicos do aumento de temperaturas
e nutrientes ndo elevaram os valores da biomassa, producéo e liberagcdo de toxinas, o que nao
corrobora com nossa primeira hipétese proposta. Entretanto, individualmente verificamos que
aumento dos nutrientes exerceram papel importante sobre a intensificagdo da biomassa e
contetdo de STXs de R. raciborskii, enquanto a temperatura utilizada mostrou-se desfavoravel
a espécie. O aumento na temperatura, associado com condic¢des nutricionais de limitagdo
refletiram sobre a reducdo da biomassa e aumento da sintese da Qstx, porém ndo afetaram de
forma significativa na liberagdo de toxinas, corroborando parcialmente com nossa hipétese de
que previa um aumento na producao e liberacao das toxinas nestas condicdes.

4.1 Biomassa e taxa de crescimento

O aumento de temperaturas vem sendo descrito como um fator essencial para o
crescimento e expansédo da R. raciborskii (Antunes et al., 2015). A reducdo da biomassa e taxas
de crescimento da cianobactéria em 35 °C mesmo em cenarios de excesso de nutrientes,
contradiz os achados de Saker e Griffiths, (2000), em que foi observado que a espécie obteve
um bom crescimento nesta temperatura. Estes resultados sugerem que o estresse causado pela
temperatura foi suficiente para inibir seu crescimento, isso pode estar relacionado com a menor
capacidade de resistir a fotoinibicdo da espécie, em altas temperaturas, podendo afetar
diretamente no sucesso da espécie (Varkonyi et al., 2000). Outros estudos mostraram o elevado
crescimento da especie em temperaturas entre 30 e 35 °C (Soares et al., 2003; Briand et al.,
2004; Santos-Silva et al., 2022), reforcando que respostas podem variar de acordo com a cepa
estudada, e que sua variabilidade intraespecifica permite sua expansdo em diferentes condicdes
ambientais (Willis et al., 2016). O crescimento 6timo de R. raciborskii ocorre em uma faixa de
temperatura de 24-27°C (Burford et al., 2016; Galvanesse et al., 2019; Santos-Silva et al.,
2022), o que justifica o maior crescimento populacional da espécie na temperatura de 25 °C,
observada em nossos achados. A capacidade de suportar essa faixa (24-27°C) de temperaturas
esta atrelada a sua expansao para as regides temperadas do mundo, que vem sendo intensificada
devido ao aquecimento global, gerando problemas para o manejo dos corpos hidricos,
principalmente quando associado com o aumento dos nutrientes (Sinha et al., 2012; Recknagel
etal., 2019).

Elevadas biomassas nos tratamentos de excesso de N e P observadas neste estudo,
corroboram que estes fatores sdo essenciais para o crescimento de R. raciborskii (Burford et
al., 2016; Xiao et al., 2020; Santos-Silva et al., 2022). Em contrapartida, observamos que a
limitacdo de P ndo representou uma barreira para o crescimento da espécie sobre a temperatura
de 25 °C, o que condiz com outros estudos que verificaram crescimento da espécie mesmo
sobre limitacdo deste nutriente (Willis et al. 2019; Galvaneasse et al., 2019). Isso ocorre devido
sua capacidade de estocar o fosforo, clivar moléculas organicas para sua aquisi¢ao e transcricao
de genes envolvidos na sintese de proteinas que auxiliam na captacao e transporte, o que pode
sustentar seu crescimento por mais de 10 dias nesta condi¢do nutricional (Burford et al., 2016;
Willis et al., 2015; Willis et al., 2019). Diferentemente, a limitacdo de N inibiu fortemente o
crescimento de R. raciborskii em 25 °C, resultados similares foram encontrados por Willis et
al. (2015), em que condicdes de N limitadas, a espécie apresentou as menores taxas de
crescimento. Isso pode ocorrer porque, embora a espécie possua a capacidade fixar o N
atmosférico, esse processo é energeticamente dispendioso, e as quantidades N fixados podem
serem capazes apenas de manter as atividades metabolicas da celula e ndo de resultar em
crescimento (Burford et al., 2016; Wu et al., 2022). Além disso, a limitacdo do N também pode
afetar a capacidade da espécie de suportar altas temperaturas, 0 que demonstra que a agao
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sinergética do aumento das concentracBes deste nutriente e da temperatura influencia
significativamente no crescimento da espécie (Thomas e Litchman, 2016). Nossos resultados
ressaltam o favorecimento da capacidade invasiva e de formacao de floragdes da R. raciborskii,
sob altos niveis de eutrofizacdo, sendo assim, € importante considerar o controle duplo de N e
P para a construcao de planos de manejo eficientes no controle das floracfes desta espécie
(Pearl e Huisman et al., 2009).

4.2 Producdo e liberacdo de Saxitoxinas e conteudo da toxina por cota celular

As concentragdes de toxinas demonstraram estar positivamente associadas com a
biomassa, sofrendo grande influéncia do aumento da temperatura, que resultou na reducéo da
sua producéo e liberagcdo. Em 25 °C, as concentrac¢des de STXs foram favorecidas por elevados
niveis de nutrientes, indicando que que condicgdes eutroficas favorecem a producgéo de toxinas.
Em nosso estudo as altas concentracOes de STXs estiveram positivamente relacionadas com a
biomassa da espécie, o que esta de acordo com os achados de Vico et al., 2016, esses resultados
atenuam a importancia do controle das floracfes da espécie para reduzir as concentragdes de
toxinas e riscos de intoxicacdo. Foi possivel verificar que em 35 °C, mesmo em altas condi¢cfes
nutricionais, a espécie produziu menores concentra¢cBes de toxinas, em relacdo a menor
temperatura, demonstrando que a temperatura, influenciou fortemente a producao de toxinas,
da mesma forma, estudos como o de Mesquita et al., (2019) demonstram que a producgéo de
toxinas foi menor em temperaturas mais elevadas (30°C). Estes resultados estdo de acordo com
a ideia que a temperatura possui grande influéncia sobre a expressdo dos genes responsaveis
pela producédo da STX, em cianobactérias, embora no estudo de Cirés et al., (2017) tenha sido
encontrado a maior expressao dos genes e producdo da STX em 30°C, quando comparado com
23°C. Nossos resultados demonstram que houve uma menor producao de STX em 35° C, o que
pode estar atrelado a expressdo dos genes responsaveis pela produgdo da toxina, porém, ndo
realizamos avaliacdes a nivel de expressao génica, o que é de grande importancia para trabalhos
posteriores elucidarem melhor a influéncia da temperatura e nutrientes sobre a expressao dos
genes e producdo de STXs em R. raciborskii. Por outro lado, em 25 °C, a maior producédo de
toxinas na condicdo nutricional de C, e a menor, com a escassez de N, corroboram com a
literatura, que indica que a producdo de STX é dependente da razdo de N:P, e por ser uma
toxina rica em N, quando exposta a limitacdo sua producdo decai (Van Der Walls et al., 2014).
Isso ressalta que o controle desse nutriente € de extrema importancia para minimizar os danos
causados pelas floracBes da espécie. Interessantemente, em condicBes de limitacdo de P, a
espécie obteve alta producdo de toxinas, o que pode estar relacionado com as alta afinidade
com o nutriente (Burford et al., 2016).

Em nosso estudo, ndo ocorreu altas taxas de liberacdo toxinas, independente das
temperaturas e condi¢fes nutricionais, o que contrapde o achado por Cirés et al., (2017), em
que as maiores taxas de liberacdo de STX ocorreram sobre as temperaturas mais altas. A
liberacdo de toxinas pode estar associada a condi¢cOes de estresse e formas de mitigar os danos
causados por esses fatores, a fim de manter a homeostase celular (Casali et al., 2017). Estudos
indicaram que o aumento da liberacdo de toxinas pode estar associado com a lise celular (Walls
et al., 2018; Holland e Linner, 2013; Vargas et al.,2020), entretanto, em contrastes a estes
achados, a baixa taxa de toxina extracelular observadas aqui podem indicar que ndo houve
grande ocorréncia de lise celular durante o experimento.

Observamos que maiores Qstx ocorreram na temperatura de 25 °C no tratamento C,
porém, na temperatura mais alta (35°C) e sob limitacdo de nutriente, também ocorreram altas
Qstx, 0 que corrobora com a hipotese de que condigdes de estresse estimulam a producéo de
STXs. Embora o papel fisiolégico das toxinas ndo seja totalmente definido, estudos
demonstram que a maior concentracdo de toxinas ocorre quando a espécie € submetida a
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condigdes de estresse demonstrando que a STX possui um papel importante na regulacao
metabdlica e de defesa contra estressor (Castro et al. 2004; Pomati et al. 2003; Carneiro et al.
2009; Casali et al. 2017; Vargas et al. 2019).

A ocorréncia da maior Qstx em 25°C e sob a condicdo nutricional de C, fortalece a
hip6tese de que o balango estequiométrico entre os nutrientes é favoravel para producao de
toxinas, o que torna esses resultados preocupantes diante do aumento da eutrofizagdo nos
corpos hidricos, que tende favorecer o crescimento da espécie e sua expansdo pelo globo (Zhou
et al., 2019; Burford et al., 2018). As altas Qstx em 35 °C e limitagdo dos nutrientes, sugere
que as reducdes na biomassa e aumento das concentra¢des das toxinas por cota celular podem
refletir um mecanismo de homeostase, importante para suportar as tais condi¢Ges de estresse.
A limitacdo do P esteve associada com a maior Qstx, ocorrem devido a mudanca nos regimes
nutricionais afetar significativamente na producéo de toxinas (Van De Wall et al., 2014; Vargas
et al.,2020).

Em sintese, nosso estudo demonstrou que o0 aumento das temperaturas atuou como um
estressor para a espécie, diminuindo seu crescimento, mas, quando em acdo sinérgica com a
limitacdo de nutrientes, causou um aumento na Qstx, j& em 25 °C, condigdes de excesso de
nutrientes intensificaram a biomassa e producéo de toxinas de R. raciborskii. O que ressalta a
necessidade do controle duplo de nutriente para mitigar as floragdes tdxicas dessa
cianobactéria. Sugerimos que trabalhos futuros possam avaliar a resposta da espécie frente a
esses estressores considerando as respostas ecofisioldgicas de diferentes cepas, bem como
avaliar a expressdo génica, para melhor compreender os mecanismos pelas populacdes desta
espécie.

5 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo mostraram que R. raciborskii teve seu crescimento e
producdo de toxinas favorecidas em elevados nutrientes, mas inibidos como aumento da
temperatura, o que resultou na diminuigéo das concentragdes de STXs, tanto na porcéo intra
quanto extracelular. Em contrapartida, 0 aumento da temperatura e condi¢Ges de limitacdo de
nutrientes promoveu um aumento da Qstx, indicando um possivel mecanismo para tentar
manter a homeostase celular. O nosso estudo contribuiu para a compreensdo do comportamento
da espécie diante das a¢des sinergéticas do aumento de temperatura e nutrientes, considerando
a alta capacidade da espécie de se adaptar as diversas condi¢des nutricionais e seus mecanismos
para contornar o estresse causado pelo aumento da temperatura. Sendo assim, é de extrema
importancia considerar o controle duplo dos nutrientes (P e N) para a construcdo de planos de
manejo, que sejam eficientes na mitigacao das floracGes da espécie, a fim de diminuir riscos
de intoxicacao e de degradacdo dos ecossistemas aquaticos. Todavia, sugerimos que estudos
futuros considerem andlise da toxicidade da espécie, considerando seu potencial de produzir
diversos analogos da STX, além disso, é fundamental compreender a resposta de outras cepas
da espécie, considerando a alta variabilidade genética que suas populagdes possuem, essas
analises podem auxiliar na compreensdo da resposta da espécie de forma mais ampla.
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