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RESUMO

O aumento de nutrientes antropogénicos e temperaturas elevadas tém favorecido a frequéncia e
intensidade de floracGes de cianobactérias. No entanto, os efeitos simultaneos destes estressores sobre
0 biovolume e producdo de cianotoxinas por cianobactérias ainda ndo estdo claros. Este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos do aumento das concentragfes dos nutrientes (nitrogénio e fésforo) e
temperaturas sobre o biovolume producdo de microcistina pela cianobactéria Microcystis aeruginosa.
Uma cepa de M. aeruginosa foi exposta a concentracdes elevadas de nitrogénio, fosfato e uma
condicdo controle (ASM-1 normal), em duas temperaturas, 24°C e 30°C. Os maiores biovolume de M.
aeruginosa ocorreram em 24°C, especialmente na condi¢do de nitrato. A temperatura mais elevada
mostrou reduzir o biovolume da cepa, em contrapartida esta temperatura mostrou influenciar o
aumento das concentragdes de microcistinas. Conclui-se que o aumento da temperatura pode néo
favorecer diretamente as floragdes de M. aeruginosa, porém pode estimular a producdo de
microcistina por esta espécie, assim ndo necessarios planos de manejo eficientes no controle de
floragdes desta cianobactéria em ambientes quentes e eutrofizados.
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INTRODUCAO

Alteracdes nos padrdes de precipitacdo e a elevagdo da temperatura global s&o
consequéncias esperadas das mudancas climaticas, as quais associadas ao aumento das
autrofizacdo de ecossistemas aquaticos, promoveram o aumento da frequéncia e intensidade
das floracbes de cianobactérias em todo 0 mundo (RECKNAGEL et al., 2017; YANG et al.,
2016). Isso porque a agdo conjunta destes estressores atuam diretamente no metabolismo,
favorecendo o aumento das taxas de crescimento, e intensificando a toxidade das floracGes
das cianobactérias (PAERL et al., 2016; DESCY et al., 2016; GLOBER et al., 2016).

O aumento populacional, aliado ao desenvolvimento agricola, urbano e industrial, tem

promovido o enriquecimento de nutrientes, especialmente nitrogénio e fésforo nos
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ecossistemas aquaticos, desencadeando floragfes de cianobactérias potencialmente téxicas
(PAERL e PAUL, 2012; CAO et al., 2016). Além dos nutrientes, a temperatura tem sido
considerada um forte gatilho desencadeador destas floragcdes, que vém contribuindo para a
dominancia das cianobactérias nos ecossistemas (LURLING et al., 2013; MANTZOUKI et
al., 2016; WALLS et al., 2018). Espera-se que as mudancas climaticas possam promover a
elevacdo das temperaturas, bem como a frequéncia de eventos hidrolégicos extremos como

inundacdes e secas mais severas em regides semiaridas (IPCC, 2012; HAVENS et al., 2015).

Neste contexto, a agdo simultanea da eutrofizacdo e mudancas climaticas resultaram na
expansdo das floragBes das cianobactérias toxicas e sua dominancia sobre demais espécies
fitoplanctonicas (PAERL e OTTEN, 2016). Isso porque o aumento da temperatura pode
promover vantagens competitivas as cianobactérias, como por exemplo, estimular o
crescimento, aumentar a taxa fotossintética e a difusdo de nutrientes para a superficie celular,
diminuir a viscosidade e tensdo superficial da agua, assim como intensificar e prolongar a
estratificagdo vertical (O’NEIL et al., 2012).

O ocorréncia e dominancia das cianobactérias em ambientes com condigBes eutréficas e
temperaturas quentes se da em prol de suas caracteristicas ecofisiolégicas, como a presencade
vesiculas de gas que permitem a regulacdo na coluna d’agua e facilita a aquisi¢do de
nutrientes e luz, alta afinidade e capacidade de estocar fésforo, fixar nitrogénio, presenca de
acinetos, tolerancia a baixas intensidades de luz e producdo de substancias alelopaticas que
podem funcionar como mecanismo de defesa durante a competicdo (PAERL e HUISMAN,
2009; CAREY et al., 2012).

A cianobactéria Microcystis aeruginosa, € uma espécie que pode apresentar forma
unicelular ou colonial com presenca de mucilagem, conhecida por formar floracdes em todo o
mundo (RIOS et al., 2016). M. Aeruginosa possui crescimento maximo na temperatura de
28°C (MANTZOUKII et al., 2016), apresenta vesiculas de gas que a confere flutuabilidade
vertical na coluna d’agua, ¢ uma boa competidora por luz, a qual é favorecida em condicdes de
altas concentracdes de nutrientes (HARKE et al., 2016). A espécie M. aeruginosa é produtora
da hepatotoxina microcistina, constituida por heptapeptideos ciclicos (Leal et al., 2012;
WANG et al., 2017; MIOTTO et al., 2017). O evento mais famoso de intoxicacdo humana

por microcistina ocorreu apds a exposicdo intravenosa desta toxina em pacientes de uma
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clinica de hemodialise na cidade de Caruaru, Estado de Pernambuco-Brasil, este acidente

resultou na morte de 52 pacientes (Carmichael, 2001).

Microcystis aeruginosa tém apresentado dominancia sobre outras cianobactérias e
algas verdes (XIAO et al., 2017). Ou mesmo tem substituido ou co-dominando outras espécies
de cianobactérias como a R. raciborskii e Dolichospermum spp. Estudos experimentais
mostraram que M. aeruginosa pode dominar a competicdo dependendo da cepa, condicdo de luz,
nutrientes, temperatura e da competicao interespecifica exposta (Marinho et al., 2013; Thomas e
Litchemam, 2016; Xido et al., 2017). Xido et al., 2017 mostraram que durante competi¢do com R.
raciborskii, M. aeruginosa dominou em condicdo de maior intensidade de luz e menor
temperatura, enquanto sob exposicdo a diferentes intensidades de luz e nutrientes, esta espécie

mostrou se beneficiar em uma ampla variacéo de luz e limitacdo de fosfato (Marinho et al., 2013).

O aumento dos niveis de nutrientes e temperaturas vém sendo considerados fatores
importantes que favorecem as floracdes de cepas tdxicas, e consequentemente, maior
biossintese de toxinas (DAVIS et al., 2009; EL-SHEHAWY et al., 2012). Dessa forma, a
interacdo entres estes fatores sobre as floracdes de cianobactérias como M. aeruginosa pode
representar riscos a saude humana, reduzir a biodiversidade nos ecossistemas, bem como
gerar problemas e custos no gerenciamento da qualidade da &gua e no provisionamento dos
servicos ecossisttmicos (CHORUS e BARTRAM, 1999). Neste sentido, é essencial
compreender os efeitos combinados do aumento dos niveis de nutrientes e temperaturas sobre
as floracbes da cianobactéria toxica M. aeruginosa, a fim de prever futuras floracGes e
auxiliar na criacdo de possiveis planos de manejo para mitigar os efeitos destas floracdes.
Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do aumento das concentragdes
dos nutrientes (nitrogénio e fosforo) e temperaturas sobre o biovolume producdo de

microcistina de M. aeruginosa.

METODOLOGIA

A cepa produtora de microcistina de Microcystis aeruginosa (Word Data Center
Microorganisms 835) foi obtida da colecdo de culturas da Universidade de S&o Carlos. A cepa
foi mantida em meio de cultura ASM-1 (pH 8,0), sob condic¢bes controladas (60 pmol de

fotons m? s de irradiancia e fotoperiodo 12:12 de ciclo claro:escuro).
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Delineamento experimetal
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A cultura foi incubada com crescimento exponencial com um biovolume inicial de 4,0
x 10° uM® mL™. Foram realizados experimentos nas temperaturas de 24 °C e 30 °C e nas
seguintes condic¢Bes nutricionais: meio ASM-1 (controle) e meio ASM-1 modificado com
altas concentracdes de nitrato (7 mmol NaNO3z Marinho et al., 2013), e fosfato (350 pmol de
Na2POz; PASSARGE, 2006). Os experimentos ocorreram durante oito dias, amostras para

biovolume e contetdo de microcistina foram coletadas em dias alternados (0, 2, 4, 6 € 8).

As concentracOes de nitrato e fosfato representam valores comumente encontrados em
ambientes eutroficos e hipertroficos (REYNOLDS, 2006; GOBLER et al., 2016). Entre as
temperaturas selecionadas 24°C representa um valor médio atual da agua de reservatorios do
semiérido brasileiro, e 30°C representam aumentos previstos (+ 6°C) nos valores globais de
temperatura (EL-SHEHAWY et al., 2012; YANG et al., 2016).

Colecéo de dados

As densidades das células foram determinadas com uso de uma cdmara de contagem
Brightline Neubauer aprimorada sob um microscéopio de luz Zeiss Axioskop 40 (Carl Zeiss,
Jena, Alemanha), em seguida, o biovolume foi obtido utilizando as formas geométricas

descritas em Hillebrand et al. (1999), considerando uma média de 20 individuos.

As concentracfes totais das cianotoxinas microcistinas LR foram extraidas de
amostras de cultura congeladas em tubos de microcentrifugas de 2,0 ml. As amostras foram
submetidas a trés ciclos de congelamentos e descongelamentos. As analises foram realizadas
pelo método Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) utilizando Kkits em placa
Abraxis, Inc. (Warminster, Pa). As analises foram realizadas com o auxilio de um leitor de
microplacas ASYS A-5301 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). Todos os dados

experimentais foram expressos com média £ DP.

Estatisticas

A normalidade e homogeneidade das variancias foram avaliados com os testes de

Shapiro-Wilk e Bartlett. Foram realizadas ANOVA axb para verificar a influéncia da
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temperatura e dos nutrientes sobre o biovolume e concentragdo de microcistina durante o tempo

de incubacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da ANOVA mostraram que as interacfes entre os dias, nutrientes e
temperaturas foram significativas para o biovolume de M. aeruginosa. O biovolume celular
da cepa aumentou com o tempo de incubacdo, sendo o maior valor registado na condigdo
nutricional de nitrato (12,08 mm?3L?) e fosfato (8,55 mm? L), ambos na temperatura de 24°C
no oitavo dia de incubacdo. Em 30°C, a temperatura mostrou influenciar a reducdo do
biovolume de M. aeruginosa, sendo os maiores valores de biovolume observados nas
condigdes controle (5,68 mm?3 L) e fosfato (5,35 mm?® L), no dia oito. Diferentemente dos
resultados obtidos durante a exposicdo a temperatura de 24°C, o aumento da temperatura

reduziu significativamente o biovolume celular da cepa em nitrato.

Tabela 1. Resultados da ANOVA da exposicdo de M. aeruginosa a diferentes temperaturas e

nutrientes; ns, ndo significativo.

Fatores )
Biovolume Microcistina

Df F p Df F p
Dias 1 350.24 <0.01 1 2.07 ns
Nutrientes 2 712 <0.01 2 12.29 <0.01
Dias: Temperatura 1 35.46 <0.01 1 5.72 <0.01
Dias:Nutrientes 2 2.86 <0.01 1 2.94 0.05
Dias:Nutrientes: Temperatura 2  6.813 <0.01 3 4.54 <0.01

Fonte: Propria (2020).
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Figura 1. Biovolume (mm 3 L 1) celular de M. aeruginosa nas condigbes nutricionais

controle, nitrato, fosfato. A) Temperatura 24°C; B) Temperatura 30°C.

Com relacdo as concentracdes de microcistina, observamos que as interagdes entre 0s
dias, nutrientes e temperaturas influenciaram significativamente as concentracGes desta
toxina. De forma isolada, apenas o fator dia ndo mostrou influencia significativa a producgéo
de microcistina por esta cianobactéria. Durante a exposicdo da cepa a temperatura de 24°C
verificamos que as maiores concentragdes ocorreram na condicgdo de fosfato (0,06 p gL ™) no
segundo dia de incubacdo. Em 30°C, o aumento da temperatura mostrou influenciar
significativamente as concentracdes de microcistina sob todas as condi¢des nutricionais
testadas. As maiores concentracGes ocorreram no sexto dia de incubacdo, nas condicOes de

nitrato (0,05 p gL™?) e fosfato (0,05 p gL™).
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Figura 2: Concentragbes de microcistina (4 gL™). A) Temperatura 24°C; B) Temperatura
30°C.
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O presente estudo mostrou que o aumento das concentra¢des dos nutrientes fosfato e
nitrato promoveram maior biovolume da cianobactéria M. aeruginosa durante a exposi¢édo a
temperatura de 24°C. Em contrapartida, na exposicdo a maior temperatura (30°C) foi
verificada a significativa reducdo do biovolume celular da cepa e aumento das concentracGes
de microcistinas. Semelhantes aos nossos resultados, estudos tém mostrado que o aumento
dos estressores temperatura e nutrientes tém favorecido o aumento da biomassa das
cianobactérias, alterando as taxas de crescimento (positiva) entre espécies, e intensificado a
producéo de toxinas (PAERL e PAUL 2012; THOMAS e LITCHEMAM 2016).

Os baixos valores de biovolume encontrados em 30°C pode estar associado ao fato do
crescimento de M. aeruginosa ser inibido em temperaturas mais elevadas. Mantzoukii et al.,
2016 verificaram que a taxa de crescimento desta espécie foi relacionada positivamente com
temperaturas maximas de até 28°C, o que sugere, portanto, que esta espécie nao pode se
beneficiar em temperaturas mais elevadas (LURLING et al., 2013). Entretanto, estudos indicam
que as floragdes de M. aeruginosa possam ser beneficiadas por efeitos indiretos do
aquecimento global, devido a suas caracteristicas ecofisioldgicas como a capacidade de
flutuacéo e formacéo de coldnias, facilitando o acesso a luz, bem como a sua capacidade em
produzir metabdlitos secundario toxicos que conferem defesas fisioldgicas e reducdo da
herbivoria (PAERL e HUISMAN, 2009; LEI et al., 2015). No entanto, ressaltamos que a
baixa tolerancia de M. aeruginosa a temperaturas mais elevadas pode facilitar a substituicao

ou alternancia de dominancia desta espécie em ecossistemas com aguas mais quentes.

Os possiveis efeitos sinérgicos das alteracfes climaticas e do enriquecimento de
nutrientes nos corpos aquaticos sobre a expansdo e toxidade das cianobactérias vém sendo
amplamente discutido, e semelhante aos resultados encontrados neste estudo, sugerem que
estas condicfes promoverdo a expansdo e toxidade das cianobactérias em ecossistemas
aquaticos (PAERL e PAUL, 2012; O’NEIL et al., 2012; CAREY et al., 2012). Neste trabalho
verificamos que a maior sintese de microcistina produzida por M. aeruginosa ocorreu em
temperatura mais elevada, este resultado corrobora com a hipétese de que elevadas
temperaturas podem conferir vantagens competitivas a espécies produtoras de toxinas nos
ecossistemas aquéaticos (GANTAR, 2008; DUNKER et al., 2013; BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al., 2016).
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Sabe-se que temperaturas elevadas promovem maior toxidade das cianobactérias,

estimulando a biossintese das toxinas, no entanto, ainda ndo esté claro se o efeito sinérgico do
aumento da temperatura e nutrientes nas floraces toxicas ocasionam o0 aumento simultaneo
da toxidade das floragdes (EL-SHEHAWY et al., 2012). No presente trabalho verificamos que
as interagOes entre 0s nutrientes, temperaturas e tratamentos foram significativas para a
variagdo nas concentragOes de microcistinas. Observamos que as maiores concentracdes de
microcistinas ocorreram nos experimentos com a temperatura de 30°C e nitrato. Chia et al.,
2016 verificaram maior crescimento de M. aeruginosa sobre condi¢fes de nitrato, isto pode
estar associado ao fato deste nutriente ser um elemento chave para o0 metabolismo dos
organismos fotossintetizantes, o qual pode estimular maior sintese de toxinas ricas em
nitrogénio, como a microcistina (VAN DE WALL et al., 2014). Além disso, tém sido
observaod que elevados niveis de nitrogénio favoreceram cepas toxicas produtoras de
microcistinas, promovendo maior producdo de toxinas em cianobactérias ndo fixadoras de
nitrogénio (DAVIS et al., 2009; GLOBER et al., 2016).

Estudos tém mostrado que a temperatura nao tem sido estreitamente relacionada com o
crescimento populacional e producéo de toxinas em Microcystis (PINEDA-MENDOZA et al.,
2016), por outro lado, experimentos com M. aeruginosa mostraram que temperaturas elevadas
e concentragOes de fosfato promoveram maior teor de microcistinas (DAVIS et al., 2009).
Nossos resultados reforcam que os efeitos do aumento das concentragcbes de nutrientes
associados a efeitos das mudancas climéaticas como altas temperaturas podem influenciar
fortemente as floracdes toxicas da cianobactéria M. aeruginosa, isto é importante tendo em
vista que esta espécie € amplamente distribuida e forma grandes floracbes em ecossistemas
aquéticos em todo o mundo. Neste sentido, torna-se necessario adotar medidas de manejo no
controle de aportes de nutrientes nitrogenados e fosfatados, a fim de controlar as possiveis
futuras floracGes desta cianobactéria potencialmente toxica para manter a qualidade da agua

dos ecossistemas.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo revelaram que o efeito sinérgico dos nutrientes e
temperaturas podem alterar o biovolume celular e a producéo de microcistina por M. aeruginosa.
Altos niveis de nitrato e fosfato mostraram aumentar o biovolume celular da cepa, enquanto a

elevacdo da temperatura mostrou reduzir os valores de biovolume e favoreceu o aumento das
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concentracdes de microcistinas. Estes resultados sugerem que o aumento das temperaturas nos
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ecossistemas podem levar a substituicdo ou alternancia de dominéncia de M. aeruginosa com
outras espécies mais tolerantes a temperaturas mais elevadas. Além disso, o aumento das
concentragcdes de microcistinas em temperaturas elevadas indica que sdo necessarios planos
de manejos eficientes para o controle das floracfes desta cianobactéria principalmente em

ambientes eutrofizados, ricos em nitrogénio e fdsforo.
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