UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

CURSO DE LICENCIATURA PLENA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

UFRPE

SENSIBILIDADE DE CEPAS DE Microcystis SUBMETIDAS A COEXISTENCIA COM

Ceratophyllum demerssum L.

Rafael Henrigue de Moura Falcéo

RECIFE

2019



Rafael Henrique de Moura Falcao

SENSIBILIDADE DE CEPAS DE Microcystis SUBMETIDAS A COEXISTENCIA COM
Ceratophyllum demerssum L.

RECIFE

2019

Monografia apresentada ao Curso de
Licenciatura Plena em Ciéncias
Bioldgicas’UFRPE como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Licenciado em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof2 Dr® Ariadne do
Nascimento Moura.



Dados I nternacionais de Catal ogacéo na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F178s Falcdo, Rafael Henrique de Moura

Sensibilidade de cepas de Microcystis submetidas a coexisténcia com Ceratophyllum demerssum | / Rafael
Henrique de Moura Falcdo. - 2019.
41 1. il

Orientador: Ariadne do Nascimento Moura.
Inclui referéncias.

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Licenciaturaem
Ciéncias Bioldgicas, Recife, 2020.

1. Cianobactérias planctonicas. 2. Isoladas. 3. Alelopatia. 4. Experimento. I. Moura, Ariadne do Nascimento, orient.
Il. Titulo

CDD 574




Rafael Henrique de Moura Falcdo

SENSIBILIDADE DE CEPAS DE Microcystis SUBMETIDAS A COEXISTENCIA
COM Ceratophyllum demerssum L.

Comissdo Avaliadora:

Prof? Dr? Ariadne do Nascimento Moura — UFRPE
Orientador

Prof? Dr2 Claudia Ulisses de Carvalho Silva — UFRPE

Titular

MSc. Cihelio Alves Amorim — PPGB (UFRPE)
Titular

MSc. Anamaria Silva Diniz— PPGB (UFRPE)
Suplente

RECIFE
2019



DEDICATORIA

Dedico a mim, a minha familia, aos amigos
que acreditam em mim, e aquelas pessoas

gue duvidam do meu potencial.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE)
pela concessdo da bolsa de iniciagdo cientifica durante dois anos. A Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) — minha segunda casa-, pelo apoio institucional, ao Programa
de pos-Graduacdo em Botanica, pela disponilizacdo dos laboratdrios para a realizacdo das
pesquisas, em especial, & Coordenadora Maria Tereza Buril, Cynara Leleu, ao seu Manassés
(Seu Mano), e a todas as “tias” da limpeza.

Deixo aqui, registrado meus agradecimentos a Prof.2 Ariadne do Nascimento Moura,
desde as canetas e chaveiros de suas viagens até o empréstimo de seu nome — na concessao de
bolsas, submisséo de resumos, e publicacdo de artigos. A senhora foi a Rainha deste jogo de
xadrez, sei que nao foi facil me acompanhar, mas o pouco do tempo que dedicastes a mim foi
fundamental, obrigado com estrelinhas!

N&o posso deixar de agradecer aos companheiros do laboratério de Ficologia:
Taxonomia e Ecologia de microalgas pela convivéncia, o Prof. Watson Arantes, Anamaria
Diniz, Silvano Lima, ao Cihelio Amorim (meu querido Cici), que foi fundamental para minha
construgdo e formagdo, obrigado por todos os momentos, foram arretados. Ao0s irméos de
iniciacdo cientifica o Vitor sem C (Ricardinho), a Celina Valenca (minha querida Cel), sou
grato por ter conhecido os dois, vivemos juntos momentos ruins e bons, desejo muito sucesso
aos dois, quero um dia me esbharrar por ai e saber que suas conquistas foram grandes, vocés
irdo longe!

A minha querida familia, as trés estrelas da minha vida: minha avo Severina Moura (in
memorian), minha mae (Gerda Cristina), minha irma (Roberta Moura), sou muito grato por
tudo que fazem por mim, desde bancarem os meus “luxos” at¢ me apoiarem N0S Momentos
mais dificeis, e Beta, obrigado por ser essa mulher imparavel, me inspiro muito em vocé.
Obrigado!

A minha turma da UFRPE (LB3 2016.1.), obrigado galera, vocés sdao demais, € uma
pena ndo poder colocar o nome de todos aqui, mas se sintam inclusos. Em especial, ao meu
querido amigo Jodo Antdnio (Jaum), sou muito grato pelos momentos maravilhosos de
diversdo, compras, Dom coxinhas (veganas, rs.). Por fim, a banca, em especial a prof.?
Claudia Ulisses, que disponibilizou um pouco do seu tempo de férias, para estar aqui
contribuindo.

“Thank U, Next” (Ariana Grande)



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ... .ottt 6
1 U 1Y TSR 7
1. FUNDAMENTAGAO TEORICA.....c..iviirerierinsinsisssessssisissssssssssnns 8
1.1.Floracbes de cianobactérias e presenca das microcistinas na regido

NOFdeste dO BraSil..........oouiiiiiiiiiiieiise et 8

1.2. Macroéfitas submersas como controladoras das floracdes de

CIANODACTETTAS. ...ttt 9

1.3. Alelopatia e AleloQUIMICOS........c.coiiiriiiiiie et 10
1.4. Hipdtese das novas armas € COBVOIUGAD. ........c.evuerverereiesisinieieie e 10
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccmiiiieiieiisssssesssssssssssssssssssenns 12

MANUSCRITO: Sensitivity of Microcystis cepas - isolated from environments

with the presence and absence of submersed macrophytes submitted to

coexistence with Ceratophyllum demerssum L. 17
N ] 1 - Uod OSSR 18
RESUIMIO. ...ttt e et e e be e s bn e e s nn e e 18
I 1 g1 € o To (U o= Lo RSSO URPRPRPRPRIS 19
2. Material @ MELOUOS. .......ccueiieiieieieese et srenne s 22
2.1. Obtencao e cultivo das cepas de MICIOCYSTIS. .......ccvrirerireiinieieiene e 22

2.2. Obtencao e cultivo da macrofita Ceratophyllum demersum................ccce oo, 23

2.3. Delineamento eXperimental....... ..o 23
2.4. Crescimento da macrofita aQUALICA...........ccoeieiereiieree e, 24
2.5. Taxas de Crescimento € INIDICAD.........cccveieiiieiiieriee e 24
2.6. ANALISES ESTALISLICAS. ... .eveiveeiieiieieie sttt nre s 25
TR (=TT U1 7= o oL 25
3.1. Efeitos de C. demersum sobre a biomassa das cepas de Microcystis................. 25

3.2. Efeitos de C. demersum sobre as taxas de crescimento e inibi¢cdes das cepas

08 MICTOCYSTIS. ...ttt bbbt 26
3.3. Crescimento de C. demersum ap0s coexisténcia com cepas de Microcystis....... 29
4. DISCUSSBO. ...e.uveteetieseesteesteasteateesteeseesteesbeaseease e bt aseeebeebeeneeabeebeeseesbeebeaneesbeebenneenres 30
AGFAGECIMENTOS. ... ettt bbbttt sb e bbb e enes 33

Referencias bibliOgrafiCas.........ccooiiiiiiiiince s 33



Form and preparation of ManUSCIIPTS.........ccociiiiiiiniiieee s 38

Send Of the MANUSCIIPES. .....viiiieieeie e 40

LISTA DE FIGURAS:

Figura 1. Efeitos alelopaticos da macroéfita aquatica C. demersum sobre a biomassa de
cepas de M. aeruginosa isoladas de ambientes com C. demersum (A e B), e cepas de M.

panniformis isoladas de ambientes com auséncia de C. demersum (Ce D).................. 27

Figura 2. Taxas de crescimento das cepas de Microcystis. Asteriscos indicam diferencas
para cada cepa em relacdo ao tratamento controle e coexisténcia (two-way ANOVA, *:
P<0.05; *** P<O.00L). ..o ueetiteeet et e e 28

Figura 3. Taxas de inibigdes das cepas de MIiCroCystiS...........ccoevviiriiiiiiiiiiiieenn, 29

Figura 4. Peso (g/L) inicial e final dos ramos de C. demersum submetidos a
coexisténcia com as cepas de MICrOCYSHIS. .......vieiniiii e, 30



RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a sensibilidade de quatro cepas do complexo Microcystis
aeruginosa Kitzing isoladas de reservatdrios com a presenca e auséncia de macrofitas
aquaticas submersas. Foi realizado um experimento de coexisténcia com as quatro cepas de
cianobactérias, expostas a macrofita submersa Ceratophyllum demersum (ramos jovens e
apicais — 7 g.L™) durante seis dias, sob condicdes controladas de laboratério em erlenmeyers
com 500 mL de meio nutritivo ASM1. As cepas utilizadas pertencem as espéecies M.
aeruginosa (BMIUFRPE-06 e BMIUFRPE-Q7), isoladas do reservatério de Cajueiro (com a
presenca de macrofitas submersas) e M. panniformis (BMIUFRPE-08 e BMIUFRPE-09),
isoladas do reservatério de Tapacurd (com auséncia de macrofitas submersas). O controle
consistiu no cultivo de cada cepa na auséncia da planta, o que totalizou oito tratamentos com
quatro réplicas cada. O crescimento da macrofita foi avaliado por meio da diferenca entre o
peso Umido inicial e final. Aliquotas de 2 mL foram coletadas a cada dois dias, para verificar
os efeitos da planta sobre a densidade das cepas, por meio da contagem de células. Esses
dados foram analisados entre os tratamentos e durante os dias de amostragem, com 0 uso do
teste T de student para dados normais e o teste de Mann-Whitney para dados ndo normais.
Ceratophyllum demersum apresentou crescimento em todos os tratamentos em que estava
exposto as cepas de cianobactérias. Em contrapartida, o crescimento das cepas foi afetado de
forma diferenciada. As cepas de M. panniformis isoladas de Tapacurd (BMIUFRPE-08 e
BMIUFRPE-09) foram inibidas a partir do quarto dia de experimento, enquanto que, as cepas
de M. aeruginosa (Cajueiro) foram menos afetadas: BMIUFRPE-06 apresentou o crescimento
reduzido a partir do quarto dia até o final do experimento; no entanto, a BMIUFRPE-07 néo
mostrou diferencas significativas entre os tratamentos no dia final. Desta forma, a presenca de
C. demersum no local de origem das cepas (Cajueiro) pode ser um fator atuante sobre a
sensibilidade de Microcystis aos aleloquimicos da macrofita. A coexisténcia entre as
cianobactérias e C. demersum no ambiente natural contribuiu para o crescimento diferenciado
das cepas de Microcystis isoladas destes ambientes. Com isso, este estudo contribui para o
entendimentos das estratégias de biorremediacdo dos reservatorios de abastecimento publico

com floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas.

Palavras-chaves: Cianobactérias plancténicas; Isoladas; Alelopatia; Experimento



1. FUNDAMENTAGCAO TEORICA:

1.1. Floracgdes de cianobactérias e presenca das microcistinas na regido Nordeste do

Brasil.

Em ecossistemas aquaticos continentais, floragdes de cianobactérias tornaram-se
frequentes nos udltimos anos (PAERL; OTTEN, 2013), especialmente em decorréncia do
aumento da temperatura global e da eutrofizacdo dos corpos hidricos (FALCONER, 2005).
Estes microrganismos apresentam adaptacOes a diversas condi¢cGes ambientais, toleram desde
ambientes desérticos, hipersalinos, condi¢des hipertermais e radia¢fes ultravioletas, diante
disso, sdo considerados cosmopolitas (PAERL; HUISMAN, 2009; CHATZIEFTHIMIOU et
al., 2014; 2016).

A ocorréncia de cianobactérias potencialmente toxicas proporciona problemas
ambientais e de saude publica (FALCONER, 2005; DAVIS; KOOP, 2006; PAERL; OTTEN,
2013; CARMICHAEL; BOYER, 2016), pelo fato de suas toxinas serem liberadas no
ambiente apos a lise celular, sendo esta a forma de intoxicacdo mais comum. Dentre as
cianotoxinas produzidas pelas cianobactérias, destacam-se as anatoxinas, microcistinas,
saxitoxinas, nodularinas, lingbiatoxinas, aplisiatoxinas e cilindrospermopsinas (CHORUS;
BARTRAM, 1999; DITMANN et al., 2013; MOURA; ARAGAO-TAVARES; AMORIM,
2017). Dentre os casos de intoxica¢do humana por cianotoxinas, a “Tragédia de Caruaru” foi
0 mais repercutido, essa tragédia ocorreu no municipio de Caruaru, Pernambuco, no ano de
1996, quando 130 pacientes foram submetidos a hemodialise com agua contaminada por
microcistinas, dos quais 56 foram a obto (CARMICHAEL, et al., 2001; AZEVEDO et al.,
2002).

As microcistinas sdo as cianotoxinas mais frequentes em ecossistemas aquéaticos de
todo o mundo, e por isso sdo as mais estudadas (CHORUS; BARTRAM, 1999). Elas séo
hepatotoxinas que causam a morte de organismos em um curto intervalo de tempo, atuando
diretamente na inibigcdo da atividade das enzimas fosfatases 1 e 2 além de serem produzidas
principalmente pelo género Microcystis (DITTMANN et al., 2013).

O género Microcystis estd presente em corpos hidricos de todo 0 mundo (HARKE et
al., 2016; BURATTI et al. 2017). Muitos estudos mostraram o predominio de floragdes com a
presenca das microcistinas na regido nordeste (CHELLAPPA; CHELLAPPA; CHELLAPPA,
2008; BITTENCOURT-OLIVEIRA; SANTOS; MOURA, 2010; MOURA; ARAGAO-
TAVARES; AMORIM, 2018). Em consequéncia dos fatores climaticos desta regido, que
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tornaram-se cada vez mais intensificados ao longo dos anos, a formagao dessas floragdes tem
sido favorecida, sendo influenciadas pela escassez de &gua, elevadas temperaturas,
prolongado tempo de residéncia da agua e o aumento da eutrofizacdo artificial (MOURA,
ARAGAO-TAVARES; AMORIM, 2017).

1.2. Macrofitas submersas como controladoras das floracGes de cianobactérias

O termo Macrofita Aquatica é utilizado para um grupo de vegetais visiveis a olho nu,
que durante a sua evolucdo retornaram ao ambiente aquatico, assim, desenvolveram uma
ampla diversidade de habitos, tais como: emersas, com folhas flutuantes, submersas
enraizadas, submersas livres e flutuantes (CHAMBERS et al. 2008, ESTEVES, 2011).
Segundo Chambers et al. (2008) a comunidade inclui representantes das algas (Chlorophyta,
Xanthophyta, Rhodophyta, Cyanophyta), Bryophyta, samambaias e angiospermas.

As macrofitas aquéaticas sdo fundamentais para a manutencdo dos ecossistemas
aquaticos em lagos rasos eutrdficos. Essas plantas contribuem para a manutencéo do estado de
aguas claras (SCHEFFER et al., 1993; 2003), influenciam diretamente na ciclagem dos
nutrientes, consumindo-os da agua, desse modo, ficam indisponiveis para o fitoplancton,
retendo-os em suas raizes e folhas submersas (POTT; POTT, 2003). Além disso, também séo
capazes de reduzir a incidéncia de ondas internas e a ressuspensdo do sedimento; fornecem
refigio ao zooplancton e aos macroinvertebrados contra a predacao por peixes (SCHEFFER
et al. 1993; SONDERGAARD; MOOS, 1998; MULDERI et al., 2007); e alteram
propriedades fisico-quimicas da agua, como por exemplo, as concentracdes de oxigénio, pH e
alcalinidade (CARACO; COLE, 2002).

Outro fator que contribui para a reducdo da biomassa fitoplanctonica, € a liberacdo de
aleloguimicos. Estudos mostram que este fator € mais eficiente em relacdo a competicao por
nutrientes, pelo fato das macrofitas submersas absorverem os nutrientes do sedimento, e
tornar os nutrientes da coluna d’agua disponiveis para o fitoplancton (SETO et al., 2013). A
utilizacdo de macrofitas alelopaticamente ativas € o método mais frequente para o controle
das floragdes de cianobactérias em corpos d’agua eutréficos (SVANYS et al., 2014; LIU et
al., 2018) especialmente de espécies potencialmente toxicas.

O potencial alelopéatico de algumas espécies de macroéfitas aquaticas ja foi confirmado.
Por exemplo, Nakai et al. (1999) identificaram os efeitos alelopaticos de oito macroéfitas
aquaticas sobre trés espécies de cianobactérias formadoras de floragbes, por meio de

experimentos de coexisténcia, nos quais haviam tratamentos com Ceratophyllum. demersum



L. e Microcystis aeruginosa Kutzing. A cepa de Microcystis foi inibida por todas as espécies

de macrofitas, incluindo C. demersum.

1.3. Alelopatia e Aleloquimicos

A alelopatia foi definida por Rice (1984) como “qualquer efeito toxico direto ou
indireto de uma planta (incluindo microrganismos) em outra, através da producdo de
compostos quimicos que escapam no ambiente”. Estes compostos quimicos, conhecidos como
aleloquimicos, sdo metabdlitos secundarios com determinadas caracteristicas quimicas,
podendo ser flavonoides, terpenoides, esteroides, alcaloides e cianeto organico além de
compostos fendlicos, com a finalidade de protecdo (WHITTAKER; FEENY, 1971; GROSS,
1999; PFLUGMACHER, 2002). No caso das macrofitas aquaticas, as submersas sdo mais
eficientes na liberacdo destes compostos quando em comparagdo com as emersas e flutuantes,
pois sua morfologia (pequena quantidade de estdbmatos, cuticulas reduzidas e conexdes
celulares estreitas) facilita a liberagdo de compostos (HUTCHINSON, 1975).

Os aleloquimicos sdo liberados na coluna d’agua pelas folhas e caules, além de
tricomas secretores, glandulas epidérmicas, ou associadas com a superficie das plantas
(PFLUGMACHER, 2002; GROSS, 2003), e atingem 0s seus organismos alvos (no caso o
fitoplancton) em concentracdes suficientes para ocasionar um efeito negativo, mesmo diluidos
no meio aquatico (GROSS, 2003). As plantas submersas liberam os aleloquimicos em
resposta a competi¢cdo com o fitoplancton (HILT; GHOBRIAL; GROSS, 2006; MULDERIJ
et al., 2006) e algas epifiticas (HILT, 2006). No entanto, para ambas as comunidades a
alelopatia proporciona efeitos distintos, no caso da comunidade fitoplanctdnica a inibicéo
ocorre por meio da reducdo da atividade fotossintética (LEU et al. 2002; ZHU et al., 2010) e
pelo estresse oxidativo (ZHANG et al., 2010; CHENG et al., 2017).

Dentre os estudos realizados, Zhu et al. (2010) verificaram a inibicdo de M.
aeruginosa e Selenastrum capricornutum Printz pelos alelogquimicos da macrofita aquatica
Myriophillum spicatum L. Svanys et al. (2014) mostraram uma reducéo de 48% da biomassa
de cianobactérias em mesocosmos com a presenca de M. spicatum em relagdo ao controle. Em
contrapartida, a comunidade epifitica € mais resistente aos aleloquimicos, como demonstrado
por Hilt (2006), que observou que Stigeoclonium tenue (C.Agardh) Kiitzing e Oscillatoria
limosa C.Agardh - ambas espécies de cianobactérias epifitas - foram mais resistentes aos
aleloguimicos de M. spicatum, que espécies planctdnicas, como por exemplo M. aeruginosa e
Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek, desse modo, as algas epifitas

podem ter coevoluido com seus hospedeiros para adquirir resisténcia aos aleloquimicos.

10



1.4. Hipdtese das novas armas e coevolugao

Muitos estudos tém abordado os efeitos da introducdo de plantas exdticas sobre
espécies nativas, mostrando que as plantas invasoras sdo capazes de restringir
alelopaticamente outras populacfes que ndo estdo adaptadas a presenca dos compostos
alelopéaticos (GRIGULIS et al., 2001; RIDENOUR; CALLAWAY, 2001; LOUDA et al.,
2003), sendo esta a premissa da hipotese das “novas armas” (CALLAWAY; ASCHEHOUG,
2000; CALLAWAY; RIDENOUR, 2004).

Esta hipdtese prediz que as plantas possuem “armas” bioquimicas (os aleloquimicos)
que afetam o crescimento de seus competidores. Portanto, quando uma determinada planta é
introduzida em um novo ambiente, 0os competidores desse local ndo possuem mecanismos de
defesa contra os aleloquimicos desta planta, visto que a comunidade nunca foi submetida a
estes novos compostos quimicos, com isso, sdo afetados negativamente. No entanto, quando
ocorre 0 desenvolvimento destas plantas no local, seus competidores coevoluem junto com
ela, e adquirem resisténcia aos seus aleloquimicos, pois, esses compostos tem o potencial de
proporcionar estresses fisioldgicos, que resultardo em mudancas genéticas na comunidade a
longo prazo (MEALOR et al. 2004).

Alguns estudos demonstraram respostas diferenciadas a exposicdo de aleloquimicos
em algumas cepas de cianobactérias, como por exemplo, Mulderij et al. (2005) verificaram
que cepas toxicas de M. aeruginosa sdo mais sensiveis aos aleloquimicos de Stratioides
aloides L.. Em contrapartida, Svanys et al. (2016), identificaram uma maior sensibilidade nas
cepas nao tdéxicas de M. aeruginosa, quando expostas ao acido tanico. Essas respostas
diferenciadas podem estar relacionadas a variabilidade genética destas cepas, 0 que favorece
adaptacdes a diversas pressdes ambientais, como por exemplo, a alelopatia. Outro fator que
pode influenciar a sensibilidade destas cepas é a presenca ou auséncia de macroéfitas nos
locais de origem destas cepas.

Se tratando de espécies fitoplanctonicas, Eigemann et al. (2013) verificaram que para a
alga verde Pediastrum duplex Meyen, a presenca ou auséncia de M. spicatum nos locais de
origem das cepas isoladas ndo influenciaram na sensibilidade das mesmas, assim, sugerem
gue as cepas ndo se adaptaram aos aleloquimicos. Portanto, a sensibilidade é cepa-especifica.
Em contrapartida, Al-Shehri (2010) demonstrou que para a alga verde Scenedesmus obliquus
(Turpin) Kitzing, o local de origem das cepas influenciou na sensibilidade, uma vez que, a
cepa originada de um lago com a presenca de grandes bancos de Stratiotes aloides L.

apresentou tolerancia aos aleloquimicos desta macroéfita, enquanto que uma cepa isolada de
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um lago sem S. aloides foi extremamente afetada pela macrdfita, apresentando redugdes no
crescimento e estresse oxidativo.

No entanto, ainda se tem registros de estudos que abordam a coevolugdo das
cianobactérias aos aleloquimicos das macrofitas aquéticas, especialmente para cepas de
Microcystis, que tornou-se uma cianobactéria cosmopolita (HARKE et al., 2016), devido a
sua longa historia evolutiva, deste modo, persiste as diversas mudangas geoquimicas e

climaticas do planeta, até os dias atuais (PAERL, 2014).
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Abstract

Aim: To evaluate the sensitivity of four strains of Microcystis complex isolated from
reservoirs with the presence and absence of submerged aquatic macrophytes. Methods: Two
treatments were determined for each strain, one coexisting with the addition of young and
apical branches of C. demersum (7 gL™*) and one control (absence of macrophyte). Both were
grown in ASM1 medium under controlled laboratory conditions for six days with eight
treatments and three replicates. Two strains of Microcystis aeruginosa and two strains of
Microcystis panniformis were used. The biomass and growth rates of the strains were
evaluated every two days and compared by T-test and ANOVA, respectively. Results: The
macrophyte promoted different responses in coexistence with Microcystis strains. M.
aeruginosa strains - isolated from environments with the presence of submerged macrophytes
- showed growth retardation compared to their respective controls, BMIUFRPE-06 and
BMIUFRPE-07 biomass was reduced by 43.85% (p> 0, 05) and 57.63% (p> 0.05),
respectively, both showed positive values in the growth rates (0.10 d™ and 0.30 d). The M.
panniformis strains from C. demersum absent environments were inhibited, BMIUFRPE-08
was the most affected strain, with inhibition values of 96.26% (p <0.01), besides presenting
growth rate negative (-0.04 d*), then BMIUFRPE-09 was inhibited by 74.31% (p <0.05)
showing the lowest positive growth rate (0.01 d*). Ceratophyllum demersun increased their
weight in the coexistence treatments between the beginning and the end of the experiment,
which showed significant differences (p <0.05) with the strains BMIUFRPE-06 and
BMIUFRPE-09; p <0.01 (BMIUFRPE-08) and p <0.001 (BMIUFRPE-07). Conclusions:
Microcystis strains isolated from macrophyte-free environment were inhibited, while strains
isolated from environments with submerged plants were less sensitive and showed growth
retardation.

Keywords: Experiment; Cyanobacteria; Microcystis Complex; allelopathy.

Resumo

Objetivo: Avaliar a sensibilidade de quatro cepas do complexo Microcystis isoladas de
reservatorios com a presenca e auséncia de macrofitas aquaticas submersas. Métodos: Foram
determinados dois tratamentos para cada cepa, um de coexisténcia com a adi¢do de ramos
jovens e apicais de C. demersum (7 gL™) e um controle (auséncia da macréfita). Ambos
cultivados em meio ASM1, sob condic¢Oes laboratoriais controladas, durante seis dias, com
oito tratamentos e trés réplicas. Foram utilizadas duas cepas de Microcystis aeruginosa e duas

de Microcystis panniformis. As biomassas e taxas de crescimento das cepas foram avaliadas a
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cada dois dias e comparadas pelo teste-T e ANOVA, respectivamente. Resultados: A
macrofita promoveu diferentes respostas em coexisténcia com as cepas de Microcystis. As
cepas de M. aeruginosa - isoladas de ambientes com a presenca de macrofitas submersas -
apresentaram retardos no crescimento em comparagdo com 0s respectivos controles, a
biomassa da BMIUFRPE-06 e BMIUFRPE-07 foi reduzida em 43,85% (p>0,05) e 57,63%
(p>0,05), respectivamente, ambas apresentaram valores positivos nas taxas de crescimento
(0,10 d™ e 0,30 d™). As cepas de M. panniformis provenientes de ambientes ausentes de C.
demersum foram inibidas, a BMIUFRPE-08 foi a cepa mais afetada, com valores de inibicdo
de 96,26% (p<0,01), além de apresentar taxa de crescimento negativa (-0,04 d*), em seguida
BMIUFRPE-09 foi inibida em 74,31% (p <0,05) apresentando a menor taxa de crescimento
positivo (0,01 d). Ceratophyllum demersun aumentou seu peso nos tratamentos de
coexisténcia entre o dia inicial e final do experimento, a qual apresentou diferencas
significativas (p <0,05), com as cepas BMIUFRPE-06 e BMIUFRPE-09; p <0,01
(BMIUFRPE-08) e p <0,001 (BMIUFRPE-07). Conclusdes: As cepas de Microcystis isoladas
do ambiente livre de macrofitas foram inibidas, enquanto que as cepas isoladas de ambientes
com a presenca de plantas submersas foram menos sensiveis e apresentaram retardo no

crescimento.

Palavras-chave: Experimento; Cianobactérias; Complexo Microcystis; alelopatia.

1. Introducéo

Os ecossistemas aquaticos apresentam dois estados alternativos principais, o claro, que
dispde de uma ampla biomassa de macrofitas aquaticas, e o turbido, caracterizado pela
elevada biomassa fitoplanctdnica e reduzida cobertura de macréfitas aquaticas (SCHEFFER,
1990; SCHEFFER et al., 1993; 2001). Em aguas tarbidas, é frequente a ocorréncia de
floragdes ou ‘“blooms” de cianobactérias, geralmente em decorréncia geralmente das
mudancas climaticas e da eutrofizacdo antrépica (BERGER et al., 2008; DOLMAN et al.,
2012; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014; MOURA; ARAGAO-TAVARES;
AMORIM, 2018).

Essas floragdes afetam negativamente os reservatorios de abastecimento publico por

meio da liberacdo de cianotoxinas, que comprometem a qualidade da &gua, reduzem
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atividades recreativas e pesqueiras (DAVIS; KOOP, 2006). Dentre as toxinas, as
microcistinas sdo as cianotoxinas mais estudadas e frequentes nos ambientes aquaticos, as
quais foram relatadas em 79 paises (HARKE et al. 2016). Além disso, existem mais de 240
variantes de microcistinas, os quais diferem em niveis de letalidade (SVIRCEV et al., 2017), e
ocasionam danos as macréfitas aquaticas (AMORIM; ULISSES; MOURA, 2017),
zooplancton (LIANG et al., 2017), peixes (BOARU; DRAGOS; SCHIRMER, 2006) e até o
homem (CARMICHAEL et al., 2001).

No Brasil, a regido semiarida, apresenta condi¢des climaticas e niveis de eutrofizacdo
que favorecem o desenvolvimento de floragdes potencialmente toxicas de cianobactérias
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2014; MOURA; ARAGAO-TAVARES; AMORIM,
2018). Desse modo, muitos estudos mostram a recorréncia dessas floragdes nessa regiao
(PANOSSO, et al, 2007; CHELLAPPA; CHELLAPPA; CHELLAPPA, 2008;
BITTENCOURT-OLIVEIRA; SANTOS; MOURA, 2010; PICCIN-SANTOS;
BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2012). A introducdo de macrofitas aquaticas submersas tem
fornecido bons resultados na reducdo dessas floracbes (p.e. DONG et al., 2014), através do
fornecimento de refagio a comunidade zooplanctonica (JEPPESEN et al., 1997), competicdo
por luz, nutrientes, e exsudacao de aleloquimicos (GROSS, 2003; HILT; GROSS, 2008;
EIGEMANN; HILT; SCHIMITT-JANSEN, 2013).

A alelopatia pode ocorrer entre plantas nos ambientes terrestres e aquaticos, por meio
da interacdo bioquimica entre elas (PFLUGMACHER, 2002) com o objetivo de afetar os seus
competidores no ecossistema, e interferir em sua fisiologia (REIGOSA et al., 1999; GROSS,
2009). Nesse sentido, Rice (1984) define a alelopatia como “qualquer efeito toxico direto ou
indireto de uma planta (isto inclui os microrganismos) em outra, através da producédo de

compostos quimicos que escapam no ambiente”.
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Esses compostos quimicos sdo metabdlitos secundarios com a finalidade de proteger
as plantas contra os seus efeitos (WHITTAKER; FEENY, 1971; GROSS, 1999;
PFLUGMACHER, 2002). As macrofitas aquaticas de habito submerso sdo mais eficientes na
liberacdo de aleloquimicos, pois sua morfologia (auséncia de estdmatos, cuticulas reduzidas e
conexdes celulares mais estreitas) contribui na liberacdo desses compostos (HUTCHINSON,
1975). Esses aleloquimicos séo liberados diretamente na coluna d’agua pelas folhas e caules,
ou por aparatos associados a superficie das plantas, como tricomas secretores e glandulas
epidérmicas (PFLUGMACHER, 2002; GROSS, 2003). Desta forma, atingem 0s seus
organismos alvos (o fitoplancton) em concentracfes suficientes para promover um efeito
negativo, mesmo diluido no meio aquatico (GROSS, 2003).

Diversos trabalhos demonstraram a inibicdo de cianobactérias por meio dos
aleloquimicos de macrofitas aquaticas. Por exemplo, Mohamed (2017), mostrou que mais de
40 macrofitas aquaticas sdo capazes de inibir o fitoplancton, por meio da alelopatia. A maior
parte destes estudos foram realizados com Microcystis (p.e. HILT; GHOBRIAL; GROSS,
2006; CHANG; EIGEMANN; HILT, 2012; SVANYS; PASKAUSKAS; HILT, 2014). No
entanto, este género apresenta uma ampla variabilidade em resposta aos aleloquimicos das
macrofitas, por exemplo, linhagens ndo produtoras de microcistinas sdo mais sensiveis aos
compostos quimicos destas plantas (SVANYS et al., 2016)

Outras populagdes de algas apresentam uma diversidade genética que lhes permitem
se adaptar as condigdes encontradas nos ambientes em que ocorrem, como resisténcia aos
poluentes (BEHRA; GENONI; JOSEPH, 1999), ou a pressdo de predacdo pelo zooplancton
(VANORMELIGEN et al., 2009). Para Microcystis aeruginosa Kitzing, alguns estudos
mostram que a variabilidade genética entre as cepas é favoravel na adaptacdo a diversas
pressdes ambientais, no entanto as respostas sO foram testadas entre cepas toxicas e nédo

toxicas. Por exemplo, cepas ndo toxicas sio melhores competidoras por luz (KARDINAAL et
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al., 2007), enquanto que cepas toxicas sao favorecidas em condicdes de elevadas temperaturas
e nutrientes (DAVIS et al., 2009).

Outro fator que pode influenciar na sensibilidade das algas, é a sua origem, como
descrito pela “hipotese das novas armas”, a qual prediz que plantas inavsoras séo eficientes
controladoras de populacbes de espécies nativas quando introduzidas em novos ambientes
(CALLAWAY; ASCHEHOUG, 2000; CALLAWAY; RIDENOUR, 2004). Entretanto, com 0
passar do tempo as espécies nativas podem coevoluir com as plantas exdticas, quando
comecam a se desenvolver no novo local (REIGOSA; SANCHEZ-MOREIRAS;
GONZALEZ, 1999). Alguns estudos abordaram a ocorréncia da coevolucao de algas epifitas,
incluindo cianobactérias (HILT, 2006), e planctdnicas, como Scenedesmus obliquus (Turpin)
Kitzing (AL-SHEHRI, 2010), em resposta aos aleloquimicos de plantas aquaticas.

Com isto, o presente trabalho objetivou avaliar a sensibilidade de quatro cepas do
complexo Microcystis isoladas de reservatorios com a presenca e auséncia de macrofitas
aquaticas submersas. Dessa forma, levantamos a hipOtese de que as cepas isoladas do
ambiente com a auséncia de plantas submersas é mais sensiveis aos aleloquimicos de C.
demersum.

2. Material e Metddos
2.1. Obtencao e cultivo das cepas de Microcystis

Foram utilizadas nos experimentos quatro cepas de cianobactérias do complexo
Microcystis aeruginosa: duas cepas de M. aeruginosa (BMIUFRPE-06 e BMIUFRPE-07) e
duas de M. panniformis Komérek et al. (BMIUFRPE-08 e BMIUFRPE-09), as quais foram
identificadas e isoladas em amostras de campos, por meio de literatura especializada
(NGUYEN et al., 2012; KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1986).

Duas cepas foram isoladas do reservatorio de Tapacurd localizado no municipio de

Séo Lourencgo da Mata - PE (BMIUFRPE-08 e BMIUFRPE-09), que ndo apresenta macrofitas
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submersas, e duas cepas foram isoladas do reservatorio de Cajueiro, localizado em
Garanhuns-PE (BMIUFRPE-06 e BMIUFRPE-07), que possui extensos bancos das
macrofitas submersas Egeria densa Planch., Chara spp. e C. demersum. Outros estudos (p.e.
VAN DONK; VAN DE BUND, 2002; VANDERSTUKKEN et al., 2011; DONG et al., 2014)
mostraram que estas macréfitas tém potencial de inibir M. aeruginosa. Ambos 0s
reservatorios sdo eutroficos (dados ndo publicados) e possuem condigdes climaticas
semelhantes (clima As segundo Koppen).

As cepas foram isoladas através da técnica de micropipetagem em outubro de 2017 e
janeiro de 2018, e mantidas sob aclimatacdo em condices laboratoriais no Banco de
Microalgas da Universidade Federal Rural de Pernambuco — BMIUFRPE, no Laboratoério de
Ficologia — Taxonomia e Ecologia de Microalgas. Os cultivos das cianobactérias isoladas,
foram mantidos em erlenmeyrs contendo meio nutritivo ASM1 (GORHAM et al., 1964), em
camara climatica com condi¢Bes controladas de temperatura (25°C +1,5), intensidade
luminosa (30 pmol. Photons. m?2s™), pH (7,5), fotoperiodo (12 h) e homogeneizados trés
vezes ao dia. Os cultivos foram mantidos até a obtencdo de uma biomassa de
aproximadamente 50 mg.L™.

2.2. Obtencao e cultivo da macrofita Ceratophyllum demersum

Trinta dias antes da realizacdo dos experimentos, ramos jovens e apicais de C.
demersum foram coletados no reservatério de Carpina. As plantas foram coletadas em sacos
plasticos escuros e encaminhadas ao Laboratério de Ficologia — Taxonomia e Ecologia de
Microalgas da UFRPE. Apos a coleta, as plantas foram lavadas varias vezes, com o auxilio de
uma escova de cerdas macias juntamente aos jatos de agua destilada para a remocdo do
sedimento, microalgas epifitas e zooplancton/zoobentos que eventualmente estivessem
aderidos aos ramos. Os cultivos foram realizados em aquarios com dimensées de 20 cm? e

capacidade para 8 L, contendo agua da torneira em descanso por cinco dias para remocao do
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cloro. As plantas foram cultivadas livres na agua, sob condic¢des controladas de temperatura
(25 + 1 °C), luminosidade (30 pumol. photons m? .5 com lampadas fluorescentes de 40
watts), aeracdo constante e fotoperiodo de 12 horas.

2.3. Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em uma sala climatizada asséptica com as mesmas
condicdes descritas anteriormente para o cultivo das cepas. Foram usados erlenmeyers com
capacidade para 1000 mL contendo 500 mL de meio cultivo ASM1 inoculado com culturas
das cianobactérias em fase de crescimento exponencial. Para todas as cepas de Microcystis
foram utilizadas a mesma biomassa (50 mg L™).

Foram determinados dois tratamentos (controle e coexisténcia) para cada cepa,
totalizando oito. O tratamento controle consistiu no cultivo das cepas na auséncia da planta,
enquanto que no tratamento de coexisténcia foi adicionado um ramo da macréfita (7 g. L)
aos cultivos das cepas de cianobactérias. Todos os tratamentos foram realizados com quatro
réplicas durante seis dias. Desta forma foi possivel analisar os efeitos da coexisténcia de C.
demersum sobre as cianobactérias nos dias 0, 2, 4 e 6. Trés dias antes de se iniciar 0s
experimentos, as plantas foram novamente lavadas varias vezes com &gua ultrapura, para
remocao de algas e animais aderidos. Apos este processo, as plantas foram transferidas para
erlenmeyers que continham o meio de cultivo ASM1 para aclimatacéo.

2.4. Crescimento da macrdfita aquatica

Com o objetivo de avaliar o crescimento de C. demersum nos tratamentos em que fora
submetido a coexisténcia com as cepas de cianobactérias, os ramos foram pesados em uma
balanca de preciséo, nos dias 0 e 6 do experimento, ambos foram avaliados com base no peso
umido da macrofita.

2.5. Taxas de Crescimento e Inibi¢ao
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O célculo das taxas de crescimento (p) das cepas de cianobactérias submetidas a
coexisténcia com C. demersum foi obtido com base nos valores de biomassa entre os dias de
amostragem e a biomassa inicial dos experimentos. Foi utilizada a formula proposta por
Wood et al. (2005): p (d™Y) = (In(Nt) — In(Nt0)) / t — t0, onde N representa os valores de
biomassa nos diferentes dias de experimento (t) e no tempo inicial (t0). A taxa de inibicéo
(T1%) foi expressa em porcentagem e avaliada através das diferencas entre os tratamentos e 0
controle das cianobactérias, sendo calculada como segue: T1% = ((Ntr — Nct) / Nct) x 100%;
onde Ntr e Nct representam a densidade nos tratamentos de coexisténcais e nos controles,
respectivamente. Os valores foram multiplicados por —1, desse modo, a taxa de inibi¢cdo com
valores positivos representa estimulo, e negativos a inibicao das cepas.

2.6. Analises estatisticas

Para verificar diferencas entre os tratamentos para cada cepa, durante os dias de
amostragem, foi utilizado o teste T de student para dados normais e o teste de Mann-Withney
para dados ndo normais. A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Uma one-way ANOVA foi realizada para comparar os valores das taxas de crescimento e
inibicdo em cada dia do experimento, desta forma foi possivel observar diferencas entre os
tratamentos e entre as cepas. As analises estatisticas foram realizadas no programa R e o nivel
de significancia foi ajustado em p < 0,05 (R CORE TEAM, 2016).

3. Resultados
3.1. Efeitos de C. demersum sobre a biomassa das cepas de Microcystis

A macrofita aquatica C. demersum afetou o crescimento das cepas de Microcystis de
forma diferenciada, em relacdo ao local de origem das cepas. Foram verificadas diferentes
respostas entre as cepas isoladas de ambientes com a presenca de macroéfitas (Cajueiro) e as

cepas isoladas de ambientes com a auséncia de macrofitas (Tapacurd).
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Diferencas significativas foram verificadas entre os tratamentos controle e de
coexisténcia nas cepas isoladas do reservatdrio de Tapacurd (BMIUFRPE-08 e BMIUFRPE-
09), as quais apresentaram inibi¢do do crescimento a partir do quarto dia de experimento nos
tratamentos de coexisténcia, e atingiram biomassas inferiores em relagdo ao inicio do
experiment no sexto dia (Figura 1).

Em contrapartida, as cepas isoladas do reservatorio de Cajueiro apresentaram retardo
nos tratamentos de coexisténcia em relacdo ao controle. A cepa BMIUFRPE-06 apresentou
retardo em sua biomassa a partir do quarto dia no tratamento de coexisténcia com a macrofita
até o final do experimento, enquanto que, a cepa BMIUFRPE-07 ndo mostrou diferencas
significativas entre os tratamentos no Ultimo dia do experimento. Desta forma, as cepas
provenientes do reservatério de Cajueiro foram pouco afetadas, assim comprovaram a
hipotese de que as linhagens de Microcystis isoladas de ambientes com abundancia de
macrofitas submersas podem se tornar resistentes aos aleloquimicos.

3.2. Efeitos de C. demersum sobre as taxas de crescimento e inibices das cepas de
Microcystis

Os tratamentos com as cepas de cianobactérias apresentaram taxas de crescimento
semelhantes, todas positivas, no entanto, a cepa BMIUUFRPE-06 diferenciou-se em
comparagdo com as outras cepas, exceto para BMIUFRPE-07. No que se refere aos
tratamentos de coexisténcia, foram observadas diferencas entre o crescimento das cepas
isoladas do reservatério de Cajueiro: BMIUFRPE-06 (0,10 d*) e BMIUFRPE-07 (0,30 d}),
contudo, ambas apresentaram valores de crescimento positivo, ou seja, um retardo no
crescimento, 0 que sugere certa resisténcia aos aleloquimicos de C. demersum (Figura 2).

Por outro lado, as cepas isoladas do reservatorio de Tapacurd ndo apresentaram
diferencas com relacdo aos niveis de significancia estatisticos, a cepa BMIUFRPE-08

apresentou valores negativos (-0,04 d™), enquanto que BMIUFRPE-09 apresentou baixos
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valores de crescimento positivo (0,01 d™), os dados demonstram uma intensa sensibilidade
aos aleloquimicos da macrofita, no entanto estd Gltima cepa ndo diferiu estatisticamente da

cepa BMIUFRPE-06 (Figura 2).
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Figura 1. Efeitos alelopaticos da macrofita aquatica C. demersum sobre a biomassa de cepas
de M. aeruginosa isoladas de ambientes com C. demersum (A e B), e cepas de M. panniformis
isoladas de ambientes com auséncia de C. demersum (C e D). Diferengas significativas entre
0s tratamentos de coexisténcia e controle para cada dia sdo representadas por asteriscos (teste

T, *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).
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N&o foram verificadas diferencas entre o tratamento controle e o tratamento de
coexisténcia para as cepas isoladas do ambiente com a presenca da macrofita aquatica
(Cajueiro), em contrapartida, foram observadas diferencas nas cepas do reservatorio com a
auséncia de macrdfitas aquaticas (Tapacura), em relacdo ao controle e a coexisténcia, a cepa
BMIUFRPE-08 mostrou maior inibicdo, uma vez que foram verificados valores negativos,
seguido pela BMIUFRPE-09 que apresentou baixos valores positivos, desta forma foi

possivel identificar a inibicdo que ocorreu nestas cepas (Figura 2).
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Figura 2. Taxas de crescimento das cepas de Microcystis. Asteriscos indicam diferencas para
cada cepa em relacdo ao tratamento controle e coexisténcia (two-way ANOVA, *: p<0.05;
***: p<0.001) , enquanto que as letras mindsculas representam diferencas nos tratamentos
entre as cepas.

As taxas de inibigdes expressaram melhor os valores para cada cepa nos tratamentos
de coexisténcia com C. demersum (figura 3). Foi verificado que as cepas com maiores taxas

de inibi¢bes foram as isoladas do reservatério de Tapacura, a BMIUFRPE-08 apresentou
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maior inibicao (96,26 %), enquanto que, na BMIUFRPE-09 a biomassa inibida foi 74,31%,
por outro lado, as cepas isoladas do reservatorio de Cajueiro apresentaram menores valores,
as quais indicaram o controle no crescimento destas cepas, isto ¢, BMIUFRPE-07 com um
percentual de 57,63% de inibicdo da sua biomassa, sequida da BMIUFRPE-06 que foi inibida

em 43,85% (Figura 3).
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Figura 3. Taxas de inibi¢des das cepas de Microcystis.

3.3. Crescimento de C. demersum ap0s coexisténcia com cepas de Microcystis.

Com base nos valores do peso umido dos ramos apicais da macrofita aquética no dia
inicial e final do experimento, foi possivel verificar que C. demersum aumentou 0 peso
durante os dias de experimento (Figura 4). Os ramos apresentaram maiores valores de peso
em coexisténcia com a cepa BMIUFRPE-08, seguida por BMIUFRPE-06. Os menores

valores foram observados nos tratamentos com as cepas, BMIUFRPE-07 e BMIUFRPE-09.
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Figura 4. Peso (g/L) inicial e final dos ramos de C. demersum submetidos a coexisténcia com
as cepas de Microcystis. Diferencas significativas entre os dias sdo representadas por

asteriscos (teste T, *: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,001).

4. Discussao

Nos ultimos anos, o aumento da temperatura do planeta e dos niveis de eutrofizacao
do recursos hidricos proporcionou o incremento das floracbes de cianobactérias
(FALCONER, 2005, PAERL; OTTEN, 2013). Em especial, do genéro Microcystis que foi
relatado em 108 paises, isto é, todos os continentes, exceto na Antartica, desses paises 79
apresentaram a producdo de toxinas (HARKE et al., 2016).

Com isso, estudos de biomanipulacdo com a utilizacdo de macrofitas aquaticas
submersas, tornaram-se frequentes (DONG et al., 2014, MOHAMED, 2017,) e apresentaram
bons resultados de reducdo, no entanto, € preciso considerar a exposicdo prévia de
cianobactérias a essas plantas em seu ambiente natural.

A presenca de macrofitas submersas pode ser um fator preponderante sobre a
sensibilidade de Microcystis, 0 que torna este o primeiro trabalho a testar a influéncia desse

fator. Outros estudos foram desenvolvidos com algas verdes, que sdo conhecidas por serem
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menos sensiveis aos aleloquimicos (Zhu et al., 2010), onde Al-Shehri (2010) mostrou que
uma cepa de Scenedesmus obliquus (Turpin) Kitzing, proveniente de um lago com extensos
bancos de Stratiotes aloides L. foi tolerante aos aleloquimicos da macrofita, enquanto que,
uma cepa isolada de um lago sem S. aloides foi afetada pela macrofita, desta forma
proporcionou a reducao no crescimento e estresse oxidativo.

Desta maneira, espécies submetidas aos aleloquimicos a longo prazo, podem coevoluir
com 0s seus hospedeiros, quando esses se estabilizam no novo ecossistema onde foram
inseridas (REIGOSA; SANCHEZ-MOREIRAS; GONZALEZ, 1999). No entanto, esta
hipétese ndo foi confirmada por EIGEMANN; VANORMELIGEN; HILT, 2013 para
Pediastrum duplex, j& que as cepas isoladas de ambientes com auséncia ou presenca de
Myriophyllum spicatum, ndo exibiram diferencas na sensibilidade aos aleloquimicos da
planta, mesmo dispondo de uma ampla variabilidade genética.

Neste estudo, foi possivel avaliar a sensibilidade de cepas de cianobactérias isoladas
de locais diferentes. Foi observado que as cepas de Microcystis aeruginosa isoladas de
ambientes com a presenca de macrofitas submersas, incluindo C. demersum, foram menos
afetadas pelos aleloquimicos desta planta quando cultivadas em coexisténcia. Em
contrapartida, as cepas de Microcystis panniformis isoladas de ambientes com auséncia da
macrofitas mostraram ser mais sensiveis aos aleloquimicos, e foram inibidas ao final do
experimento.

O complexo Microcystis (isto inclui as morfoespecies M. panniformis e M.
aeruginosa) dispde de uma ampla variabilidade genética (NGUYEN et al. 2012), por exemplo
cepas produtoras e ndo produtoras de toxinas, no qual torna-se o principal fator influente
sobre a sensibilidade destes organismos, quando submetidos as diversas pressdes ambientais,

dentre elas os aleloquimicos de macrofitas aquaticas submersas. Em contraste com

31



Pediastrum duplex, em que por sua vez a ampla variabilidade néo interfere na sensibilidade
(EIGEMANN; VANORMELIGEN; HILT, 2013).

Alguns estudos mostraram que C. demersum possui a capacidade de inibir
cianobactérias, em especial M. aeruginosa, nos experimentos in situ, contudo, estes estudos
sdo pouco relatados (DONG et al. 2014), e em laboratério por meio de experimentos de
coexisténcia (NAKALI et al. 1999; KORNER et al. 2002).

Como verificado por Amorim et al. 2019, C. demersum inibe as cepas de M.
aeruginosa, e M. panniformis, sendo mais acentuada em linhagens toxicas do que em
linhagens ndo produtoras de toxinas. No entanto, o presente trabalho aponta que a macréfita
inibiu, de forma distinta, as cepas de cianobactérias, em consideracdo a sua origem, desta
forma as cepas de M. aeruginosa — isoladas de ambientes com a presenca de macroftas
submersas- foram inibidas com um crescimento controlado, em contraste com M. panniformis
— isoladas de ambientes ausentes de C. demersum - a qual foi inibida a partir do quarto dia de
coexisténcia e apresentou valores negativos de taxas de crescimento. Desse modo, €
necessario considerar a origem das cepas, assim como, a producdo de toxinas para a
elaboracdo de medidas de mitigacéo.

Em relacdo a macrdéfita aquatica, foi possivel observar que C. demersum apresentou
indicios de desenvolvimento uma vez que foi verificado aumento no peso, assim foi possivel
verificar que C. demersum pode ser eficiente para a biomanipulacdo de cianobactérias do
género Microcystis. Nao foi possivel verificar nenhum efeito negativo das cepas sobre os
ramos da planta em relacdo a sua morfologia, isto pode ser pelo fato destas cepas nédo
produzirem toxinas, pois quando ocorre a producdo, por exemplo de microcystina-LR, a
macrofita pode vir a diminuir de tamanho, apresentar uma coloracdo amarelada em detrimento
a descoloracdo pigmentar e até mesmo a perda de folhas, como observado por Pflugmacher

(2002).
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Por fim, concluimos que a macrdfita submersa C. demersum foi capaz de se
desenvolver em coexisténcia com as cepas de Microcystis, em contrapartida as cepas foram
inibidas de formas diferenciadas, isto é, as cepas isoladas do ambiente livre de macrofitas
foram inibidas, enquanto que as cepas isoladas de ambientes com plantas submersas foram
menos sensiveis e apresentaram retardo no crescimento. Portanto, a hipdtese de que cepas de
Microcystis isoladas de reservatorios com intensos bancos de macrofitas submersas sdo mais
resistentes aos aleloquimicos de C. demersum, enquanto que as cepas de ambientes sem
macrofitas sdo mais sensiveis quando cultivadas em coexisténcia com a planta, foi
confirmada, desta maneira foi possivel demonstrar as diferentes sensibilidades de Microcystis
em relacdo a origem das cepas e a presenca de vegetacdo submersa nos locais de coleta.
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