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RESUMO

Anabaena spiroides e Microcystis aeruginosa sao cianobactérias que frequentemente formam
florescimentos no Reservatério de Barra Bonita. A flutuagdo desses organismos e a
turbuléncia caracteristica do reservatdrio fazem com que as células que estavam iniciando o
desenvolvimento do florescimento nas camadas inferiores da coluna fotica possam
rapidamente ficar expostas a altas intensidades de luz quando na superficie. Esta exposicao
repentina a irradidncias maiores pode causar fotoinibicdo e mesmo fotooxidacdo, podendo
causar a liberar uma grande quantidade de matéria organica dissolvida pelas células. O
presente trabalho foi realizado com o intuito de verificar se células de diferentes idades de
cultivo de A4. spiroides ¢ M. aeruginosa sofrem fotoinibicdo da fixagdo de carbono,
fotooxidagdo da clorofila-a e aumento na liberagdo de MOD quando expostas por diferentes
periodos a irradiancias elevadas. A. spiroides apresentou fotoinibi¢cdo, juntamente com o
aumento na excre¢ao de matéria organica dissolvida, quando exposta a irradiancias superiores
ao seu Ex durante 4 horas e ao ser exposta a irradidncia de 2000 pmol.m™.s” durante 8 horas.
M. aeruginosa nao apresentou fotoinibi¢cdo quando exposta a irradiancias superiores a seu Ex
por 4 horas, entretanto, apresentou um incremento significativo na liberagdo de C'*OD. As
concentragdes elevadas de C'*OD excretado pelas duas cianobactérias, aparentemente, nio
resultam de danos nas células, podendo representar um fator de adaptacdo as irradidncias
elevadas a que foram submetidas. Respostas semelhantes foram encontradas nos

experimentos realizados no reservatorio de Barra Bonita.



ABSTRACT

Anabaena spiroides and Microcystis aeruginosa are cyanobacteria that frequently bloom in
Barra Bonita Reservoir. These floating organisms and the characteristic turbulence found at
the reservoir exposure the cells to higher light intensities by lifting them from lower depths in
the photic column to surface. The sudden exposure at higher irradiance could cause
photoinhibition and photooxidation. This phenomenon could liberate high amounts of
dissolved organic matter. This work aimed to investigate the carbon fixation photoinhibition
in cells of A. spiroides and M. aeruginosa exposed to high irradiances, the chlorophyll
photooxidation and the DOM released by cells of cultures differing in their physiologic state,
after exposure to high irradiances through time at laboratory and field investigations. A.
spiroides suffered photoinhibition and liberation of dissolved organic matter when exposed to
irradiances higher than their Ex during four hours as well as when exposed to irradiance of
2000 pmol.m™.s™ for eight hours. M. aeruginosa did not present photoinhibition in any case,
however, their C'*OD liberation was significantly increased. The higher indexes of C'*OD
excreted by theses cyanobacteria are not apparently due to cell damage. Hence it might
represent an adaptation factor to higher irradiances. Similar results were found in experiments

incubated in Barra Bonita reservoir.



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

LISTA DE FIGURAS

Localizagdo do Reservatorio de Barra Bonita. ............ccooeeviiiiiiiiiiiiiiiciieceee e 2

Crescimento de Anabaena spiroides. Concentracdo de clorofila-a em
funcao do tempPo de CUIIVO. ..ocuveiiiiieeiie e e e 20

Crescimento de Microcystis aeruginosa. a- nimero de células por ml de
cultura em fun¢do do tempo de cultivo. b- concentra¢dao de clorofila-a em
funcao do tempPo de CUIIVO. ..ocviieiiiieiie e e 20

Carbono-14 na fracio total fixado (C'*OT), fracdo particulada (C'*OP) e na
fragdo dissolvida (C'*OD) liberada pelas células de A. spiroides apos 4h de
exposi¢ao a diferentes irradiancias. a- Cultura com 12 dias de cultivo. b-
Cultura com 35 dias de CUltIVO.. ..ccueriiriiiiiiiiieeee e 21

Concentracao de clorofila-a na cultura de A. spiroides com 12 e 35 dias de
cultivo apos 4h de exposi¢ao a diferentes irradiancias.........cccecveeevveeeeieeerreeesveeennne. 22

Carbono-14 na fracio total fixado (C'*OT), fracdo particulada (C'*OP) e na
fragdo dissolvida (C'*OD) liberada pelas células de M. aeruginosa ap6s 4h
de exposi¢ao a diferentes irradiancias. a- Cultura com 14 dias de cultivo. b-
Cultura com 28 dias de cultivo. c- Cultura com 49 dias de cultivo............ccceeerenee. 23

Concentracdo de clorofila-a da cultura de M. aeruginosa com 14, 28 e 49
dias de cultivo em funcao da irradi@ncia. .............cceveeevvieeiiieeiiee e 24

Carbono-14 na fragio total fixado (C'*OT), fra¢io particulada (C'*OP) ¢ na
fragdo dissolvida (C'*OD) liberada pelas células de A. spiroides apés 8h de
exposicdo as irradidncias de 200 e 2000 pmol.m™.s™. a- Cultura com 12
dias de cultivo. b- Cultura com 35 dias de cultivo. .. .....ccoooeeiiiiiiiniiieee 26

Concentragdo de clorofila-a de 4. spiroides exposta as irradiancias de 200 e
2000 pmol.m™.s em fungdo do tempo. a- Cultura com 12 dias de cultivo.
b- Cultura com 35 dias de Cultivo. .......cceeiieiiiiiiiiee e 27

Carbono-14 na fragdo particulada (previamente fotoassimilado) e na fracdo
dissolvida liberado pela cultura de M. aeruginosa apds 8h de exposicao as
irradiancias de 200 ¢ 2000 pmol.m™.s". a- Cultura com 14 dias de cultivo.
b- Cultura com 49 dias de Cultivo. .......ccccoceririiiieiiiiininecceee e 29

Concentra¢ao de clorofila-a de M. aeruginosa exposta as irradiancias de
200 e 2000 pmol.m™.s? em fungdo do tempo. a- Cultura com 14 dias de
cultivo. b- Cultura com 49 dias de Cultivo.........cceoeeiirieniiniieieneeeeeeeee e 30



Figura 12. Carbono-14 na fragdo particulada e na fragdo dissolvida liberado pela
cultura de 4. spiroides apds 8h de exposicao as irradiancias de 200 e 2000
pumol.m™.s”. a- Cultura com 12 dias incubada em frasco de policarbonato.
b- Cultura com 35 dias incubada em frasco de policarbonato. c- Cultura
com 12 dias incubada em frasco de quartzo d- Cultura com 35 dias
incubada em frasco de qUATTZO. . ....c.ceeoiiieiiiieiee e 32

Figura 13. Concentragdo de clorofila-a na cultura de 4. spiroides apds 8h de exposi¢cao
as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™s”. a- Cultura com 12 dias de
cultivo incubada em frasco de policarbonato. b- Cultura com 35 dias de
cultivo incubada em frasco de policarbonato. c- Cultura com 12 dias
incubada em frascos de quartzo. d- Cultura com 35 dias incubada em
fraSCOS A€ QUATLZO. . .veieiieiiieiie ettt ettt et e b e sabe e saeenseas 34

Figura 14. Carbono-14 na fracdo particulada e na fracdo dissolvida liberado pela
cultura de M. aeruginosa ap6s 8h de exposi¢cdo as irradiancias de 200 e
2000 pmol.m™.s™. a- Cultura com 14 dias de cultivo incubada em frasco de
policarbonato. b- Cultura com 49 dias de cultivo incubada em frasco de
policarbonato. c- Cultura com 14 dias incubada em frascos de quartzo d-
Cultura com 49 dias incubada em frascos de quartzo. .........c.ccceeveveeevciieerceeenieeennen. 36

Figura 15. Concentracdo de clorofila-a na cultura de M. aeruginosa apds 8h de
exposi¢do as irradidncias de 200 e 2000 pmol.m™.s™'. a- Cultura com 14
dias de cultivo incubada em frasco de policarbonato. b- Cultura com 49 dias
de cultivo incubada em frasco de policarbonato. c- Cultura com 14 dias
incubada em frascos de quartzo. d- Cultura com 49 dias incubada em
frasCOS A€ QUATLZO. ...eoeiieiiieiie ettt st eaeeas 38



LISTA DE ILUSTRAGOES

Foto 1. Anabaena spiroides. a- Varios filamentos inseridos em uma mesma bainha
mucilaginosa (aumento 400x - Nanquim); b- Unico filamento mostrando
em detalhe um heterocisto (aumento 400x - Nanquim).. .......cccccceeveveereeereennennnen. 2

Foto 2: Microcystis sp. a- Colonia em forma de anel (M.0.-200x); b- Coldnias de
formatos variados (M.O.- 100x); c- Dois tipos de colonias (M.O.-200x). ............. 3

Foto 3: Microcystis aeruginosa. a- Parte de uma grande colonia (M.O.-400x-
Nanquim); b- Células com MOD (M.0O.-400x- Nanquim)...........cccceeeveerrerveenneene 3



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores médios dos parametros analisados durante o experimento I com
Anabaena spiroides com 12 e 35 dias de cultivo apos 4 horas de exposi¢ao
a diferentes IrradiAnCIas. .........eeiuieiiieiiieiie e 22

Tabela 2. Valores médios dos parametros analisados durante o experimento I com
Microcystis aeruginosa com 14, 28 e 49 dias de cultivo apds 4 horas de
exposicao a diferentes IrradiAnCias. .......eeeeveeeerieeeiiieecieeeeieeeereeeeree e e eseaeeeeaee s 25

Tabela 3. Valores médios dos parametros analisados durante o experimento II com A.
spiroides com 12 e 35 dias de cultivo apdés 8 horas de exposicdo as
irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.8™ . ..o, 28

Tabela 4. Valores médios dos pardmetros analisados durante o experimento II com
Microcystis aeruginosa com 14 e 49 dias de cultivo apos 8 horas de
exposicdo as irradidncias de 200 e 2000 pmol.m™2.s™ . ....oovivieeieeeeeeeeeeeeen, 31

Tabela 5. Valores médios dos parametros analisados durante o experimento III com
A. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo apds 8 horas de exposicdo as
irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.s™'em campo. .........cooeeeweeereeerereerrrereeean. 35

Tabela 6. Valores médios dos parametros analisados durante o experimento III com
M. aeruginosa com 12 e 35 dias de cultivo apds 8 horas de exposicdo as
irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.s™'em campo. .........cooeeweereeerereersrereeean. 39



SUMARIO

INTRODUGAQ ...cuuieeiennennicessaesssissssssesssissssssesssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
OBUJETIVOS ..cciiiiiiiiinnninsnisessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssass 10
MATERIAL E METODOS .....ouvureuneeneeseensenssesssessssssessssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssass 11
3.1. Caracterizag@0 d0S OTZANISITIOS ......ccueerureeruieriieerieenieetiesreeseesreesseesseesseesnseeseessseenses 11
3.2, CondigOes de CUILIVO ...cccuuviiiiiiiiie e et e e e 11
3.3. AXenizagao das CUIUIAS ........cccuiiiieiiiii e e e s 11
3.4. Determinacao da densidade celular...........ccccvveeiiiiiiiiiiciiecee e 12
3.5. Procedimento eXperimental...........ccceviieriiiiiieiiienie ettt 13
3.5.1. EXPerimento L.....cccooiiiiiiiiiiiieceeeeeeeee e e e 13

3.5.2. EXperimento IL........ccooiiiiiiiiiieceeee e e e 16

3.5.3. Experimento TIL ...c..cooiiiiiiiiiiiiie e 17

3.6. ANALISES ESTAISTICAS .uvveeuvieiieeiiieiie et eite et ete ettt e ete et e et e et e sabeebeessbeeseesnseenseesnnes 18
RESULTADOS ...cuiiiiiictisinsnicsessesssissssssesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 20
4.1, EXPErimeENnto L.....ooiuiiiiiiiiieiiee ettt st et 21
4.2, EXPerimento Ll.........cocieiiiiiiiiiieeit ettt ettt ettt et e e e e enns 26
4.3, Experimento TI1 ........coooiiiiiiiie e e e 32
DISCUSSAQ ..ccurnincnninssiscssisssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 40
5.1, EXPErimEnto L....cooviiiiiiiiiiiceiie ettt et e et e et e et e e saaeeenes 40
5.2, EXPerimento IL.......c..cooouiiiiiiiiiie ettt ettt et e et e e e naeeenes 43
5.3. Experimento TIL ......cocoooiiiiiii e e 44
CONSIDERACOES FINAIS........covieereeureerrssssessssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssesseses 50
REFERENCIAS 52

APENDICE ..eeeeeeeveveeesesesessssssesssssssssssssssssssnsasssssssssssssssssssnsassssssssssssnsssssssssssssssssssssssnssssssssnsnsaes 79



1. INTRODUCAO

A eutrofizacao de lagos e reservatorios participa do processo de degradacao da
qualidade de 4gua, promovendo florescimento de algas azuis ou cianoficeas (divisao
Cyanophyta, classe Cyanophyceae), ou cianobactérias, (das bactérias gram-negativas
Cyanobacteria), representando prejuizo a utilizagao destes recursos (Rabouille et al., 2003).

O reservatorio de Barra Bonita (Figura 1) ¢ um dos sete reservatodrios
existentes a partir da juncao dos rios Tieté e Piracicaba. Localiza-se na regido mais populosa e
desenvolvida do interior do estado de Sao Paulo, cujo clima transita entre o tropical e o sub-
tropical com mudangas sazonais pouco pronunciadas. O regime de “mixing” de suas aguas
esta intimamente relacionado com a acdo de ventos, alternando periodos de turbuléncia e
curtos periodos de estratificacao da coluna d’agua (Calijuri e Dos Santos, 1986; Calijuri et al.,
2002).

O fitoplancton deste reservatorio caracteriza-se pela dominancia das
cianoficeas, entre elas Anabaena spiroides (Klebahn) (Foto 1a e b), e varias espécies de
Microcystis (Foto 2) como M. aeruginosa (Kiitz.) (Foto 3) ¢ M. panniformis (Komarek et al.)
todas potencialmente toxicas e formadoras de vesiculas de gas que permitem sua flutuacao
(Fogg, 1969; Walsby,1972 € 1994).

A flutuagdo desses organismos ocorre, muitas vezes, em resposta fisioldgica a
fatores ambientais que controlam suas taxas de fotossintese, quando estes se tornam
limitantes. Dentre estes fatores podemos citar: a irradiancia incidente e a baixa concentracao
de CO; ou outros nutrientes que possuem um importante papel no desenvolvimento destes
organismos (Disdale e Walsby, 1972; Grant ¢ Walsby, 1977; Paerl, 1983; Paerl et al., 1985;

Brookes et al., 2003).
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Figura 1. Localizac¢do do Reservatorio de Barra Bonita.

Heterocisto

Fonte: Bittar, 2004.
Foto 1. Anabaena spiroides. a- Varios filamentos inseridos em uma mesma bainha mucilaginosa
(aumento 400x - Nanquim); b- Unico filamento mostrando em detalhe um heterocisto (aumento

400x — Nanquim).



Fonte: Bittar, 2004.

Foto 2: Microcystis sp. a- Colonia em forma de anel (M.0.-200x); b- Colonias de formatos variados
(M.0.-100x); c- Dois tipos de colonias (M.O.-200x).

Fonte: Bittar, 2004.

Foto 3: Microcystis aeruginosa. a- Parte de uma grande colonia (M.0O.-400x- Nanquim); b- Células com
MOD (M.O.-400x- Nanquim).



A capacidade de flutuacao (migragdo vertical) das cianobactérias aliada as
caracteristicas hidrodinamicas do Reservatorio de Barra Bonita representa um fator adicional
de transporte de comunidades fitoplanctonicas, fazendo com que células em inicio do
desenvolvimento do florescimento (bloom, em inglés) nas camadas inferiores da coluna
fotica, sejam expostas a altas intensidades de luz quando na superficie.

A exposicao de organismos fotossintetizantes a irradiancias elevadas por
longos periodos, resulta ndo apenas na reducao da eficiéncia fotossintética (fotoinibicao da
fixacdo de CO;) (Osmond et al., 1993; Porankiewicz et al., 1998), como na fotooxidagao dos
pigmentos fotossintéticos (Fallon e Brock, 1979; Reche et al., 1999), fato esse conhecido
como fotobranqueamento (fotobleaching, em inglés). Os dois fendmenos sdo distinguiveis e a
fotoinibicdo geralmente precede o fotobranqueamento (Karentz et al., 1991; Sinha e Héder,
1996, Zagarese et al., 2001).

Segundo Harris, 1978; Demmig-Adams e Adams III, 1996; Demmig-Adams
et al., 1989; Walsh et al., 1997, a fotoinibicdo caracteriza-se pela diminui¢do da atividade
fotossintética, conseqiiente de um mecanismo regulatério e fotodano que ocorre quando a
recuperagdo da atividade fotossintética requer o reparo da sintese protéica (proteina DI1)
(Campbell et al., 1998).

A extensdo da fotoinibicdo depende da taxa de radiacdo incidente, bem como
do tempo de exposi¢do (Takahashi et al., 1971) e em muitos casos ocorre durante o periodo
de maior intensidade luminosa, podendo ser reversivel quando a irradiancia incidente volta a
aproximar-se daquela a qual o organismo esta adaptado.

Alguns trabalhos destacam a importancia da concentragao relativa de CO; e O,
relacionando o aumento da fotoinibi¢do com concentragdes elevadas de O, (Stewart e

Pearson, 1970; Abeliovich e Shilo, 1972; Asami ¢ Akazawa, 1978). Em contraposigdo,



Whitelam e Codd, (1983) afirmam que a concentragdo destes gases parece ndo interferir
diretamente na fotoinibi¢do, mas, somente no fotobranqueamento dos pigmentos
fotossintéticos, uma vez que nem todo fendmeno fotoinibitério necessita da presenga de O; e,
em alguns casos de esgotamento de CO,, sua presenca ¢ protetora contra a fotoinibicao,
agindo como um reservatorio alternativo de energia fotoquimica seja através da
fotorrespiracdo ou como aceptor de elétrons no fotossistema I (Powles et al., 1980; Osmond,
1981; Codd, 1981).

Os fotossistemas I (PSI) e II (PSII) sdo as maiores partes da “maquinaria” da
fotossintese molecular em cianobactérias, algas e plantas superiores. Ambos fotossistemas
operam na membrana tilacdide. A principal fungdo do PSII ¢ a reagdo fotooxidativa da agua
para O, e o fornecimento de elétrons e prétons para o citocromo (Baroli e Melis, 1998). Por
sua vez, o PSI aceita os elétrons do citocromo, catalisando sua transferéncia, via
transmembrana, com a utilizagdo de luz e produzindo energia intracelular para a assimilagao
de CO, (Melkozernov et al., 20006).

A fotoinibi¢do ocorre através de dois mecanismos, em ambos a proteina DI,
do centro de reacdao do fotossistema II (PSII), sofre fotodano. No primeiro, a fotoinibigdo ¢
uma conseqiiéncia da limitagdo do transporte de elétrons no lado doador do PSII e no
segundo, ¢ devida a uma limitagdo no lado aceptor do PSI (Demmig-Adams ¢ Adams III.,
1996). Em ambientes naturais os organismos fotossintéticos sdo expostos a uma gama de
intensidades luminosas. Quando estas sdo baixas ocorre aumento na densidade do fluxo de
fotons aliado ao aumento na fixacdo fotossintética de carbono. Entretanto, apds certo limiar
de irradiancia incidente, ocorre a saturagdo da fixa¢do de carbono e a fotossintese torna-se
incapaz de utilizar toda a energia absorvida pelos complexos de armazenamento de luz

(LHCs) (Elrad et al., 2002), podendo levar a fotooxidagao.



A fotooxidagao ocorre sob condi¢des de absor¢do de luz em excesso, quando
os cloroplastos tornam-se altamente acidos, a cadeia de transporte de elétrons ¢ reduzida e a
energia ¢ acumulada pelo complexo de armazenamento de luz do fotossistema II (LHCII).

O excesso de excitacdo do LHCII pode resultar em aumento da meia vida da
clorofila “simplex” na camada de pigmento e, conseqiientemente, na producao de clorofila
“triplex” e oxigénio “simplex” (Melkozernov et al., 2006) que, se nao for desintoxicado
imediatamente, pode causar modificacdo em proteinas e peroxidacao de lipideos que, ao
iniciar-se, torna-se auto-catalitica resultando em fotodestruicdo massiva da membrana celular
(Niyogi, 1999).

Os danos causados as células, pela fotooxidagao, sdo irreversiveis e podem
leva-las a morte. Em conseqiiéncia, ocorre a destruigdo da camada flutuante de
cianobactérias, (Sinha e Hader, 1998), liberando uma grande quantidade de matéria organica
dissolvida (MOD) (Abeliovich e Shilo, 1972; Abeliovich et al., 1974; Eloff et al., 1976;
Powles, 1984; Ibelings, 1996) e, o mais importante, significa também que se o florescimento
for toxico as toxinas serdo liberadas imediatamente na dgua (Carmichael, 1992).

A relagdo entre a MOD e a radiagdo UV pode ser duplamente analisada. A
MOD ¢ o principal fator que controla a atenuacao da radiacdo UV em muitos ecossistemas
aquaticos (Scully e Lean, 1994; Morris et al., 1995). Por outro lado, a interagdo entre MOD e
UV resulta em um namero de reagdes fotoquimicas com extensas conseqiiéncias ao
ecossistema (Lindell et al., 1996), originando um grande potencial de disturbio das condi¢des
fisico-quimicas da agua.

Muitos mecanismos de aclimatagdo a exposi¢ao a irradiancias elevadas,

incluindo a UV, sdo descritos na literatura. Estes mecanismos seriam induzidos durante a



aclimatagdo a outros fatores de estresse ambiental (Demmig e Bjorkman, 1987; Krause e
Behrend, 1986; Oxborough e Horton, 1987; Weiss e Berry, 1987).

A existéncia de uma correlagdo entre a radiagao fotossinteticamente ativa
(PAR) e a UVB em ambiente natural faz com que muitos mecanismos estejam envolvidos na
tolerancia a ambos os fatores. Porém, a resposta celular a estes fatores de estresse depende
das condig¢des de desenvolvimento e da composi¢ao celular. (Sinha e Hader, 1998).

As caracteristicas fisico-quimicas e hidrodinamicas do reservatorio de Barra
Bonita possibilitam a ocorréncia de florescimentos de cianobactérias durante, praticamente, o
ano todo (Sotero-Santos et al., 2006). Estes florescimentos sdao constituidos, principalmente,
por Microcystis aeruginosa, M. panniformis, Anabaena spiroides (Calijuri e Dos Santos,
1986; Calijuri et al., 2002) e Planktothrix tropicalis, apesar desta ultima. ndo formar um
florescimento tipico (informagéo verbal)'. Entretanto, neste trabalho foram estudadas apenas
Microcystis aeruginosa € Anabaena spiroides por serem as mais importantes cianoficeas do
reservatorio em termos de produgdo de biomassa (Calijuri e Dos Santos, 1986; Calijuri et al.,
2002); Dellamano-Oliveira, 2006)

Microcystis aeruginosa € atualmente, uma das cianobactérias com citagdo mais
freqliente na literatura especializada em ficologia e saneamento e, muitas vezes, também em
jornais diarios devido aos problemas na qualidade das aguas, ocasionados por seus freqilientes
florescimentos e por suas toxinas que, em determinadas circunstancias, podem causar
tragédias, como a que ocorreu em Caruaru, PE (Jochimsen et al., 1998). E, consequentemente,
um organismo do qual se tem um enorme volume de dados acerca de sua fisiologia e

ecologia.

'Informagio veiculada por Armando Augusto Henrique Vieira, 2006.



Sdo abundantes os estudos sobre a influéncia de fatores ambientais, como luz,
temperatura e nutrientes, na formag¢ao de florescimentos, flutuacao celular, fotossintese e
outros aspectos do crescimento de M. aeruginosa (Paerl, 1983; Paerl et al., 1985; Ibelings e
Mur, 1992; Ibelings 1996; Klemer et al., 1996; Wallace et al., 2000). Como aquele realizado
por Rabouille et al., (2003), no qual concluiram que a irradidncia disponivel apresenta um
grande impacto na quantidade de carbono acumulado por Microcystis durante a fotossintese,
interferindo grandemente na variacao da densidade de colonias.

Anabaena spiroides apresenta vacuolos de gas que lhe permitem fazer parte,
juntamente com Microcystis spp, da massa flutuante de cianobactérias. Possui a habilidade de
manter uma intensa produgdo de biomassa por extensos periodos no epiliminio, utilizando
estratégias fisioldgicas que lhe permitem a otimizagdo do uso de energia, sombreando o
fitoplancton das camadas inferiores da zona fotica durante os florescimentos de verao (Kellar
e Paerl, 1980). E produtora de neurotoxinas e hepatotoxinas, além de liberar geosmina,
substancia que confere a dgua odor desagradavel. Apresenta heterocistos (ou heterdcitos) que
lhe possibilitam a fixacdo de nitrogénio molecular (N;) diretamente da atmosfera. Este
processo requer um consumo energético consideravel (Gutschick, 1978) e para suprir esta
demanda, Anabaena depende grandemente da radiacdo fotossintéticamente ativa (PAR)
(Kellar e Paerl, 1980).

Espécies como M. aeruginosa e A. spiroides que, como parte de seu ciclo
biologico, acumulam-se na superficie da coluna fética ndo devem ser muito afetadas em
termos de fotoinibicdo da fotossintese, mesmo em regides tropicais, como ocorre, por
exemplo, com as cloroficeas ¢ diatomaceas (Goldman et al., 1963). De fato, dados da
literatura mostram que populagdes naturais de M. aeruginosa nao sofrem fotoinibicdo quando

expostas a irradidncias tdo altas quanto 2000 pmol fotons m™.s™ (Paerl et al., 1985; Bittar et



al., 2005). Entretanto, outros dados sdao conflitantes € mostram a ocorréncia de fotooxidagao
de cianobactérias, incluindo populagdes de cultivos de M. aeruginosa expostas a altas
intensidades de luz (Abeliovich e Shilo, 1972; Eloff et al., 1976) e, at¢ mesmo, a interferéncia
de niveis de PAR na producao e contetido de microcistina (Wiedner et al., 2003). Em ambos
0s casos, contudo, constatou-se que populagdes naturais suportam melhor as irradiancias
elevadas do que populagdes cultivadas em laboratoério.

Em trabalho recente (Bittar et al., 2005) mostrou-se que uma populagao
cultivada de M. aeruginosa, oriunda de Barra Bonita, na fase senescente de seu
desenvolvimento ndo apresentou fotoinibi¢ao sob irradiancias tao altas quanto 2.000 pmol
fotons m>s”', o que por si s6 representa um indicio de que esta populagio tem
comportamento diferente daquelas populagdes cultivadas citadas em trabalhos anteriores que,
por sua vez, apresentaram fotoinibi¢do. Contudo, no experimento de “curva de luz” realizado
por Bittar et al., (2005) constatou-se a liberagdo de compostos de alta massa molecular e
fotooxidagao da clorofila-a, em células na fase estaciondria de crescimento.

Os trabalhos sobre resisténcia de M. aeruginosa e A. spiroides ndo abordam a
perda quantitativa e qualitativa de carbono organico eventualmente liberado por populacdes
na superficie da coluna fotica sob os efeitos da irradiagdo (incluindo a faixa UV), em
ambientes tropicais. Desse modo, por serem ubiquos e freqiientes os florescimentos de
cianobactérias em reservatorios tropicais, torna-se importante a realizagdo de estudos acerca
da ecologia destes organismos, possibilitando, em longo prazo, o estabelecimento de solugdes

de manejo e gerenciamento destes ecossistemas.



2. OBJETIVOS

Tendo em vista a freqiiéncia dos florescimentos de Anabaena spiroides e Microcystis

aeruginosa no Reservatorio de Barra Bonita, este trabalho objetivou:

e Observar a ocorréncia de fotoinibi¢ao da fixa¢do de carbono pelas células quando

expostas a irradiancias elevadas;

e Mensurar a liberagcdo de MOD, bem como a fotooxidagao da clorofila-a de células
oriundas de culturas em diferentes estados fisioldgicos, apds diferentes periodos de

exposicao a irradiancias elevadas, em laboratdrio € em campo;



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizaciao dos organismos

Anabaena spiroides — Representada por filamentos espiralados, ndo ramificados, cujas

células encontram-se inseridas em uma matriz mucilaginosa (Foto 1a e b). Apresentam
heterdcitos e acinetos

Microcystis aeruginosa — Representada por células esféricas inseridas em uma matriz

mucilaginosa (Foto 2). Estas células dividem-se de forma irregular sendo, portanto, possivel
encontrarmos colonias esféricas ou de forma irregular acumulando-se proximas a superficie

de lagos e reservatorios

3.2. Condigoes de cultivo

Os experimentos foram efetuados com culturas axénicas de Microcystis
aeruginosa e culturas unialgais de Anabaena spiroides, originalmente isoladas do reservatério
de Barra Bonita. Atualmente ambas as espécies integram o acervo da colecdo de culturas do
Departamento de Botanica da UFSCar (WDCM 835), catalogadas como BB005 ¢ BB007,
respectivamente.

As culturas estoque foram mantidas em meio ASM-1 (Gorham et al., 1964) e
ASM-1 com adi¢do de Tris (500 mg.I"") para M. aeruginosa e A. spiroides, respectivamente,
sob irradiancia de 200 pmol fotons m™ s em um ciclo de 12:12h claro-escuro e temperatura

de 23°C 1.

3.3. Axenizacao das culturas
Para obtencdo da cultura axénica de M. aeruginosa foram realizadas

consecutivas lavagens, dilui¢des e re-isolamentos.



Uma cultura na fase exponencial de crescimento foi centrifugada em centrifuga
(Excelsa Baby II Modelo 206 R), em 939 G por 10 minutos. As células foram ressuspensas
em meio de cultura esterilizado sendo, agora, centrifugadas em 626 G. Este procedimento
(lavagem das células) foi repetido trés vezes. Apds as lavagens as células precipitadas foram
ressuspensas em 50ml de meio ASM-1 esterilizado do qual foi retirado Iml, sendo este
volume diluido em 10ml de meio ASM-1. O isolamento das células foi realizado com a
utilizacao de micropipetas, ao microscopio, em camara de fluxo laminar e as células obtidas
foram inoculadas em tubos contendo 10 ml de meio ASM-1 esterilizado.

A fim de testar a possivel contaminacao dos indculos por fungos e bactérias,
foram feitas, paralelamente, inoculagdes em meio ASM-1 contendo peptona e glicose (250
mg.I" de cada). Assim, foram consideradas axénicas as culturas oriundas de inéculos em cujas
réplicas, mantidas em meio de cultura contendo peptona e glicose, ndo ocorreu o crescimento
de fungos ou de bactérias durante, pelo menos, trés semanas consecutivas.

A axenizacdo de A. spiroides encontra-se em fase de elaboragdo. Desta forma
ndo foi possivel utilizar culturas axénicas durante os experimentos, porém os testes de
contaminagdo do inoculo indicaram que esta foi bastante reduzida, devido as lavagens e

centrifugagdes dos indculos.

3.4. Determinacio da densidade celular
As contagens de células de M. aeruginosa foram realizadas diretamente em
hemocitometro Fucks Rosenthal, antes e depois das incubagdes das células as determinadas
irradiancias. O crescimento de A. spiroides foi mensurado através da analise da concentracao
de clorofila-a uma vez que, por se tratar de uma cianobactéria filamentosa espiralada, as

determinagdes do crescimento através de contagens celulares seriam imprecisas.



Antes e apds os periodos de incubagdo as irradiancias, uma amostra de 20 ml
(2 réplicas) da cultura foi filtrada em filtro de fibra de vidro com poro 0.7 um para a
determinag¢do da concentracdo de clorofila-a utilizando a metodologia de Talling e Driver
(1963). Aos filtros foram adicionados 10 ml da solucao (50 % v/v) de acetona 90 % + DMSO,

sendo estes mantidos em freezer (-5 °C) por 24 h, para extra¢do do pigmento.

3.5. Procedimento experimental
Os experimentos foram divididos em trés etapas, duas realizadas em

laboratério e uma em campo:

3.5.1. Experimento I - “Curva de luz”

¢ Incubacio

As cianobactérias foram expostas em frascos de policarbonato a diferentes
irradiancias: 33, 66, 166, 376, 547, 1062 ¢ 2000 umol.m'z.s'l. A temperatura dos frascos
incubados foi mantida por dgua corrente a 23 °C £ 1, controlada por banho termoestatizado.
As sete irradiancias foram determinadas com base naquelas encontradas no Reservatorio de
Barra Bonita em dias claros, sendo obtidas através da utilizagdo de lampadas haldgenas
dicréicas de SO0W, lampadas haldgenas “palito” de 300 e 500 W e filtros neutros combinados
(tecido tipo “fil6” preto). As intensidades de luz foram avaliadas com auxilio do radidmetro
(Biospherical Instruments Inc. QSL-100).

Para a incubagdo de M. aeruginosa foram utilizados inoculos em trés fases do
desenvolvimento celular: inicio da fase exponencial de crescimento (14 dias), meio da fase
exponencial (28) e fase senescente (49). A incubagdo de A. spiroides foi realizada em duas

fases do desenvolvimento celular: meio da fase exponencial (12 dias) e fase senescente (35



dias). Com o intuito de evitar o auto-sombreamento que o aumento da densidade celular causa
as culturas de M. aeruginosa e A. spiroides, na fase exponencial e senescente,
respectivamente, efetuou-se uma diluigdo das culturas nestas idades de modo a manter
aproximadamente o mesmo nimero de células (10°cel. ml™). Esta diluicdo foi feita com meio
de cultura ASM-1 e ASM-1 com Tris, para M. aeruginosa e A. spiroides, respectivamente,
contendo nutrientes (previamente mensurados) correspondentes aqueles encontrados na
cultura com essas idades.

O experimento foi realizado em uma caixa de PVC contendo divisérias para
cada irradiancia, pelas quais circulava agua com temperatura de 23 °C £+ 1. Sob cada
irradiancia e em cada idade celular foram incubados dois frascos de policarbonato contendo
100 ml de cultura com NaH'*COs (0,02 nCi.ml™"). Os frascos foram incubados por quatro
horas sendo agitados manualmente a cada 15 minutos. Ao final do periodo de incubagdo duas
réplicas de 10ml foram filtradas para cada frasco em membrana de acetato de 47 mm de

diametro e poros de 0.45um (Sartorius) sob uma pressao de 24 cm Hg.

¢ Quantificacao do Carbono-14

A fim de quantificar o carbono-14 fotoassimilado, bem como a fracao
dissolvida de carbono-14 excretada, foram utilizados os calculos descritos por Steemann-
Nielsen (1952), com modificagdes de Teixeira (1973). As medidas de radioatividade por
cintilagdo liquida foram feitas segundo Vieira e Aidar-Aragao (1983).

Para separar a fragdo particulada da fracdo dissolvida de carbono-14, as
amostras foram submetidas a filtracio em membrana de acetato. Os filtrados, ausentes de
células (carbono - 14 organico dissolvido), foram acidificados para pH 2.8-3.0 e borbulhados

por 45 minutos para eliminar (na forma de '*CO,) o NaH'"CO; inorganico que ndo foi



assimilado pelas células, sendo este fixado em uma solugdo de KOH (3 M). Apods este
processo o pH de cada amostra foi reajustado para 6,8 - 7,0.

Cada filtro de membrana (contendo as células e, portanto o carbono - 14
organico fotoassimilado) e 8ml do filtrado de cada amostra (2 réplicas) foram colocados em
vials contendo 10 ml de solugdo cintiladora. Dois tipos diferentes de solucdes cintiladoras
foram utilizadas: para amostras solidas (filtros de membrana) foram adicionados 150 mg.1!
de dimethyl POPOP {1,4 bis [2-(4-methyl-5-phenyloxazole)] benzeno} + 3 g.l' de PPO
(diphenyloxazole) em Tolueno + Renex 95° (2:1 v/v), enquanto para amostras aquosas
(filtrados) foram adicionados 150 mg.I"" de dimethyl POPOP + 3 g.I"" de PPO em Tolueno +
Renex 95 (7:6 v/v). O uso de diferentes misturas de tolueno/Renex 95° fez-se necessario,
devido a maior estabilidade da emulsdo aquosa na mistura 7:6. As radioatividades das
amostras foram obtidas através da utilizacdo do contador de cintilagao liquida Packard

(Downers Grove, Illinois) Tricarb 1550. Os calculos foram feitos segundo Vieira et.al.,

(2002).

e Determinacio dos pontos Ex

O Ponto Ek indica sob qual irradidncia a taxa de fotossintese comega a tender
para a saturagdo, trata-se do ponto de inflexdo da “curva de luz”.

Para calcular o valor do Ek das “curvas de luz” que ndo apresentaram
fotoinibigdo utilizou-se a equagdo da hipérbole, modelo proposto por Talling (1957). Quando

a fotoinibicao ficou evidente o modelo utilizado foi aquele proposto por Steele (1962).



Os dois modelos forneceram os parametros necessarios a aplicagdo da

equacao:

Ek =Pmax / a

Em que:
Pmax = valor maximo de carbono fixado encontrado;
o = valor da inclinagdo da reta obtida por regressdo linear com os pontos anteriores a inflexao

da curva.

3.5.2. Experimento II

O Experimento II foi efetuado para verificar se as duas cianobactérias
selecionadas, crescendo a 200 pmol.m™.s™ (valor proximo ao Ex determinado durante o
Experimento I), aumentariam suas as taxas de excrecdo quando expostas repentinamente a
irradiancia de 2000 umol.m™.s" (equivalente 4 maxima encontrada no Reservatorio de Barra
Bonita). Para tanto foi avaliada a relagdo entre a liberagdo de matéria organica na forma de
carbono-14 organico dissolvido (C'*OD) por A. spiroides ¢ M. aeruginosa quando expostas a
irradiancia de 2000 pmol.m™.s™ e a liberagdo de C'*OD a 200 umol.m™.s, além do carbono -
14 organico fixado na fracdo particulada (C'*OP) e concentragdo de clorofila-a, seguindo as
metodologias descritas no experimento . Para a realizagdo do experimento II o radiois6topo
(20 pCi de NaH'*CO:;) foi adicionado ao volume de 500 ml da cultura de 4. spiroides com 12
e 35 dias e M. aeruginosa com 14 e 49 dias de cultivo, respectivamente. Estas culturas foram
incubadas por 4 horas sob a irradidncia de 200 pmol.m™s™ para assimilar o carbono - 14
organico (C'*0) e amostras de 5 ml foram retiradas a cada hora para monitorar a assimilagdo

do radioisotopo pelas células e verificar o momento da saturagdo do C'*O nas culturas. Apds



este periodo as células foram centrifugadas em Centrifuga Excelsa Baby II Modelo 206 R a
1252 @G, lavadas e novamente centrifugadas por 15 minutos a 1252 G (2 vezes) para
eliminagdo de eventual matéria organica dissolvida sendo, posteriormente, ressuspensas em
2000 ml de meio ASM-1 com as concentracdes de nutrientes correspondentes aquelas
encontradas nas culturas com as idades selecionadas. Os 2000 ml de cultura foram
distribuidos em dois frascos de Teflon® (com capacidade para 500 ml e transparentes a
radiagdo UV) e incubados (2 réplicas) sob as irradiancias de 200 (Ek) e 2000 pmol.m™.s™
durante 8 horas. Amostras iniciais ¢ a cada duas horas foram retiradas para as analises
descritas. A fim de evitar possiveis variagdes os frascos foram agitados e as réplicas tiveram
suas posigoes trocadas a cada hora.
3.5.3. Experimento II1

O experimento III foi realizado na represa de Barra Bonita a fim de verificar se
as respostas fisiologicas apresentadas pelas culturas de Microcystis aeruginosa com 14 e 49
dias e Anabaena spiroides com 12 e 35 dias, crescendo sob a irradidncia de 200 pmol.m™.s™,
quando expostas a irradiancias elevadas durante 8 horas sob condigdes naturais, seriam
semelhantes aquelas encontradas em laboratdrio. Este experimento seguiu os mesmos
procedimentos utilizados durante o experimento II e a cultura foi incubada no reservatério de
Barra Bonita em profundidades sob as quais a radiacdo incidente correspondeu a 200 e 2000
pmol.m?.s™.

As irradiancias foram medidas com radiometro Quantum/ Radiometer/
Photometer LiCor, modelo Li-250.

Apb6s o periodo de assimilagdo do radioisdtopo pelas cianobactérias no
laboratério (4 horas sob a irradidncia de 200 pmol.m™.s™), as amostras foram centrifugadas e

os pelets obtidos foram mantidos sob a temperatura de aproximadamente 4°C, transportados



até o local de incubacdo, sendo, entdo diluidos em 3500 ml de meio ASM-1 (para M.
aeruginosa) € 3500 ml de ASM-1 com Tris (para A. spiroides), distribuidos em 16 frascos de
policarbonato e 16 frascos de quartzo (transparentes a UV). O experimento foi montado em
duplicata e sob cada irradiancia foram incubados 8 frascos de policarbonato e 8 de quartzo. A
utilizacao de dois tipos de frascos serviu para avaliar possiveis diferencas nas respostas
apresentadas pelas cianobactérias quando incubadas em recipientes transparentes ou nao a
radiagdo ultravioleta.

A cada duas horas foram retirados 2 frascos de quartzo e 2 de policarbonato
para cada irradiancia. No momento da retirada dos frascos incubados, foram realizadas
medicoes da radiacdo incidente no corpo d’agua e, quando necessario, alteragdes na
disposi¢cdo dos frascos, a fim de corrigir as possiveis variacdes da quantidade de radiagdo
incidente.

A temperatura da agua do reservatorio de Barra Bonita (local de incubagao das

amostras) foi mensurada a cada duas horas, mantendo-se a 23°C + 2.

3.6. Analises estatisticas
Para todos os experimentos com 4. spiroides e M. aeruginosa foram utilizadas
modelagens matematicas. No experimento I (CO'T, C'*OP, C'*OD) foram ajustadas
hipérboles segundo os modelos propostos por Steele (1962) e Talling e Driver (1963),
utilizando, para tanto, os valores obtidos para cada amostra.
Nos experimentos [ (somente para clorofila-a) I e III (para todos os
pardmetros analisados) foram aplicadas curvas exponenciais de regressdo (y=ab"), utilizando

os valores obtidos em cada amostragem.



Em todos os experimentos, a diferenca e a significancia entre os resultados
foram verificadas através da aplicagdo do teste estatistico ndo-paramétrico Kruskal-Wallis. Este
teste estatistico serviu para analisar se os resultados obtidos para cada amostra eram iguais ou
diferentes entre si, considerando as irradidncias as quais foram submetidas, as idades das
culturas e os frascos utilizados em sua incubagdao. A significancia utilizada foi p<0,05,
calculada considerando-se todos os pontos dos graficos para cada experimento, independente

do modelo adotado.



4. RESULTADOS
“Curva de Crescimento”

Anabaena spiroides

Na Figura 2 apresenta-se a curva de crescimento de A. spiroides expressa em

concentragao de clorofila-a.
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Figura 2. Crescimento de Anabaena spiroides.Concentragdo de clorofila-a em fungdo do tempo de cultivo.

Microcystis aeruginosa

Na Figura 3a e b apresentam-se as curvas de crescimento de M. aeruginosa

expressas em numero de células e em concentragdo de clorofila-a.
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Figura 3. Crescimento de Microcystis aeruginosa. a- nimero de células por ml de cultura em fungdo do

tempo de cultivo. b- concentracao de clorofila-a em func¢do do tempo de cultivo.



4.1. Experimento I

Anabaena spiroides

Na Figura 4a, b e Tabela 1 apresentam-se os dados de carbono-14 total fixado
(C"OT), carbono-14 na fracdo particulada (C'*OP) e carbono-14 liberado na fra¢io
dissolvida (C'*OD) pela cultura de A. spiroides com 12 e 35 dias, ap6s 4 horas de exposicdo a
diferentes irradiancias.

Houve uma diminui¢io acentuada (p<0,05) na fixacdo de COP com o
aumento da intensidade luminosa (a partir de 400pmol. 2.s™). Os pontos Eg, correspondentes
as intensidades luminosas sob as quais a fotossintese tende a saturag@o, foram 260 e 255umol.
m 2.5 para a cultura de A. spiroides com 12 dias e 35 dias de cultivo, respectivamente.

Para ambas as idades da cultura de A. spiroides a liberagio de C'*OD teve um
incremento significativo (p<0,05) que acompanhou o aumento das intensidades luminosas,
sendo mais expressivo sob a irradiancia de 2000pmol.m™.s™. A diferenca na concentracio de

C"OP e C'*OD entre as duas idades nio foi significativa.
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Figura 4. Carbono-14 na fragio total fixado (C'*OT) fragdo particulada (C'*OP) e na fragdo dissolvida

(C™OD) liberada pelas células de A. spiroides apbs 4 h de exposigio a diferentes irradiancias. a-
Cultura com 12 dias de cultivo. b- Cultura com 35 dias de cultivo.



Na Figura 5 e Tabela 1 sdo apresentados os valores de clorofila-a da cultura de

A. spiroides apos as 4 horas de incubagdao com 12 e 35 dias de idade. Para as duas idades

houve um incremento na concentracio do pigmento até a irradidncia de 400 pmol.m™.s™

ocorrendo, sob irradiancias superiores a esta, um declinio significativo (p<0,05).

Figura 5.
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Tabela 1. Valores médios (com erro padrao) dos
experimento I com Anabaena spiroides com 12 e 35 dias de cultivo apds 4 horas

de exposi¢do a diferentes irradiancias.

1500 2000

[P 2 A
Irradidncia (umol.m™“.s™)

Concentragdo de clorofila-a na cultura de A. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo apos 4 h de

pardmetros analisados durante o

Idade  Irradidncia c“or cop c“op Liberacido de Clorofila-a

(dia) (umol.m?.s™) (DPM.ml™) (DPM.ml™) (OPM.ml")  C™OD (%) (mg.1™)
0 4158 £216 3571 £212 338+ 14 9+0,5 0,35+0,01

60 206125 £ 9029 186295 + 8973 8579 + 94 4+0,2 0,44 £0,01

12 200 461310 £32654 448137 £32724 25732 +£169 5+£04 0,43 £0,01

400 545277 £ 13830 533683 +£ 13737 25354 £180 4+0,1 0,44 £ 0,01

1000 523642 £ 15576 514938 £ 15554 22445 £123 4+£0,1 0,3+0,01

2000 73993 £ 1431 48065 + 1462 25445 £96 35+0,7 0,05 +0,01

0 4066 + 323 3721+ 310 344 £23 9+0,5 0,31 +£0,03

60 194875 + 25559 186295 + 25487 8579 + 87 4+1 0,32+ 0,02

35 200 472560 £ 33658 446887 £33741 25673 £230 5+0,5 0,37 £0,01

400 549027 + 18952 523683 £ 18949 25344 + 168 5+0,2 0,37 £0,01

1000 529892 +£36112 507438 £36062 22453 £ 117 4+1 0,3+0,02

2000 73879 £ 1265 48440 + 1241 25439 £ 122 34+0,6 0,06 + 0,02




Microcystis aeruginosa

Na Figura 6a b e c e Tabela 2 apresenta-se os dados de carbono-14 total fixado
(C"OT), carbono-14 na fracdo particulada (C'*OP) e carbono-14 liberado na fra¢io
dissolvida (C'*OD) pela cultura de M. aeruginosa com 14, 28 ¢ 49 dias de cultivo, apos 4

horas de incubacao.
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Figura 6. Carbono-14 na fragdo total fixado (C'*OT), fragdo particulada (C'*OP) e na fragdo dissolvida

(C™OD) liberada pelas células de M. aeruginosa apos 4h de exposi¢io a diferentes irradiancias
(umol.m™s™). a- Cultura com 14 dias de cultivo. b- Cultura com 28 dias de cultivo. c- Cultura
com 49 dias de cultivo. Dados em DPM.ml™.

As culturas com 14 (Figura 6a) e¢ 28 dias (Figura 6b) apresentaram um
incremento (p<0,05) na fixagdo de carbono-14 que acompanhou o aumento da intensidade

luminosa até a irradiancia de 400pmol.m™.s™', mantendo-se constante sob as irradidncias



superiores a esta. Por outro lado a cultura de M. aeruginosa com 49 dias de cultivo (Figura
6¢) apresentou um incremento (p<0,05) na fixagao de carbono-14 somente até a irradiancia de
200pumol.m™.s, estabilizando-se sob as irradidncias superiores a esta (Tabela 2).

Os pontos Ex foram 305, 136 ¢ 88 umol.m™.s' para a cultura de M.
aeruginosa com 14, 28 e 49 dias, respectivamente.

O carbono-14 na fracao dissolvida liberado pelas culturas de M. aeruginosa
com 14 (Figura 6a) e 28 (Figura 6b) dias de cultivo, ap6s 4 horas de incubacgdo, apresentou
um incremento (p<0,05) que acompanhou o aumento das irradiancias, sendo maior sob a
irradiancia de 2000 pmol.m™.s™. A cultura com 49 dias de cultivo (Figura 6c¢) apresentou um
incremento (p<0,05) na liberagdo de C'"OD até a irradiancia de 1000 umol.m™s™. As altas
porcentagens de C'*OD apresentadas pela cultura incubada no escuro (Tabela 2), sdo devidas

a baixa concentracdo de carbono-14 fotoassimilado.

Na Figura 7 e Tabela 2 apresenta-se a concentragao de clorofila-a da cultura de

M. aeruginosa com 14, 28 e 49 dias de cultivo, apos 4 horas de incubacao.
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Figura 7. Concentracdo de clorofila-a da cultura de M. aeruginosa com 14, 28 e 49 dias de cultivo em

fungdo da irradiancia.



As células nas trés idades apresentaram queda significativa (p<0,05) na
concentracdo do pigmento quando expostas a irradidncia de 2000 pmol.m™.s™. No entanto, a
cultura com 49 dias apresentou queda significativa (p<0,05) na concentracdo do pigmento de
suas células ja quando exposta 4 1000 pmol.m™.s™'. Quando expostas a irradidncia de 200
pumol.m™.s™ as células pertencentes a cultura, nas trés idades selecionadas, ndo apresentaram

queda significativa na concentra¢ao de pigmento.

Tabela 2. Valores médios (com erro padrio) dos pardmetros analisados durante o
experimento I com Microcystis aeruginosa com 14, 28 e 49 dias de cultivo apos 4
horas de exposi¢do a diferentes irradiancias.

Idade  Irradidncia c“or c“op c“op Liberacio de Clorofila-a
(dia) (umolm?s’y  (DPM.ml")  (DPM.ml))  (DPM.ml") C"0oD (%) (mg.1™)
0 229+ 54 185 £ 60 44 + 8 21+8 0,11 £0,005
60 54745 £ 3178 44366+ 3688 10379 + 651 19+2 0,13+0
14 200 62769 £ 4036 52162 +3911 10606 + 152 17+£0,9 0,13+0,01
400 66860 = 3472 56073 +£3441 10787 £ 46 16 £0,8 0,13+0,01
1000 66547 £4170 56067 +£4216 10480 £250 161 0,11 +0,013
2000  63400%1966 50837+1898 12563£608 201 0,420,005
o - 111+10 === e 0,19 +£0,01
60 51250 £ 6664 47183 £ 6705 4067 £ 56 8=+1 0,21 +£0
8 200 83914 £1893 76626+ 1978 7315 £ 383 9+0,5 0,22 +0,01
400 82418 £1923 75261 +£1924 7157 +4,6 9+0,2 0,21 £0,01
1000 88510+ 7131 81410+ 7197 7100 + 69 8+0,7 0,2 £0,005
2000 883103273 807743293  7536£47 8203  0,14x001
0 238+7,3 120 £ 5,6 118 £3 50+1 0,14 £ 0,005
60 61305 +£973 56546 + 847 4759 + 188 8+0,2 0,16 £ 0,005
49 200 94670 £ 704 82489 + 695 12211 + 69 13+0,1 0,17 £ 0,005
400 94601 £2445 76062 +2382 18539 £ 156 20+0,5 0,14 £0,01
1000 93149 £ 2158 74422 +2334 18727 £330 20+0,7 0,09 + 0,005
2000 92336 +£2176 74852 +2259 17484 + 107 19+0,5 0,07 +0,014




4.2. Experimento II

Anabaena spiroides

Os dados de carbono-14 na fragdo particulada (previamente fotoassimilado a
200pmolm™s™) bem como a fragdo dissolvida liberada por A. spiroides com 12 e 35 dias de
idade apos exposigdo as irradidncias de 200 e 2000 pmol.m™.s" sdo apresentados na Figura
8a, b e na Tabela 3.

A fragdo particulada do carbono-14 variou significativamente (p<0,05) entre as
duas irradiancias, apresentando decaimento sob a irradidncia de 2000 pmol.m™.s” para as
duas idades selecionadas. Nao ocorreu variacdo significativa ao longo do periodo de
exposicdo a irradiancia de 200 pmol.m?.s™.

Houve um aumento significativo (p<0,05) na liberagdo de C'*OD (proveniente
do “pool” particulado previamente fotoassimilado) pela cultura de A. spiroides nas duas

idades de cultivo somente quando expostas a irradiancia de 2000 pmol.m™.s™".
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Figura 8. Carbono-14 na fragdo total fixado (C'*OT), fragdo particulada (C'*OP) e na fragdo dissolvida
(C™OD) liberada pelas células de A. spiroides ap6s 8 h de exposicdo as irradiancias de 200 e
2000 pmol.m™.s™". a- Cultura com 12 dias de cultivo. b- Cultura com 35 dias de cultivo.



Na Figura 9a e b e na Tabela 3 apresenta-se a concentracdo de clorofila-a
(mg.I'") da cultura de A. spiroides com 12 e 35 dias de idade, apds exposicdo as irradiancias
200 ¢ 2000 pmol.m™.s™.

Quando exposta a 2000 umol.m™.s™ as duas idades de cultivo apresentaram
uma perda significativa (p<0,05) de clorofila-a. Houve influéncia da idade celular na
diminui¢do da concentracdo de clorofila-a, uma vez que a cianobactéria com 35 dias
apresentou queda (p<0,05) na concentra¢ao do pigmento mesmo quando exposta a irradidncia

de 200 pmol.m™.s™ (correspondente ao seu Ex).
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Figura 9. Concentragio de clorofila-a de A. spiroides exposta as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.s? em

fungdo do tempo. a- Cultura com 12 dias de cultivo. b- Cultura com 35 dias de cultivo.



Tabela 3. Valores médios (com erro padrao) dos parametros analisados durante o
experimento II com A. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo apos 8 horas de
exposicdo as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™?.s™.

Idade Irradiancia Tempo cor Perda de c“op Clorofila-a
(dia) (umol.m™.s™) (hora) (DPM.ml™") C"OP (%) (DPM.ml™) (mg.I™"
0 109841 + 692 0 3786 £ 561 0,11 +0,01
2 106002 £2018 35+2.1 4507 + 359 0,08 £ 0,02
200 4 103545 + 1861 6+1.7 4503 +£234 0,09 + 0,02
6 104968 + 1436 44+14 4738 £ 1072 0,08+ 0
8 104472 £ 1632 5+£14 12071 + 260 0,1 +0,02
2 0 109841+692 0  378+561  0,11£0,01
2 101176 +£2022 7+1.2 4493 + 59 0,1+0,01
2000 4 92417 + 2530 16+1.3 4782 £ 72 0,06 £0,01
6 88768 + 7455 24+1.3 4841 £ 84 0,06 £0,01
8 74687 + 10286 31+3 53120 + 361 0,01 0,01
0 160111 £2726 0 4426 + 65 0,15+ 0,006
2 148736 £ 2715 7+1.8 4657 £211 0,15+ 0,006
200 4 146209 + 2632 9+1.7 5643 £ 269 0,14 + 0,03
6 144052 + 3045 10+1.6 8260 + 294 0,04 +0,013
3 8 145814 £ 2515 9+2.5 34880 + 243 0,025 £ 0,006

0 160111 £2726 0 4420 + 62 0,15 + 0,006
2 148113 £2268 7+£2.6 5049 + 119 0,15 + 0,006

2000 4 135057 £2691 16+2.4 5629 + 39 0,11 +0,01
6 121475 + 1581 24+13 6266 =43 0,04 + 0,013
8 115597+ 1124 28+ 1.6 77251 + 149 0+0




Microcystis aeruginosa

Os dados de carbono-14 na fracao particulada (previamente fotoassimilado a
200 pmol.m™.s™) bem como a fracio dissolvida liberada por M. aeruginosa com 14 ¢ 49 dias
de idade ap6s exposicdo as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.s™' sdo apresentados na figura
10a, b e na Tabela 4.

Para as duas idades de cultivo a fragdo particulada do carbono-14 nao
apresentou queda significativa nas irradiancias selecionadas. Da mesma forma a liberagao de

matéria organica dissolvida manteve-se estavel ao longo de todo o periodo de exposicao.
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Figura 10. Carbono-14 na fragdo particulada (previamente fotoassimilado) e na fragdo dissolvida liberado

pela cultura de M. aeruginosa apods 8 h de exposicio as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.s™.
a- Cultura com 14 dias de cultivo. b- Cultura com 49 dias de cultivo.

b



Na Figura 11a e b e na Tabela 4 apresentam-se as concentragdes de clorofila-a
presentes na cultura de M. aeruginosa com 14 e 49 dias de idade, respectivamente apds
exposicdo as irradiancias de 200 e 2000 pumol.m™.s™. Houve diferenca significativa (p<0,05)
entre as duas irradidncias utilizadas, uma vez que ao serem expostas a 2000umol.m™.s™ as
duas culturas apresentaram uma perda significativa (p<0,05) de clorofila-a, que por sua vez

ndo ocorreu quando estas foram expostas a irradiancia de 200umol.m™.s™.
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Figura 11. Concentragio de clorofila-a de M. aeruginosa exposta as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.s™

em funcdo do tempo. a- Cultura com 14 dias de cultivo. b- Cultura com 49 dias de cultivo.



Tabela 4. Valores médios (com erro padrao) dos parametros analisados durante o
experimento Il com M. aeruginosa com 14 e 49 dias de cultivo apds 8 horas de
exposicdo as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™?.s™.

Idade Irradidncia Tempo cop Perda de c“op Clorofila-a
(dia)  (umolm™s"')  (hora) (DPM.ml™) C"OP (%) (DPM.ml™) (mg.1™)
0 111846 +517 0 452 +30 0,06 + 0,001
2 111333 +£986 0.5+1 8195 0,06 + 0,001
200 4 111053 + 724 0.7+1 1070 £ 14 0,06 + 0,002
6 110386 + 1687 13+13 1769 + 22 0,06 + 0,005
8 108904 + 1781 318 1904 + 58 0,06 + 0,005
M 0 1 11846517 o 573477 006+0002
2 109738 + 300 2+0.45 1614 + 68 0,055 + 0,004
2000 4 109169 + 537 2+0.75 2039 +27 0,054 + 0,003
6 106017 + 724 5+0.77 2406 + 36 0,049 + 0,003
8 93251 + 868 17 +0.71 3220 + 60 0,038 + 0,003
0 154308 + 1361 0 488 + 76 0,1 0,005
2 147906 + 1810 4+2 801 +6 0,09 + 0,002
200 4 147577 + 1423 4+13 1100 +3 0,1 +0,01
6 147116 + 2083 5+13 2078 £ 6 0,1+0,01
8 144039 + 2980 7£22 2076 + 51 0,11+0,01
2 o 154308+ 1361 o 48876 0140005
2 154183 + 1918 0.1£09 1679 + 68 0,140,013
2000 4 145586 + 2908 6+2.4 2018 +27 0,09 + 0,014
6 14254043557 8+2.7 2049 + 35 0,07 + 0,01
8 134319 + 2329 13+1.3 3309 £ 70 0,05 + 0,005




4.3. Experimento III

Anabaena spiroides

Na Figura 12a-d e na Tabela 5 apresentam-se os dados de C'*OP (previamente
fotoassimilado a 200umol.m™.s™) e C'OD liberado pela cultura de A. spiroides com 12
(Figura 12a e c) ¢ 35 dias (Figura 12b e d) de cultivo durante 8 horas de incubacdo em

frascos de policarbonato (Figura 12a e b) e quartzo (Figura 12c e d).
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Figura 12. C"OP fotoassimilado ¢ C'*OD liberado pela cultura de A. spiroides apés 8h de exposicdo as
irradiancias de 200 e 2000 pmol.m?s”. a- Cultura com 12 dias incubada em frasco de
policarbonato b- Cultura com 35 dias incubada em frasco de policarbonato. c- Cultura com 12
dias incubada em frasco de quartzo. d- Cultura com 35 dias incubada em frasco de quartzo.



Para as duas idades selecionadas houve uma perda significativa (p<0,05) de
C"OP quando A. spiroides foi exposta & irradidncia de 2000 pmol.m™.s”, o mesmo nio
ocorreu quando a cianobactéria foi exposta a irradiancia de 200 pmol.m?.s™.

A perda de carbono particulado foi acompanhada pelo incremento da liberagao
de C'OD. Considerando o frasco utilizado na incubacéo de 4. spiroides nao houve diferencas
significativas nas respostas apresentadas pelas células tanto em relacdo a perda de C'*OP,

quanto em relagdo a liberagao de C"0D, em nenhuma das idades selecionadas.

Na Figura 13a-d e na Tabela 5 apresentam-se os valores da concentracao de
clorofila-a na cultura de 4. spiroides com 12 (Figura 13a e ¢) ¢ 35 dias (Figura 13b e d) de
cultivo apds 8 horas de incubagdo em frascos de policarbonato (Figura 13a e b) e quartzo
(Figura 13c e d). As duas idades selecionadas apresentaram queda significativa (p<0,05) na
concentracdo de clorofila-a sob a irradiancia de 2000 pmol.m™.s™', independente dos frascos

utilizados durante sua incubagao.



As perdas de clorofila-a pela cultura de A. spiroides com 12 e 35 dias de

cultivo incubada em frascos de policarbonato, assim como pela cultura com 12 dias incubada

em frasco de quartzo a 200 pmol.m™.s” ndo foram significativas. Por outro lado, a cultura

com 35 dias de cultivo incubada em frasco de quartzo a 200 pmol.m™.s™', sofreu um declinio

significativo (p<0,05) na concentragdo do pigmento.
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Figura 13. Concentragdo de clorofila-a na cultura de A. spiroides ap6s 8h de exposigdo as irradidncias de

200 e 2000 pmolm™s”'. a- Cultura com 12 dias de cultivo incubada em frascos de
policarbonato.b- Cultura com 35 dias de cultivo incubada em frascos de policarbonato. c- Cultura
com 12 dias incubada em frascos de quartzo.d- Cultura com 35 dias incubada em frascos de
quartzo.



Tabela 5. Valores médios (com erro padrao) dos parametros analisados durante o
experimento III com A. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo apds 8 horas de
exposicdo as irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.sem campo.

Idade Irradiﬁlgcila Frasco Tempo cor 1 Plsrda de C”OD1 Clorofilla-a
(dia)  (umol.m™s™) (hora) (DPM.ml) C7OP (%) (DPM.ml™) (mg.l")
g 10 116970 + 773 0 1307+ 6 0,9+ 0,013
_§ 2 103820 + 1141 11408 3105 + 53 0,85+ 0,01
§ | 4 100065 + 312 14 + 0.64 4146 + 23 0,82+ 0,01
s 16 98910 + 580 15£0.8 4705 £ 17 0,81 + 0,005
5 - 8 97918 + 509 16+0.7 4995 + 16 0,8 = 0,005
00 o o0 116970 £773 o 1325+52 093+0,014
@ L2 108737 + 1066 7412 2705 + 55 0,9+0,014
S b4 105061 + 2159 10+1.8 2804 + 73 0,82 + 0,013
< L6 104909 + 2931 10+3 3959 + 26 0,82 = 0,005
12 P8 100407 + 302 1440.6 3999 + 31 0,81+ 0,01
g 1o 116970 = 773 0 1304+ 6 0,9+ 0,01
§ 2 99615 + 834 1509 3525 +23 0,81 £ 0,01
§ | 4 93405 + 422 20+0.7 10172 + 14 0,75+ 0
s 16 90457 + 922 23 +0.45 20628 + 84 0,73 + 0,005
=18 82532+ 1317 29+ 1.1 22363 + 93 0,7+ 0,01
2000 e U0 T  heorox s T 0T 2sis209s001
g 12 110701 + 3276 5431 2928 + 49 0,78 + 0,01
S 1 4 98635 + 921 1613 4137+ 11 0,76 £ 0,011
© s 85772 + 1982 2742 12445 + 201 0,72+ 0,01
L8 78607 + 544 33+0.9 18931 + 560 0,61+ 0,01
g 0 106834 + 367 0 2299 + 20 140,014
§ 2 102990 + 577 3.6+0.6 4111 +53 0,86 + 0,014
§E | 4 98277 + 225 8+0.35 4536+ 18 0,82 + 0,04
= 6 98030 + 466 8404 4706 £ 23 0,82+ 0,01
3 L8 97707 + 438 8+0.6 4990 + 22 0,8 + 0,01
2000 e 0 106834 £367 o 1325+52 093+0,014
g ) 108737 + 1066 8+1.12 2705 + 55 0,85 = 0,021
S 1 4 105061 + 2159 9+1.6 2804 + 73 0,82 + 0,03
© s 104909 + 2931 10+ 1.1 3959 + 26 0,74 + 0,03
35 8 100407 + 302 1443 3999 + 31 0,63 = 0,022
g 10 106834 + 367 0 2299 +20 0,99 + 0,01
§ 2 91780 + 501 14+ 0.6 4556+ 23 0,84 = 0,005
E 1 4 90353 + 265 15+0.4 10291 + 77 0,76 + 0,02
5 6 88535+ 1132 17412 23676 + 61 0,72+ 0,01
SR 80393 + 268 254035 28475 + 93 0,68+ 0,011
2000 Y T 106834 £367 o 1325452 093+0,015
@ 2 110701 + 3276 4407 2928 + 49 0,74 % 0,01
S 1 4 98635 + 921 9+ 1.2 4137+ 11 0,72+ 0,01
C 6 85772 + 1982 29+ 1.6 12445 + 201 0,65 + 0,03
L8 78607 + 544 32407 18931+ 560 0,42+ 0,015




Microcystis aeruginosa

Na Figura 14 e na Tabela 6 apresentam-se os dados de C'*OP (previamente
fotoassimilado a 200umol.m™.s™") e C'*OD liberado pela cultura de M.aeruginosa com 14
(Figura 14a e c) e 49 dias (Figura 14b e d) de cultivo durante a incubagao de 8 horas (em
profundidades nas quais as irradincias incidentes foram 200 e 2000pmol.m™.s™) em frascos

de policarbonato (Figura 14a e b) e quartzo (Figura 14c e d).
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Figura 14. C"OP fotoassimilado e C**OD liberado pela cultura de M. aeruginosa apos 8h de exposicio as
irradiancias de 200 e 2000 pmol.m™.s”. a- Cultura com 14 dias de cultivo incubada em frascos
de policarbonato. b- Cultura com 49 dias de cultivo incubada em frascos de policarbonato. c-
Cultura com 14 dias incubada em frascos de quartzo d- Cultura com 49 dias incubada em frascos
de quartzo.



Para as duas idades selecionadas houve uma perda significativa (p<0,05) de
C"OP quando M. aeruginosa foi exposta a irradiancia de 2000 pmol.m™.s™', 0 mesmo nio
ocorreu quando a cianobactéria foi exposta a irradiancia de 200 pmol.m™.s™ .

A perda de carbono particulado apresentada pela cianobactéria exposta a foi
acompanhada pelo incremento da liberacio de C'*OD, quando a cultura com 14 ¢ 49 dias de
cultivo foi incubada em frascos de policarbonato. Por outro lado, o0 mesmo nao ocorreu apos
incubagdo em frascos de quartzo, tendo em vista que, apesar de ser significativa, a quantidade
de C'"OD liberada pela cultura exposta a irradiancia de 2000 pmol.m™s” esteve muito
proxima aquela liberada pela cultura exposta a 200 pumol.m™.s”, para as duas idades

selecionadas.

Na Figura 15a-d e Tabela 6 apresentam-se os valores das concentragdes de
clorofila-a na cultura de M. aeruginosa com 14 (Figura 15a e ¢) e 49 dias (Figura 15b e d)
de cultivo, apos periodo de 8 horas de incubacdo (em profundidades nas quais as irradidncias
incidentes foram 200 e 2000 pmol.m™.s"), em frascos de policarbonato (Figura 15a e b) ¢
quartzo (Figura 15c e d).

As duas idades selecionadas apresentaram queda significativa (p<0,05) na
concentragdo de clorofila-a quando a incubadas tanto em frascos de policarbonato quanto em

frascos de quartzo sob a irradiancia de 2000 pmol.m™.s™.



Quando incubada sob irradiancia de 200 pmol.m™.s™”, M. aeruginosa com 14 ¢
49 dias de cultivo manteve a concentragdo de clorofila-a estavel, independente da composi¢ao

dos frascos utilizados.
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Figura 15. Concentracdo de clorofila-a na cultura de M. aeruginosa ap6s 8h de exposicao as irradidncias de
200 ¢ 2000 pmol.m™.s". a- Cultura com 14 dias de cultivo incubada em frascos de policarbonato.
b- Cultura com 49 dias de cultivo incubada em frascos de policarbonato. c- Cultura com 14 dias
incubada em frascos de quartzo. d- Cultura com 49 dias incubada em frascos de quartzo.



Tabela 6. Valores médios (com erro padrao) dos parametros analisados durante o
experimento III com M. aeruginosa com 14 e 49 dias de cultivo apo6s 8 horas de
exposicdo as irradiancias de 200 e 2000pumol.m™.s"'em campo.

Idade Irradidncia Frasco Tempo c“op Perda de c“op Clorofila-a
(dia)  (umolm™s™) (hora)  (DPM.ml") CM™OP (%) (DPM.ml") (mg.1™"
g o0 105334 + 2072 0 2073 + 40 0,06 + 0,003
§ 2 104724 + 2130 0.6+13 2295 +22 0,06 + 0,001
g5 |4 100995 + 1733 4+2 2789 =90 0,058 + 0,001
s 16 100366 + 3581 5+4.4 3172+ 69 0,057 + 0,001
) =g 91802 + 4119 13+4 8902 + 62 0,058 + 0,001
00 10 105334£202 0 2073+40 0,06 + 0
§ ) 95203 + 1905 9.6+0.2 2408 £ 21 0,058 + 0,002
S 14 92811 + 960 12422 2413 + 42 0,058 + 0,001
< 6 87869 + 1284 17+12 2466 + 50 0,056 + 0,001
L8 83371 + 380 21413 2533 +37 0,056 + 0,001
14 = 0 105334 + 2072 0 2084 + 53 0,051 + 0,001
§ P2 95135 + 581 10+1.5 5228+ 18 0,049 + 0,001
g5 1 4 85821 + 3513 18+4.3 5538 + 42 0,041 + 0,002
s 16 86163 + 3525 18+2.5 9041 + 28 0,039 + 0,0005
SRR 75290 + 3776 2845 10023 £ 6 0,033 + 0,002
2000 0 1053342207200 2084£53 0,06+0,0005
§ P2 95334 + 1536 95+1.6 2279 + 48 0,047 + 0,001
S 4 85364 = 398 19+ 1.7 4295 + 85 0,04 + 0,001
© 16 81388 = 169 23+14 5482 + 191 0,033 + 0,002
L8 63760 = 2535 39.5+2 7897 + 36 0,027 + 0,002
z b0 87622 + 1595 0 970 + 15 0,051 + 0,001
§ 2 85487 + 3482 2+5 1416 + 37 0,049 + 0,001
§ | 4 85013 + 3067 3429 1868 + 40 0,048 + 0,001
= 16 84476 + 834 4+2 2252428 0,047 £ 0,001
= 8 86802 + 2119 1+3 2784 + 88 0,045 + 0,003
200 U0 89700:283 0 9759 0,050,005
§ 2 84005 + 2675 6+3 1436 + 23 0,048 + 0,001
E 14 82844 + 3611 7.6+4 2047+ 8 0,048 + 0,001
< 6 84792 + 3060 55+3 2206+ 5 0,044 + 0,001
L8 81905 = 1464 8.7+2 2254 +31 0,043 + 0,001
49 g 10 87622 + 1595 0 970 15 0,051 + 0,001
§ 2 83409 + 3655 48+3.7 1520 + 54 0,047 + 0,001
g5 1 4 85337 + 2065 2.5+3.7 1929 + 31 0,041 + 0,002
s 16 81929 + 2664 6+4 3421 + 119 0,035 + 0,002
SRR 73284 + 3253 78+2 8282 +57 0,03 + 0,001
2000 U0 800042830 97549 0,05+0,0005
g 12 83428 + 372 48+4 1337 +2 0,047 + 0,001
S | 4 7824421369 2544 2043+ 8 0,034 + 0,0005
6 73925 + 4092 6+4 2554 + 40 0,031 + 0,001
L8 70529 + 183 16+4 5549 +27 0,02 + 0,002




5. DISCUSSAO

5.1. Experimento I

Os resultados apresentados neste estudo indicam fotoinibicdo da fixacdo de
carbono, aliado ao aumento na excrecdo de COD e, em alguns casos fotooxida¢dao da
clorofila-a de A. spiroides. Por outro lado M. aeruginosa quando exposta as maiores
irradiancias, equivalente aquelas encontradas em ambientes naturais, mostrou-se mais
resistente.

Ao longo do experimento de 4 horas (“curva de luz”) com A. spiroides
constatou-se que o aumento das irradiancias foi acompanhado pelo incremento na fixacao de
carbono, at¢ o ponto Ex mantendo-se estavel até 1000 pumol.m?s”. Houve queda
significativa na fixacdo de carbono somente sob a irradidncia de 2000 pmol.m™.s™, para as
duas idades selecionadas. Uma vez que o incremento na fixacdo de carbono-14 estd
diretamente relacionado a fotossintese, ¢ possivel concluir que em condic¢des de irradiancias
maximas ocorreu fotoinibi¢do da fixacdo de carbono pelas células de A. spiroides nas duas
idades selecionadas.

A influéncia de altos valores de irradiancia sobre o fitoplancton ¢ amplamente
abordada na literatura (Hellebust, 1970; Ignatiades e Fogg, 1973; Nalewajko et al., 1976;
Myklestad, 1995). Estes autores sugerem que irradiancias elevadas podem causar danos na
membrana celular, afetando sua permeabilidade e resultando no aumento da liberagdo de
matéria organica. Outros autores como Staats et al., (2000) destacam que o aumento da
excrecdo celular de microalgas pode representar uma maneira do organismo desfazer-se do
excesso de carbono na célula. Desta forma, ndo ¢ possivel afirmar que o incremento da
excrecdo celular sob as irradidncias mais elevadas esteja vinculado a qualquer dano na

integridade fisica da cianobactéria, pois, este critério ndo seria satisfatorio. Holzinger e Liitz



(2006) sugerem analises mais especificas, como o estudo da ultraestrutura das cianobactérias
apos o periodo experimental, permitindo a observacao tanto de danos como de adaptacdes que
possam resultar da exposi¢do a diferentes niveis de irradiancia.

Apesar da concentracao de clorofila-a ter declinado juntamente com o aumento
da irradiancia incidente, isto, por si s6, nao indica uma resposta fotooxidativa da membrana
celular, pois, do contrario, este dano teria causado a queda total na fixagdo de carbono
particulado devido a morte celular. Possivelmente o declinio na concentracdo de pigmento
sob as irradiancias superiores a 400 pmol.m™.s” esteve relacionado com o processo de
adaptacdo a altas intensidades ou com um pequeno grau de fotobranqueamento e até
fotooxidacao da clorofila-a de 4. spiroides.

Em todos os casos ndo foi observada qualquer influéncia da idade celular na
resposta fisioldgica de A. spiroides ap6s 4 horas de exposi¢do a irradiancias superiores ao seu
Ex.

A cultura de M. aeruginosa com 14 e 28 e 49 dias de cultivo durante o
experimento de 4 horas (“curva de luz”) apresentou um incremento na fixa¢do de carbono
organico até as irradiancias correspondentes ao seu Ek, tendo sua fixag¢do estabilizada quando
exposta a irradiancias superiores a estas. As diferencas nos pontos Ex para cada idade, podem
representar uma influéncia da idade celular da cianobactéria em sua resisténcia a altas
intensidades de luz, visto que o Ex da cultura com 49 dias de idade foi bem menor do que
aqueles encontrados para a cultura com 14 e 28 dias.

Segundo Dillon et al., (2003), organismos fotossintéticos apresentam respostas
fenotipicas a mudancas na irradidncia solar, sendo importantes devido & habilidade em
captarem radiacdo fotossinteticamente ativa suficiente para uma fotossintese eficiente

enquanto minimizam a fotoinibi¢do ou os danos resultantes da exposicao a esta radiacdo, o



que parece ter ocorrido, neste estudo, com M. aeruginosa que nao apresentou sinais de
fotoinibicdo em nenhuma das idades selecionadas. Estes resultados sdo esperados uma vez
que o ambiente do qual o grupo foi isolado ¢ um reservatério tropical exposto a irradiancias
elevadas. Resultados semelhantes foram apresentados por Bittar et al., (2005).

A excrecdo celular de M. aeruginosa teve pouca variagdo durante o aumento
das irradiancias, apresentando aumento significativo somente sob a irradiancia de 2000
umol.m™.s™” para as culturas com 14 e 28 dias de cultivo. No entanto, a cultura com 49 dias
apresentou um aumento significativo na liberagao de carbono organico dissolvido ja em 1000
umol.m™.s™, corroborando a hipétese de que culturas mais velhas sofrem maior influéncia de
altas intensidades luminosas. Esta relacdo entre idade celular e excrecdo foi abordada por
autores como Reynolds (1987), que afirmam que a idade celular causa inabilidade das células,
na fase senescente, para regular a flutuagao, afetando a liberagao de matéria organica.

E importante ressaltar que as baixas concentra¢des de C'*OD apresentadas pela
cultura de M. aeruginosa com 49 dias cultivo sob a irradiancia de 2000 pmol.m™.s™ podem
ter ocorrido em fungdo da fotodegradagio do NaH'*COj; excretado (ou fotorespirado) na
forma de C1402, 0 que serd abordado mais adiante.

M. aeruginosa exposta a irradiancias elevadas durante 4 horas apresentou uma
queda significativa na concentragao de clorofila-a, porém esta ndo caracterizou fotooxidagao,
uma vez que ndo houve fotoinibicdo na fixagdo de carbono pela cultura em nenhuma das
idades selecionadas. Sendo assim, ¢ sugerido que esta queda na concentracdo de pigmento

seja uma resposta adaptativa da cianobactéria.



5.2. Experimento II

Apos 8 horas de incubagao da cultura de 4. spiroides com 12 e 35 dias de idade
a irradiancia de 200 pmol.m'z.s'1 nao foi observada fotoinibi¢ao da fixa¢ao de carbono uma
vez que estas células foram expostas a irradiancia proxima ao seu Ex. No entanto, quando
exposta & irradiancia de 2000 pmolm™s”' houve uma perda significativa do carbono
fotoassimilado pela cianobactéria, indicando que a fotoinibigdo que ocorre sob irradiancias
elevadas causa também um aumento da liberagdo de MOD previamente fotoassimilada que,
neste caso, foi mais expressiva a 2000 pmol.m™>s"' do que aquela apresentada a 200
umol.m™.s’1. Nio foi observada a influéncia da idade celular na liberagio de matéria orgénica
dissolvida, visto que ndo houve diferenga significativa na liberagio de C'*OD entre as idades.

O aumento na liberagdo de matéria organica dissolvida, apresentado por
A.spiroides quando exposta as irradidncias elevadas pode indicar um fator de estresse
potencial causado pelo excesso de radiagao incidente.

Quando exposta a irradidncia de 2000 pmol.m™.s” durante 8 horas, a cultura
de A. spiroides apresentou uma queda significativa na concentragdo de clorofila-a para as
duas idades selecionadas. Porém, somente a cultura com 35 dias de cultivo apresentou
fotooxida¢do do pigmento, indicando influéncia da idade celular na resposta fisiologica da
cianobactéria aliada, provavelmente, ao longo tempo de exposicdo a alta intensidade
luminosa. Este fato pode ser corroborado pela observacdo de queda significativa na
concentragdo de clorofila-a da cultura com 35 dias a partir de 6 horas de exposi¢cdo a
irradiancia de 200 pmol.m™.s™', apesar desta aproximar-se de seu Ex (255 pmol.m™.s™).

Ao contrario de 4. spiroides, M. aeruginosa nao apresentou perda significativa
de carbono fotoassimilado para nenhuma das idades selecionadas, mesmo quando exposta
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durante 8 horas a irradidncia de 2000 pmol.m™.s”. Também n3o houve incremento na



liberacdo de matéria organica dissolvida sob a irradiancia mais elevada, indicando grande
resisténcia desta cianobactéria a altas intensidades luminosas, mesmo quando o periodo de
exposicao foi superior a 4 horas.

A auséncia de fotoinibi¢do da fixacdo de C'*OP por M. aeruginosa, diverge
dos resultados apresentados por Whitelam e Codd (1983), a partir de um experimento
semelhante, no qual a cianobactéria apresentou fotoinibigdo a partir da irradiancia de 50
umol.m?s™. Contudo, é importante salientar que a cultura estoque utilizada por estes
pesquisadores foi mantida sob a irradiancia de 30pmol.m™.s" estando, portanto, aclimatada a
irradiancias mais baixas do que a cultura utilizada no presente trabalho além de,
provavelmente, ter sido isolada de uma regido temperada cuja radiacdo incidente ¢ menos
pronunciada.

Houve perda significativa de clorofila-a pela cultura com 14 e 49 dias, porém
esta nao indicou fotooxidacao do pigmento. A fotooxidacao foi considerada somente quando
as concentragdes de clorofila-a encontrados chegaram a zero. Mesmo sendo estatisticamente
significativas, diante das variagdes de irradidncias impostas ao experimento, as diferencas na
concentragdo do pigmento entre as irradiancias selecionadas foram baixas, podendo indicar
uma fotoadaptacdo, na qual os teores de clorofila-a e outros pigmentos como carotenodides

apresentam decréscimos (Dillon, et al., 2003).

5.3. Experimento III
Quando incubada no Reservatério de Barra Bonita, A. spiroides com 12 e 35
dias de cultivo apresentou respostas as irradiancias de 200 ¢ 2000 pmol.m™.s” semelhantes
aquelas encontradas no experimento realizado em laboratério, demonstrando fotoinibi¢do na

fixacdo de C'*OP acompanhada pelo incremento na liberagdo de C'*OD, somente quando



exposta 2 2000 pmol.m™.s™. Ao comparar os frascos utilizados nas incubagdes, também nio
foram constatadas diferencas significativas entre as respostas fisiologicas apresentadas por 4.
spiroides, talvez devido ao fato da espécie estar adaptada ao nivel elevados de radiacao UV (a
qual o frasco de quartzo nao bloqueia) desse ambiente de onde foi isolada.

A concentragdo de clorofila-a apresentou declinio quando A. spiroides foi
incubada sob a irradidncia de 2000 pmol.m™.s’ para as duas idades selecionadas,
independente, neste caso, do frasco utilizado na incubagao. Porém, somente a cultura com 35
dias apresentou queda significativa na concentracao desse pigmento quando incubada em
frasco de quartzo sob a irradidncia de 200 umol.m™.s™', apesar desta aproximar-se de seu Eg,
indicando que a interferéncia da idade celular na resposta fisiologica desta cianobactéria a
radiagdo UV pode estar vinculada com a transparéncia do frasco utilizado durante sua
incubacdo, uma vez que ao ser incubada em frasco de policarbonato (opaco a UV) A4.
spiroides com 35 dias de cultivo ndo apresentou queda significativa na concentracdo do
pigmento.

Quando incubada durante 8 horas, em ambiente natural a 2000 pmol.m™.s", M.
aeruginosa apresentou fotoinibigdo na fixacio de C'*OP para a cultura com 14 e 49 dias.
Houve interferéncia da composicao do frasco utilizado, uma vez que a cultura incubada em
frascos de policarbonato apresentou fotoinibigio na 8* hora de exposi¢do a 2000 pmol.m™.s™,
ao passo que a cultura incubada em frasco de quartzo apresentou fotoinibicdo da fixa¢do de
C"OP ja na 4* hora. Quando exposta & 200 pmolm™s'.a cultura nas duas idades
selecionadas ndo apresentou fotoinibigio da fixagio de C'*OP, independente do frasco

utilizado.



Os incrementos nas liberacdes de C'*OD por M. aeruginosa, nas duas idades
selecionadas acompanharam os declinios de C'*OP quando esta foi exposta a 2000
umol.m?.s™, ndo sendo significativos quando a mesma foi exposta a 200 pmol.m=.s™.

Durante a incubagao de M. aeruginosa houve interferéncia da composi¢ao dos
frascos utilizados, visto que a cultura incubada em frascos de policarbonato sob a irradiancia
de 2000 pumol.m™.s™ apresentou concentra¢des de C'*OD, liberado na 8 hora, superior
aquelas apresentadas pela cultura incubada em frascos de quartzo neste mesmo periodo.
Devido a transparéncia do frasco de quartzo a radiagdo UV, era esperado que as
concentragdes de MOD liberadas pela cultura incubada nestes frascos fossem superiores
aquelas da cultura incubada em frascos de policarbonato, devido a acdo danosa da radiagao
UV, por exemplo, a membrana celular.

Estas diferencas nas concentracdes de C'*OD liberado pela cultura de M.
aeruginosa entre os frascos pode ter ocorrido devido ao processo de fotodegradagao
(mencionado anteriormente) da matéria organica dissolvida sob influéncia da radiagio UV
(Achterberg e van den Berg, 1994), que degradaria o radioisétopo NaH'*CO; em C'*0,,
possibilitando sua re-assimilacdo pela cianobactéria através da fotossintese, principalmente
quando nao ha indicios de dano celular. No entanto, como ndo houve incremento na fixacao
C"OP pela cultura de M. aeruginosa na 8 hora de exposi¢do a 2000 pmol.m™>.s™, quando
incubada em frascos de quartzo, é possivel que o C'*O,, oriundo da fotodegrada¢io ou da
fotorespiragdo, tenha passado a integrar a fra¢do inorganica do carbono-14 que ndo foi
assimilado, tendo sido eliminado durante o processo de borbulhamento das amostras. Isto
explica porque, em alguns casos, o C'*OD mensurado no corresponde a perda de C'*OP.

As concentracdes de clorofila-a na cultura com 14 e 49 dias apresentaram

queda quando expostas a irradidncia de 2000 pmol.m™.s”, mantendo-se estavel sob a



irradiancia de 200 umol.m™.s”', independente do frasco utilizado em sua incubagio. Nesse
caso, ressalta-se que o estresse potencial causado pela exposicao de microorganismos a altos
niveis de radiacdo fotossinteticamente ativa e, em particular, a radiacdo ultravioleta ¢ bem
conhecido e extensamente abordado na literatura (Goldman, et al., 1963; Abeliovich e Shilo,
1972; Eloff et al., 1976; Myklestad, 1995; Babu et al., 1998; Dillon et al., 2003; Kumar et al.,
2004). Efeitos deletérios da radiacdo UV sdo apontados por Franklin e Foster (1997) e Sinha e
Hader (2002). No entanto, no presente trabalho, a cianobactéria M. aeruginosa mostrou-se
resistente ao maior nivel de irradiancia, incluindo a faixa UV, ao qual foi submetida mesmo
quando a exposicdo foi prolongada, o que pode ter ocorrido em funcdo da presenca de
caracteristicas fotoadaptativas adicionais, descritas por alguns autores como Paerl et al.,
(1985) e Mac Donald et al., (2003) para diversos grupos de cianobactérias.

Segundo Mac Donald et al., (2003) a resisténcia de algumas cianobactérias a
UVB, por curtos periodos, esta relacionada com sua expressao génica que muda rapidamente,
levando ao acumulo de proteinas e carotenodides que, aparentemente, permitem as células
tolerar uma dose de UVB superior a apropriada. Isto poderia explicar, em parte, a resisténcia
apresentada por M. aeruginosa, a radiagdo UV durante 8h, o que talvez ndo ocorresse se o
experimento fosse realizado durante varios dias consecutivos. Por outro lado, espécies de
Anabaena sao mais suscetiveis ao oxigénio reativo (simples) gerado pelo excesso de radiacao
UVB, estando este envolvido em danos oxidativos, peroxidacao de lipideos, quebra da fita do
DNA e branqueamento da clorofila-a (He e Hader, 2002).

A fotorespiracdo, que reduz a fixagdo de CO,, ¢ incrementada sob condicdes de
altas intensidades de luz e excesso de O, juntamente com baixas concentracdes de CO,
“livre”. Concomitante a este processo, ocorre uma inibicao temporaria da fixacdo de Ny, até

mesmo nos heterocitos da cianobactéria Anabaena, devido aos altos niveis de oxigénio



dissolvido no ambiente (Tolbert, 1974). Isto explica, em parte, a menor resisténcia desta
cianobactéria as irradiancias as quais foi exposta, quando comparada aquela apresentada por
M. aeruginosa sob as mesmas circunstancias.

Em geral, organismos fotossintéticos respondem a absorcao de excesso de luz
com uma série de mecanismos fotoprotetores de curto e longo prazo que, por sua vez
minimizam os danos (Ivanov et al., 2000). Ben-Amotz et al., (1989) e Elrad et al., (2002)
destacam como mecanismo de curto prazo, a acao fotoprotetora dos carotenoides que agem na
desintoxicacdo e limitacdo da formacao do oxigénio simples e até mesmo na protecdo direta
da membrana celular através da acdo da zeaxantina (Vincent ¢ Quesada, 1994; Schagerl e
Muller, 2006), um dos diferentes tipos de carotenodides presentes em cianobactérias. A relagao
entre o aumento na concentragdo de carotendides e a fotoprotecao de cianobactérias tem sido
amplamente citada na literatura (Clayton, 1966; Kellar e Paerl, 1980; Kohl e Nicklisch, 1988;
Richter, 1996; Falkowski e Raven, 1997; Franklin et al., 2003; Schagerl ¢ Muller, 2006). Sua
acdo fotoprotetora esta relacionada a habilidade em extinguir o estado de excitagdo da
clorofila-a, gerada por tipos de oxigénio ativos como o oxigénio simples e os radicais
hidroxilas (Ben-Amotz et al., 1989). Entretanto, muitas vezes o excesso de radiagdo leva a
fotodestruicdo da clorofila-a e também dos carotendides (Krinsky e Denke, 1982; Ridley,
1982; Powles, 1984, Krinsky, 1988).

Sinha et al., (1998) apontam outros mecanismos fotoprotetores desenvolvidos
por cianobactérias expostas a irradiancias elevadas, incluindo a radiagdo UV. Sdo eles: o
reparo do DNA por fotoreativagdo; o acumulo de enzimas antioxidantes e a producdo de
aminoacidos semelhantes a micosporinas (em inglés MAAs). Os MAAs sdo substancias
hidrossoluveis encontradas em altas concentragdes em organismos expostos a altos niveis de

radiagdo solar, agindo na absor¢do de UV (Nakamura et al., 1982). Estes compostos



encontram-se relacionados a oligossacarideos presentes na parede celular e podem ser
ativamente excretados acumulando-se extracelularmente e agindo como um protetor (Garcia-
Pichel et al., 1993; Garcia-Pichel e Castenholz, 1993). Estas substancias poderiam explicar o
aumento da liberagdo de C'*OD apresentado por M. aeruginosa sob as maiores irradidncias
(“curva de luz”, realizada no experimento I), apesar de ndo ter ocorrido fotoinibicdo da
mesma, ¢ podem também ter agido em A. spiroides, sem, no entanto, apresentar uma acao
fotoprotetora efetiva.

Os resultados apresentados no presente trabalho indicam que as cianobactérias
A.spiroides e, principalmente M.aeruginosa, cultivadas em laboratorio, sdo tolerantes a
irradiancias superiores ao seu Ek, correspondentes aquelas encontradas em ambiente natural.
Porém, segundo Paerl et al., (1985) divergéncias drasticas podem ser observadas na resposta
entre cianobactérias pertencentes a populacdes naturais e cultivadas dentro da mesma espécie,
quando expostas a altos niveis de radiacdao ultravioleta, tornando importante o estudo de
populacdes naturais em laboratorio e campo.

Além disso, populagdes naturais podem ser repetitivamente expostas a UV,
estando sujeitas aos efeitos cumulativos, particularmente em “pools” de proteinas estaveis e
abundantes como a RUBISCO ou ficobiliproteinas (Castenholtz et al., 2000), podendo
aclimatar-se através do desenvolvimento de mudangas em seu conteido e/ou na composicao

do aparato fotossintético (Cunningham et al., 1992).



6. CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que em nenhum dos experimentos realizados neste trabalho
houve fotooxidacdo das cianobactérias selecionadas, pdde-se observar que o aumento na
excregdo de C'*OD, aparentemente nio esteve relacionado com qualquer dano na membrana
celular, mas sim com uma possivel resposta adaptativa das cianobactérias as irradidncias
elevadas as quais foram submetidas como, por exemplo, a liberagio de aminoacidos
semelhantes a micosporinas (MAAs) e a liberagdo do excesso de carbono fotoassimilado que
ndo pode ser re-incorporado sob condicdes de estresse.

E importante ressaltar a possibilidade de parte do C'*OD liberado pelas
cianobactérias, quando incubadas em frascos transparentes a radiagdo UV (Teﬂ0n® e
quartzo), ter sido fotodegradada ou fotorespirada, passando a integrar a fracdo inorganica do
carbono-14 que ndo foi assimilado (C'*O, eliminado durante o processo de borbulhamento
das amostras) nio sendo, portanto, avaliado. Esta auséncia de determinacio do C'O,
fotorespirado ou fotodegradado impossibilitou a realizagdo de um célculo estequiométrico,
sendo assim, ndo foi possivel confrontar diretamente os dados de perda de C'*OP com o
aumento de C'*OD.

A alusdo da resisténcia das cianobactérias selecionadas a irradiancias elevadas,
resulta de uma observa¢ao indireta, visto que ndo foram realizadas analises mais detalhadas
da integridade celular (ultraestrutura), sintese protéica, contetido enzimatico e de outros
pigmentos (carotendides) que, por sua vez, poderiam fornecer dados mais elucidativos acerca
da resposta fisioldgica destes organismos e possiveis danos estruturais oriundos das condigdes
de estresse as quais foram submetidos. Outra analise importante seria a mensuragdo da
quantidade de toxinas liberadas (no caso das cianobactérias analisadas serem tdxicas), visto

que ha citagdes na literatura sobre a interacdo entre o estresse celular de cianobactérias, como



M. aeruginosa, e a liberagao de microcistina (Ross et al., 2006). Além disso, os resultados
aqui apresentados referem-se a populagdes cultivadas, sendo necessarios estudos semelhantes
com populacdes naturais, a fim de que se possa compreender, de forma mais ampla, as
respostas fisiologicas de A. spiroides e M. aeruginosa aos altos niveis de irradiancia incidente
na maioria dos reservatorios tropicais nos quais estas estdo presentes. Deve-se considerar,
também, as grandes flutuagdes das condi¢des ambientais e nutricionais que ocorrem na
natureza, além das interagdes ecologicas, por exemplo, a degradacdo da MOD liberada pelo
fitoplancton por populacdes de bactérias heterotroficas em sistemas bentdnicos (Goto et al.,
2001), que acabam sendo excluidas nos estudos realizado sob condi¢des controladas, sejam
estes desenvolvidos em laboratério ou no campo (Xu et al., 2001).

Por fim, ¢ importante atentar para as limitagdes metodologicas encontradas
durante a realizagdo de experimentos laboratoriais, buscando alternativas experimentais que
visem identificar e compreender de forma mais ampla as respostas fisiologicas de um dado
organismo a determinados fatores, extrapolando estas respostas as condigdes encontradas em
ambientes naturais. De qualquer forma, no presente trabalho, estas limitagdes metodologicas

nao comprometeram a precisao das analises ou a interpretacao dos resultados obtidos.
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APENDICE



Valores (com erro padrao) dos coeficientes obtidos no experimento I com 4. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo exposta a diferentes
irradiancias, apds aplicagdo de modelagem matematica.

Experimento I

Idade (dia) 12 35
Coeficiente ctor cop Clorofila ctor ctop cop Clorofila
RA2 0.73 0.60 0.75 0.75 0.74 0.60 0.72
195261050 175330634 13472449 182835231 169752151 13476406
P1 + + + N P
63081126 118810 56025269 55215806 4121659
P2 334+ 96 423+£106 - 312+ 88 306 + 92 423+ 106 e
0.447 0.377
a | emme= mmmee o e = e — +
0.0515 0.042
1SS o — 0.999+0 | e e emeen 0.999 + 0
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Valores (com erro padrdo) dos coeficientes obtidos no experimento II com A. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo exposta a 200 e
2000 umol.m™.s°1, ap6s aplicagio de modelagem matematica.

Experimento 11

Irradiancia
(pmol.m‘z.s'l) 200 2000
Idade (dia) 12 35 12 35
Coeficiente | CH*OP  COD Cl‘l’;"ﬁ cor C“oD C"l’;"ﬁ c“op C"“oD Cl‘;;"ﬁ cor C“OD C"’;"ﬁ'
RA2 059 075 011 | 08 072 073 | 096 097 08 | 087 093 094
108157 2367  0.0997 | 105517 3110 0952 | 110480 8405  0.122 | 103303 4112  0.961
a + + + + + + + + + + + +
1418 1068 00128 | 1458 459 0038 | 2355 23 0015 | 3261 1620  0.029
0.994 1207 0982 | 0988  1.069 0975 | 0957 2985 0854 | 0969 1285  0.952
b + + + + + + + + + + + +
0.003 0080 0027 | 0003 0028 0009 | 0005 1.024 0037 | 0.007 0071  0.007
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Valores (com erro padrdo) dos coeficientes obtidos no experimento III com A. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo exposta a 200
pmol.m™.s1, ap6s aplicagdo de modelagem matematica.

Experimento I11
Irradiancia
(pmol.m’z.s'l) 200
Frasco Policarbonato Quartzo
Idade (dia) 12 35 12 35
Cocficiente | 0P cop T | ctop ctop M ctop ctop T | ctop ctop MR
R”2 0.77 0.81 0.97 0.84 0.72 0.73 0.9 0.84 0.80 0.87 0.67 0.95

112545 2251 0.867 | 105517 3110 0.952 | 114809 1874 0.906 | 104666 2889 0.941
a + + + + + + + + + + + +

3429 486 0.005 1458 459 0.038 1821 329 0.021 1790 352 0.025

0.979 1.117 0.989 0.988 1.069 0.975 0.983 1.11 0.983 0.983 1.052 0.957
b £ + + £ + £ + £ + + + +

0.006  0.039 0.001 0.003 0.028 0.009 | 0.003 0.032 0.005 0.004  0.023 0.006
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Valores (com erro padrao) dos coeficientes obtidos no experimento III com A. spiroides com 12 e 35 dias de cultivo exposta a 2000
pumol.m™.s71, apos aplicacdo de modelagem matematica.

Experimento I11

Irradiincia

2 -l 2000
(umol.m™.s™)
Frasco Policarbonato Quartzo
Idade (dia) 12 35 12 35
Coeficiente | 0P cMop T | ctop ctop MM ctop ctop T | ctop ctop MR
R”2 0.93 0.88 0.97 0.87 0.93 0.94 0.98 0.97 0.94 0.89 0.92 0.89

11316 3855 0.853 | 103303 4112 0.961 | 119316 1643 0.904 | 110595 2943 0.928
a + + + + + + + + + + + 4+

3253 1802 0.01 3261 1620 0.029 2166 531 0.027 4882 1499 0.661

0.959 1.262 0.974 0.969 1.285 0.952 0.95 1.362 0.955 0.95 1.34 0.924
b + + + + + + + + + + + +

0.006 0.084 0.002 0.007 0.071 0.007 0.004 0.06 0.007 0.01 0.094 0.016
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Valores (com erro padrao) dos coeficientes obtidos no experimento I com M.aeruginosa com 14, 28 e 49 dias de cultivo exposta a

diferentes irradiancias, apos aplicacdo de modelagem matematica.

Experimento I

Idade (dia) 14 28 49
Coeficiente ctor ctor C“OD  Clorofila | C"OT c*or C"“OD  Clorofila | C™OT ctor C“OD  Clorofila
RA2 1 0.99 0.98 0.75 0.99 0.99 0.34 0.7 0.99 0.97 0.95 0.86
66553 55218 11324 92531 84697 4783 92531 79086 20658
P1 + + + + + + + + +
1159 1615 482 3091 2696 1111 3091 3810 1910
12340 13523 6.703 41 41 41 18 1295'01
P2 + + + + + 1£0 - + + L
2933 504752 6.35 9 8.583 9 9.137 50.477
0.136 0.216 0.163
a + S +
0.016 0.01 0.01
0.999 0.999 +
b L0 1£0 | - el 0
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Valores (com erro padrao) dos coeficientes obtidos no experimento II com M.aeruginosa com 14 e 49 dias de cultivo exposta a 200 e
2000 umol.m’z.s'l, apos aplicacdo de modelagem matematica.

Experimento 11

Irradiancia
(umol.m’ 200 2000
2.5'1)
Idade (dia) 14 49 14 49
Coeficiente | C“OP Cc“OD Clorofila | C™OP Cc“OD Clorofila | C™OP c“OD Clorofila | C“OP c“op Clorofila
RA2 0.90 0.93 0.87 0.81 0.88 0.51 0.74 0.92 0.88 0.93 0.89 0.80
112072 596 0.06 + 152504 623 0.093 | 114156 1008 0.062 | 156609 623 0.099
a + + ) 0 + + + + + + + + +
319 113 1469 167 0.004 3462 190 0.003 2044 167 0.003
0.997 1.166 0.992 0.993 1.176 1.017 0.981 1.159 0.954 0.983 1.176 0.975
b + + + + + + + + + + + +
0.001 0.034 0.002 0.002 0.048 0.009 0.006 0.034 0.01 0.003 0.048 0.007




Valores (com erro padrdo) dos coeficientes obtidos no experimento III com M. aeruginosa com 14 e 49 dias de cultivo exposta a 200

pmol.m™.s1, ap6s aplicagdo de modelagem matematica.

Experimento I11

Irradiancia
(umol.m™?.s™) 200
Frasco Policarbonato Quartzo
Idade (dia) 14 49 14 49
Coeficiente c"opr c“0OD  Clorofila | C"OP Cc“0OD  Clorofila | C“OP Cc“OD  Clorofila | C"OP c“OD  Clorofila
R”2 0.83 0.85 0.67 0.1 0.98 0.94 0.96 0.74 0.95 0.60 0.2 0.89
106944 931 0.06 86416 1094 0051 + 103535 2191 0.06 = 87667 8 0.05
a + + + + + 0 + + 0 + + +
2017 520 0.001 1102 64 1538 79 1728 7 0.001
0.985 1.313 0.994 0.998 1.126 0.986 0.972 1.02 0.992 0.991 1.136 0.982
b + + + + + + + + + + + +
0.004 0.102 0.002 0.003 0.01 0.002 0.003 0.007 0.001 0.004 0.1544 0.004
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Valores (com erro padrao) dos coeficientes obtidos no experimento Il com M. aeruginosa com 14 e 49 dias de cultivo exposta a 2000
pumol.m™.s71, apos aplicacdo de modelagem matematica.

Experimento I11

Irradiincia
(umol.m?s™) 2000
Frasco Policarbonato Quartzo
Idade (dia) 14 49 14 49
Coeficiente c'*op C“OD  Clorofila | C“OP C“OD  Clorofila | C"OP C“OD  Clorofila | C"“OP C“0OD  Clorofila
R”2 0.94 0.90 0.96 0.74 0.97 0.98 0.95 0.98 0.99 0.99 0.95 0.93

103985 3273  0.0525 | 88351 486 0.052 | 106404 1927 0.059 | 89085 685 0.052
a £ + + + + + + £ + + + +

2503 673 0.001 2541 168 0.001 3295 201 0.001 569 193 0.003

0.962 1.159 0.947 0.982 1.421 0.936 + 0.946 1.193 0.906 0.97 1.292 0.903
b + + + + + ) 0 + + + + + +
0.005 0.037 0.006 0.006 0.066 0.007  0.018 0.004 | 0.001 0.051 0.016
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