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RESUMO

O cobre entra nos corpos d’agua por meio de processos fisicos e quimicos,
garantindo sua presenca em ambientes aquaticos. Além disso, pode ser despejado
em quantidades significativas por atividades industriais, agricolas e de mineracéo,
gerando residuos potencialmente toxicos a saude da biota aquética. O cobre, € um
micronutriente essencial para microalgas e age em processos bioquimicos
fundamentais para a manutencéo da vida. Entretanto, quando em concentracdes
acima das usualmente vivenciadas por esses organismos, o cobre pode apresentar
efeitos toxicos e, em consequéncia, induzir alteracbes bioquimicas na biomassa
algal. Este estudo teve como objetivo investigar o efeito de comunidade de bactérias
do ambiente no metabolismo e sensibilidade da microalga Desmodesmus spinosus
aos ions de cobre. A pesquisa foi dividida em duas etapas, sendo a primeira
realizada para definir as condi¢cdes da segunda etapa. A etapa 1 consistiu em testar
diferentes concentracbes de cobre para avaliar parametros do crescimento,
bioguimica e eficiéncia fotossintética da microalga. Nessa primeira etapa selecionou-
se uma concentracdo de cobre que apresentasse efeitos nos parametros analisados
sem ocasionar a morte celular. Esta concentracdo foi entdo usada no experimento
de exposicdo a comunidade bacteriana, realizados na segunda etapa. Na etapa 2 foi
verificada a influéncia de bactérias sobre os efeitos do cobre no crescimento,
bioguimica e eficiéncia fotossintética da microalga. As concentracdes de cobre
testadas na etapa 1 variaram de 0,007 a 3,5 yM e os resultados mostraram que 3,5
MM Cu?* inibiu o crescimento e atividade fotossintética da microalga, ao mesmo
tempo em que aumentou a concentracdo de carboidratos. As interacdes
microalga/bactérias sdo complexas e podem influenciar nas interpretacbes do que
ocorre no ambiente e em ensaios laboratoriais. Nesta pesquisa concluimos que a
presenca de bactérias pode alterar a toxicidade do cobre para a microalga. Na etapa
2, a presenca de bactérias estimulou o crescimento da microalga, enquanto
mantiveram iguais a sintese e acumulo de clorofila a e formaram-se cendbios com
até 8 ceélulas, o que ndo havia sido detectado nos cultivos axénicos. Além disso, na
presenca de bactérias, 3x mais carboidratos foram acumulados na biomassa algal.

Mostramos que D. spinosus € uma microalga tolerante ao cobre podendo, por isso,



ser indicada em processos de biorremediagdo de ambientes contaminados com esse

elemento.

Palavras-chave: Fitoplancton. Bactérias. Composicéo bioquimica. Fotossintese.

ABSTRACT

Copper enters water bodies through physical and chemical processes, thus ensuring
their presence in aquatic environments. In addition, it can be dumped in significant
amounts by industrial, agricultural and mining activities, generating residues
potentially toxic to aquatic biota. Copper is an essential micronutrient for microalgae
and acts in biochemical processes that are fundamental to maintaining their life.
However, when in concentrations above those usually experienced by these
organisms, copper may have toxic effects and, as a consequence, induce
biochemical changes in algal biomass. This study aimed at investigating the effects
bacteria community on copper toxicity to the microalgae Desmodesmus spinosus and
its interference in metabolic processes such as the synthesis and accumulation of
biomolecules. This research was divided into two parts. In the first one we exposed
axenic cultures of D. spinosus to several copper concentrations in order to define one
concentration to be tested in the presence of bacteria, the second part. Growth
parameters, biomolecules and photosynthetic activity of the microalga were
evaluated in both the absence and presence of bacteria. Our objective in the first part
was to select a copper concentration that affected the general microalgae
metabolism but did not cause its death. For the first part copper concentrations
ranged from 0.007 to 3.5 yM and the results showed that 3.5 uM Cu?* inhibited the
growth and photosynthetic activity of the microalga, while increasing the
carbohydrate concentration. Microalga / bacterial interactions are complex and can
influence the interpretation of what occurs in the environment and in laboratory tests.
In this research, we conclude that the presence of bacteria can alter the toxicity of
copper to microalgae. In part 2, the presence of bacteria stimulated the growth of
microalgae, while kept equal to the synthesis and accumulation of chlorophyll and
formed up to 8 cenobia cells, which had not been detected in axenic cultures. In

addition, in the presence of bacteria, 3x more carbohydrates were accumulated in the



algal biomass. We showed that D. spinosus is a copper-resistant microalgae and can

therefore be indicated in bioremediation processes of environments contaminated

with this element.

Keyword: Phytoplankton. Bacteria. Biochemical composition. Photosynthesis.
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1. INTRODUCAO

As microalgas em geral sdo de grande interesse as industrias de alimento
e farmacéutica, em areas ambientais e da biomedicina (SCHMITZ; MAGRO; COLLA,
2012). Esses organismos, em sua maioria fotossintéticos, respondem as
perturbacdes antropicas sofridas no meio e possuem, ao longo do tempo, a
capacidade de aclimatar-se as diferentes condi¢cbes ambientais, como por exemplo,
através de alteracdo em sua composi¢cado bioquimica. Além de sua importancia
ecoldgica, as microalgas também séo capazes de produzir quantidades significativas
de biomassa a fim de que possam ser utilizadas como fertilizantes, material
cimentante em peletizacdo de sementes (MONTANHIM, et al., 2014), bem como a
producédo de lipideos e pigmentos que as tornam uma opc¢ao na geracao de energia
através dos biocombustiveis (MENEZES et al., 2013). Microalgas também produzem
biomoléculas como os carboidratos e proteinas (CARDOSO; ELIZA; MARQUES,
2011) e, para a obtencdo e manutencdo de biomoléculas existem alguns elementos
que sao essenciais como, por exemplo o nitrogénio, fésforo, cobre, enxofre, dentre

outros (BEER et al., 2009).

O cobre é um desses micronutrientes essenciais ao fitoplancton e age em
processos bioquimicos fundamentais para a manutencdo da vida, como por
exemplo, na cadeia respiratoria, na sintese de proteinas e no metabolismo de
carboidratos, e também atua em diversas rea¢c6es como cofator enzimético e, junto
com enzimas, na cadeia de transporte de elétrons (TAIZ;, ZEIGER, 2004). A
resolucdo CONAMA n° 430, de 13 de maio de 2011, estabelece padrbes de

qualidade da &gua doce com concentracdo de cobre dissolvido igual a 1 mg L*
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(equivalente a 10 uyM Cu?') e é considerada ambientalmente segura para o0s
microrganismos nos corpos d’agua. Entretanto, quando em concentracdes acima
das requeridas pelo fitoplancton, esse metal pode apresentar efeitos toxicos
(ANDREAZZA et al., 2013; KUPPER; KUPPER; SPILLER, 1996; LOMBARDI;
MALDONADO, 2011) e, em consequéncia induzir alteracdes bioquimicas na
biomassa algal. O cobre atinge os corpos d’agua por meio de processos fisicos e
quimicos, como o intemperismo ou infiltracdo em solos e rochas, o que garante sua
presenca em ambientes aquaticos (MARTIM; SANTOS, 2013). Além disso, pode ser
despejado em quantidades significativas por atividades industriais, agricolas e de
mineracdo, gerando residuos potencialmente téxicos a saude da biota aquatica
(YRUELA, 2005). Este metal pode ser encontrado ionizado em trés principais formas
no ambiente, Cu*, Cu?* e Cu®*, e é principalmente na forma do fon hidratado Cu?*
gue esta biodisponivel. Este estado de oxidacdo (+2) é o mais estavel e abundante

dentre as trés formas (COUTINHO; COUTINHO; MAZO, 2009).

Em ambientes naturais que recebem acfes antropogénicas onde o cobre
entra como contaminante, os microrganismos podem ficar expostos ao metal por
longos periodos de tempo, assim, diversos mecanismos de sobrevivéncia/adaptacao
relacionados a presenca de metais estdo presentes nas microalgas, sendo a
biossintese de proteinas quelantes de metais (fitoquelatinas) um deles (MEJARE;
BULOW, 2001). Na presenca de cobre e dependendo de sua concentracdo, a
microalga pode apresentar estresse oxidativo (HAMED et al., 2017), alteracdes nos
processos fotossintéticos (LOMBARDI; MALDONADO, 2011), aumento da
produtividade lipidica (YANG et al., 2015) e também, alteracdo nas proteinas e
carboidratos (PISTOCCHI et al.,, 1997; SILVA; ECHEVESTE; LOMBARDI, 2018).

Organismos aquaticos tendem a acumular esses metais ou outros contaminantes
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organicos em seus tecidos, podendo ofertar grandes riscos de contaminacéo de toda
uma cadeia trofica. Neste contexto, microalgas tém sido destaque nos estudos de
tratamento de efluentes e biossorcdo de metais toxicos (DAL MAGRO et al., 2013;
MEZZOMO et al., 2010). As microalgas cloroficeas sdo comumente empregadas em
bioensaios toxicologicos, pois sdo facilmente cultivadas em laboratorio. E estes
estudos séo importantes para determinar o efeito téxico de agentes estressores apds

exposicao a diferentes doses.

Apesar do grande interesse em microalgas como fonte de estudos
ecotoxicoldgicos e sua importancia nos ecossistemas aquaticos, poucas informacgdes
estdo disponiveis acerca da influéncia que a comunidade bacteriana pode causar
sobre os efeitos de metais nas microalgas. Sabe-se que a interacdo microalgas-
bactérias pode resultar em efeitos sobre a biomassa das microalgas podendo inibir

ou estimular o seu crescimento (WANG et al., 2014).

Em ambientes naturais, a interacdo fitoplancton-bactéria € importante
para os ciclos biogeoquimicos dos elementos, como o carbono, nitrogénio, entre
outros. Sabe-se, por exemplo, que a fixacdo do nitrogénio por algumas
cianobactérias pode ser estimulada na presenca de bactérias (PAERL, 1977). O
estudo dessas interacdes sdo de importancia ecolégica e biogeoquimica, uma vez
que sao fatores fundamentais na construcdo e manutencdo das comunidades
aquaticas. Dados da literatura mostram que em um processo sinérgico, as bactérias
fornecem o CO2, vitaminas e muitas vezes fatores promotores de crescimento
(CROFT et al,, 2005; LE CHEVANTON et al.,, 2013; PAERL et al.,, 2015) as
microalgas, que por sua vez, através da fotossintese, produzem O: e matéria
organica que auxiliam no crescimento bacteriano (GROSSART; SIMON, 2007). Além

disso, as bactérias podem contribuir com o crescimento das microalgas atraves da
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remineralizacéo de nutrientes (JIANG et al., 2007). Segundo Goecke et al. (2010) as
bactérias influenciam o comportamento das algas de diversas maneiras incluindo a
morfogénese, formacdo de coldnias e a germinacdo de esporos. No entanto, a
relacdo é complexa e embora muitas interacdes sejam favoraveis, ha também as
desfavoraveis, em que as bactérias inibem o crescimento das microalgas com a
producdo de metabdlitos extracelulares, enzimas e antibiéticos (BRUCKNER et al.,
2008; FUKAMI; NISHIJIMA; ISHIDA, 1997; SHI et al., 2009) ou mesmo pela
competicdo por nutrientes do meio em que coexistem (DANGER et al., 2007). Desta
forma, as bactérias podem controlar a dinamica das populacdes algais e, da mesma
maneira o fitoplancton pode influenciar a dindmica da comunidade bacteriana
(FUKAMI; NISHIJIMA; ISHIDA, 1997). Nas pesquisas de Wang et al. (2012) uma
cepa isolada de uma comunidade bacteriana demonstrou capacidade em agregar
Nannochloropsis oceanica e outras microalgas. Abed, (2010) e Abed e Kdster,
(2005) observaram que a habilidade de Oscillatoria sp. e espécies de cianobactérias
em degradar hidrocarbonetos ndo era exclusividade prépria, mas ocorria devido a

associacao de bactérias aerdébicas.

Sobre a relacdo microalga-bactéria-metal, sabe-se que biofilmes
bacterianos podem interferir na toxicidade dos metais as microalgas através de
efeitos protetores gerados pelas substancias poliméricas extracelulares (LEVY et al.,
2009). Koukal et al., (2007) mostrou que a relacdo entre bactérias e microalgas é
complexa e inclui a protecdo do estresse causado por metais através da producéo
de polimeros extracelulares e ligacdo ou transformacdo de metais através da
producéo de exsudatos. No entanto, ainda sdo raras as informagdes relacionadas a
interferéncia de bactérias na composicao bioquimica e atividades fotossintéticas de

microalgas expostas a metais.
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Desta forma, como as microalgas fazem parte dos principais produtores
primarios em ecossistemas aquaticos, estudos sobre bactérias associadas a culturas
unialgais em exposicdo ao metal podem elucidar o papel desses micrébios na
producdo de biomassa algal e mostrar como interferem na toxicidade do metal, ja
gue sao raras estas informacdes na literatura. Mesmo em testes ecotoxicologicos,
que sao feitos sob condi¢cdes controladas de laboratério e nos quais os cultivos
raramente sdo axénicos, a presenca de bactérias pode ser agente de interferéncia e
diferentes interpretacdes podem ser obtidas na presenca e auséncia de bactérias.
Nesta pesquisa, abordamos sob o aspecto fisiolégico da microalga, os efeitos de
uma comunidade bacteriana sobre Desmodesmus spinosus exposta ao cobre.
Nossos resultados sdo uma contribuicio ao entendimento de processos que

interferem na resposta de microalgas ao cobre em situacao similar ao ambiente.

2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos dos ions de cobre sobre a fisiologia e bioquimica de

Desmodesmus spinosus na presenca e auséncia de uma comunidade bacteriana.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar diferentes concentracdes de cobre sobre o crescimento e fisiologia de
Desmodesmus spinosus previamente aclimatada ao metal.

e Analisar as respostas fisiolégicas de Desmodesmus spinosus ao cobre, em
cultivos axénicos e nao-axénicos, avaliando-se, ha microalga, proteinas totais,

carboidratos totais e a eficiéncia fotossintética.
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3. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi dividida em duas etapas ou partes experimentais, sendo
que a primeira deu suporte e definiu as condicdes da segunda etapa. A primeira
etapa consistiu em testar diferentes concentragdes de cobre com intuito em avaliar
parametros de crescimento, bioquimica e eficiéncia fotossintética da microalga e
definir a concentracdo de cobre a ser usada na etapa dois. Nessa, avaliamos o
efeito de uma comunidade bacteriana na toxicidade do metal para a microalga,
considerando os efeitos no crescimento, bioquimica e eficiéncia fotossintética da

microalga.

3.1 Condicdes de cultivo

A microalga Chlorophyta de agua doce Desmodesmus spinosus Chodat
(basinbmio Scenedesmus spinosus), familia Scenedesmaceae, com distribuicdo
cosmopolita (ROSINI, 2013) foi a espécie usada nesta pesquisa. A cepa (CCMA-
UFSCar 62) foi obtida em cultivo axénico da Colecdo de Microalgas de Agua Doce
da Universidade Federal de Sao Carlos (CCMA-UFSCar). Condi¢cfes controladas de
luz (190 umol fétons m? s1), temperatura (24 + 1 °C) e fotoperiodo (12 h claro: 12 h
escuro) foram usadas para os cultivos, realizados em meio W.C. (GUILLARD e
LORENZEN, 1972). Aos cultivos foi acrescentado o tampdo HEPES
(BioPerformance certified, >99,5%, Sigma — Aldrich Brasil Ltda) em concentracao
final de 10 M, que manteve o pH dos cultivos préximo de 7,0 independente da
concentracdo de metal testada. De acordo com Ferreira et al. (2015) este tampé&o

possui baixa capacidade de complexacdo com metais e por isso torna-se adequado
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para estudos envolvendo elementos metalicos ndo exercendo efeitos adversos para
as microalgas na concentracdo usada (KNAUER; BEHRA; SIGG, 1997). A seguir
apresenta-se um fluxograma para cada uma das etapas experimentais (Figuras 1 e

2).

Bioensaio Semicontinuo
15 Dias

Concentragdes de cobre
0,04 (controle); 0.1; 0,5; 1,0; 5,0; 10 pi

Determinaczo de ions de cobre livre (11° Dia)
Técnica do eletrodo de ion seletivo - ISE

Triplicata
Desmodesmus spinosus

b, A

Abundancia de cendbios | 137 DIaJ
(Didrio) | Extracao de Clorofila a |

-~ | ~
| Atividade fotossintética |
. | )
‘ | Proteinas Totais |

|
| Carboidratos Totais |

Taxa de crescimento
(Fase exponencial)

Figura 1. Desenho experimental da Etapa 1 de exposicao de Desmodesmus spinosus ao cobre em
cultivos axénicos.

Para os tratamentos de exposicdo ao cobre da etapa 1 foram usadas
concentracfes nominais de 0,04 (controle), 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10 uM a partir de um
padrao de cobre para espectroscopia de absorcdo atdmica (AAS, SIGMA-
ALDRICH). Para cada concentracdo do metal a microalga foi aclimatada por 10 dias

e, neste periodo, a cada 48 h uma aliquota de cultura era removida e inoculada em
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meio fresco e estéril com a respectiva concentracédo de cobre, procurando manter-se
a abundancia celular préoximo a 5x10* cendébios mL?! e as células sempre em fase
exponencial de crescimento. Este procedimento, que caracteriza cultivos
semicontinuos, teve por objetivo garantir que as respostas fisioldgicas retratassem,
de fato, aquela em exposicédo as concentracdes de cobre testadas. A contagem de
cendbios foi feita diariamente utilizando-se um citbmetro de fluxo (Muse Cell
Analyser, Merck Millipore®, USA). Monitorou-se também o pH (pHametro Hanna
instruments, HI 8424, USA). No 11° dia, e apos 10 dias de aclimatacdo ao cobre, a
microalga foi inoculada em 3 réplicas experimentais nas suas respectivas
concentracfes e cultivadas por mais 5 dias, expondo a fase exponencial e
estacionaria de crescimento. As taxas de crescimento especificas foram calculadas
com base na abundancia de cendbios considerando-se os valores do 11° ao 13°
dias experimentais. No 13° dia experimental, foram retiradas amostras para a
realizacdo de curvas rapidas de saturacdo luminosa de acordo com o procedimento
descrito em Camargo e Lombardi (2017), determinacdo da concentracao de clorofila
a (SHOAF; LIUM, 1976), da concentracao de proteinas totais (BRADFORD, 1976) e
de carboidratos totais (ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013) na biomassa

algal.
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Determinacdo de ions de cobre livre

|_ 0,04 € 10 uM de Cobre | o ‘ Técnica do eletrodo de ion seletivo - ISE

1
| Cultivo Axénico }__{ Cultivo Nao-Axénico ‘
Desmodesmus spinosus Desmodesmus spinosus

‘ Ax ‘ ‘ Bact | | Ax + Cu | | Bact + Cu ‘
\—Iif ., ") \—Iil ., s
|
| |
| 0-96h | " asn |

_

Crescimento celular | Atividade fotossintética |
algal e bacteriano |

| § | Proteinas Totais |

| Clorofila a in vivo ‘ . | .
|  Carboidratos Totais |

Figura 2. Fluxograma ilustrando o desenho experimental da Etapa 2 com Desmodesmus spinosus
exposta ao cobre, na concentracdo nominal de 10 pM na presenca e auséncia de bactérias.
Simbolos: Ax: cultivo axénico; Bact: cultivo contaminado com bactérias; Ax+Cu: cultivo axénico
acrescido de 10 uM cobre; Bact+Cu: cultivo contaminado com bactérias e acrescido de 10 uM cobre.

O bioensaio da etapa 2 foi realizado utilizando a concentracdo de cobre
adicionado de 10 yM (equivalente a 3,5 uM de cobre livre), definido durante a etapa
1. Previamente ao inicio do experimento da etapa 2 foi realizada a contaminacdo do

cultivo axénico de Desmodesmus spinosus com uma comunidade bacteriana.

Com o objetivo de coletar uma alta diversidade de bactérias para a
contaminagdo do cultivo axénico de Desmodesmus spinosus, inicialmente uma
coleta de dois litros de agua foi realizada no Lago Monjolinho localizado na
Universidade Federal de Sdo Carlos. ApGs a coleta, zooplancton, protozoarios e
microalgas foram removidos através de filtracdo em filtros de fibra de vidro com
porosidade de 0,6 um (GF-6 Macherey-Nagel). Uma aliquota de 500 ml do filtrado de
bactérias foi adicionado a 9,5 L de meio W.C. juntamente com inéculo de 5 x 104 cél

mL1 da microalga axénica. A cultura foi mantida aberta e borbulhando por 96 horas
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e, diariamente, era exposta na area externa do laboratorio entre 10 e 12 h a.m. para
contaminagdo com outras bactérias ali presentes. Apdos o primeiro inoculo, a cada 96
horas o cultivo era repicado para um novo meio com metade do volume anterior até
alcancar 250 mL (10 L > 5L > 2,5 L - 500 mL - 250 mL). Logo, a cultura foi
mantida com 250 mL e sem borbulhamento até o inicio da segunda etapa da

pesquisa.

O bioensaio da etapa 2 teve duracdo de 5 dias (96 horas) e foi realizado
com 4 tratamentos diferentes em triplicatas. O tratamento (I) consistia de cultivo
axénico (Ax), (Il) cultivo ndo-axénico (Bact), (lll) cultivo axénico com adicdo extra de
cobre (Ax+Cu) e (IV) cultivo ndo-axénico com adicao extra de cobre (Bact+Cu). Para
confirmar a quantidade de cobre selecionada da etapa anterior foi feita a
determinacdo de cobre livre (Técnica do eletrodo de ion seletivo — ISE-Cu)
(LOMBARDI et al., 2007) para os tratamentos com e sem adi¢cado extra de cobre. Foi
monitorado diariamente o0 crescimento celular da microalga utilizando-se um
microscopio (Nikon Eclipse modelo 22 E200, Japan), a clorofila a in vivo (Turner
Designs, Trilogy, USA), e também as medidas de pH (pHametro Hanna instruments,

HI 8424, USA).

O crescimento bacteriano também foi obtido diariamente para os
tratamentos nao-axénicos. A contagem das células bacterianas foi feita em um
citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, USA). As células foram coradas
com SYTO-13 (Molecular Probes) por 10 minutos no escuro a uma concentracao
final de 2,5 umol L e adicionadas de esferas de latex fluorescentes de 2 um como
padrao interno. Os citogramas foram analisados no software FlowJo v7.6, e as
bactérias enumeradas utilizando o grafico de dispersdo lateral (SSC) por

fluorescéncia verde (FL1) como descrito em Sarmento et al., (2008).
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Em 48 horas de cultivo, foram retiradas amostras para a realizacado de
curvas rapidas de saturacdo luminosa de acordo com o procedimento descrito em
Camargo e Lombardi, (2017), concentracéo de proteinas totais (BRADFORD, 1976)
e carboidratos totais (ALBALASMEH; BERHE; GHEZZEHEI, 2013) da biomassa
algal.

Em 96 h de experimento os efeitos do cobre e das bactérias em de D.
spinosus foram avaliados pela quantificacdo do numero de células por cendbios em
cada tratamento experimental. Os individuos foram classificados em 4 categorias:
células livres (unicelular), cendbios de 2 células, cendbios de 4 células e cendbios de
8 células. Imagens dos cultivos mostrando os cendbios formados também foram

obtidas no ultimo dia experimental pelo programa NIS-Elements F4.00.00.

A axenicidade dos cultivos foi conferida no ultimo dia de experimento por
meio de teste utilizando peptona e glicose (250 mg L de cada) (ANDERSEN, 2005)
onde a cultura algal € inoculada e encubada. Para a realizacdo deste teste foram
distribuidos 10 mL do meio de cultivo com peptona e glicose em tubos de ensaio que
receberam uma gota da cultura algal de cada amostra, os tubos foram vedados e
encubados nas mesmas condi¢cdes em que ocorreram 0s experimentos. Ap6s 24 h
verificou-se visualmente a auséncia (meio translicido) ou presenca (meio leitoso) de

bactérias no meio de cultivo.

3.2 Taxas de crescimento e calculo da ECso

As taxas de crescimento especificas para a microalga foram calculadas

com base na abundancia de células, considerando-se a fase exponencial de
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crescimento. Para tanto foi representado graficamente o logaritmo natural da
abundéancia de cendbios em funcédo do tempo experimental, cuja curva foi ajustada
por regressao linear. Na fase exponencial, a reta obtida foi ajustada por regressao
linear e o coeficiente angular resultante representa a taxa de crescimento especifica.

A taxa de crescimento populacional das bactérias foi realizada conforme

descrito em Andersen (2005) de acordo com a equacao (1).

(1) r =[Ln (N2) — Ln (N1)] / Dt

Onde, N1 é o tamanho da populac¢do no inicio de um intervalo de tempo, N2 é o
tamanho da populacdo no final do intervalo de tempo, r é a taxa intrinseca de
crescimento e Dt é a variacdo do tempo. Em ambos os tratamentos com bactérias,
utilizou-se N1 do inicio dos cultivos (dia 0) e N2 ao final do crescimento exponencial.
A concentracdo de Cu?* que ocasionou reducdo de 50% da populagdo
microalgal em comparacao ao controle foi obtida a partir do calculo da ECso. Para
tanto plotou-se abundancia de cenodbios (Y) em funcédo do log da concentracdo de
cobre livre (X). A porcéo linear do decaimento da abundéancia de cendbios foi
ajustada por regresséo linear (Y = ax + b) e o valor de ECso0 obtido de acordo com a

equacao 2.

(0,5Y —b)

a

(2) ECso =
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3.3 Determinacéo de cobre livre

A concentracéo inicial de cobre livre no meio de cultura foi determinada
nas duas etapas da pesquisa. Para tanto, o meio de cultura foi preparado com 24 h
de antecedéncia a inoculacdo da microalga, garantindo equilibrio quimico do metal
no meio. Antes de inocular as células, uma aliquota de 50 mL foi retirada do meio de
cultivo e procedida a quantificacdo dos ions de Cu?* por potenciometria, usando-se
um eletrodo seletivo ao ion cobre (ISE-Cu). Para essa determinacdo seguimos o
procedimento descrito em Lombardi et al. (2007). A forca idnica das amostras foi
ajustada para 0,01 mol Lt com NaNOs ultrapuro (Sigma-Aldrich, Alemanha) e o Cu?*
foi determinado utilizando-se um potencidmetro (Thermo Fisher Scientific, Orion Star
A214, Singapura) com eletrodo seletivo de cobre (Thermo Fisher Scientific, Orion
9429BN, Estados Unidos) e eletrodo de referéncia de dupla jungcédo (Thermo Fisher
Scientific, Orion 900200, Estados Unidos). No dia da determinacao realizou-se uma
curva de calibracdo feita a partir de diluicAo serial do padrdo comercial
monoelementar de cobre para AAS/ICP adquirido em concentracdo de 1000 mg L*
(SpecSol®, Brasil). A curva de calibracdo teve amplitude de concentracdo de 4x10”7
a 6,4x10° mol Lt de Cu?*. A curva de calibracéo foi complementada com um tampéao
metdlico para aumentar o limite de deteccdo do Cu?* para aproximadamente 6x10-1t

mol L' (LOMBARDI et al., 2007).

3.4 Carboidratos e proteinas intracelulares totais

Para as analises de biomoléculas as amostras para a quantificacdo de

carboidratos intracelulares totais foram realizadas segundo meétodo colorimétrico
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com acido sulfurico descrito por Albalasmeh; Berhe; Ghezzehei (2013) e, para a
extracdo de proteinas intracelulares totais seguimos o protocolo de Bradford (1976)
que utiliza albumina sérica bovina (1 mg mL) como referéncia para uma curva-
padrdo. Para carboidratos e proteinas, uma aliquota de 20 e 50 mL,
respectivamente, foram retiradas de cada réplica e centrifugadas (15 min; 2168 xg a
20 °C), os pellets de biomassa foram mantidos congelados até a analise final com
respectivos 1 e 0,5 mL de sobrenadante. E importante ressaltar que na etapa 2 as
amostras de todos os tratamentos ndo-axénicos foram lavadas com meio de cultivo
estéril e centrifugadas duas vezes para a remocdo da comunidade bacteriana antes

das analises.

3.5 Analises fotossintéticas

Os parametros fotossintéticos foram obtidos utilizando-se um fluorimetro
de pulso com amplitude modulada (Phytoplankton Analyzer, PHYTO-PAM, Heinz
Walz GmbH, Germany), que forneceu o rendimento quantico maximo (®wm), 0
rendimento operacional (®’'m) e decaimentos fotossintéticos (qP e NPQ), bem como
a obtengao da curva de saturagao de luz. Para o ®wm as células foram adaptadas ao
escuro por 20 minutos. Em seguida, na presenca de luz actinica, foi obtido o ®’'m, 0s

decaimentos fotossintéticos e as curvas de saturacdo luminosa.

A curva de saturacdo de luz traz informac¢des importantes a taxa de
transporte de elétrons entre o fotossistema Il e fotossistema | (ETR), a irradiancia de

saturacdo de luminosidade (Ek), e o alfa (a), que representa a inclinagéo inicial da
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curva e diz respeito ao aproveitamento da luz incidente (CAMARGO; LOMBARDI,

2017).

A adaptacdo das amostras ao escuro torna o0s centros de reacao
oxidados, “abertos” (KRAUSE; WEIS, 1991), aptos a receber elétrons oriundos da
guebra da molécula de agua. Apoés célculos realizados no préoprio PhytoPAM, valores
estimados de acordo com a equacao 2 séo fornecidos. Assim, obtem-se os valores
de fluorescéncia inicial, FO, fluorescéncia maxima, Fm, fluorescéncia variavel, Fv, e o
rendimento quantico maximo do fotossistema Il - PSII (Fv/Fm), F'O é calculado por

equacdao apresentada em Oxborough; Baker (1997).

) F'0 = FO / (Fv/Fm) + (FO/Fm")

Com todos esses parametros é possivel estimar os valores das
dissipa¢des (Fotoquimico — gP, (SCHREIBER; SCHLIWA; BILGER, 1986) e néao-
fotoquimico — NPQ, (BILGER; BJORKMAN, 1990). A dissipacdo fotoquimica gP
representa a quantidade de energia de ativagdo capturada pelos centros de reacao
enquanto que a dissipacdo nao-fotoquimica - NPQ é o mecanismo de dissipacao de
calor que age na defesa contra danos oxidativos e excesso de luz (FRANCO et al.,

2012). As equac0es para estimativas das dissipacOes estao representadas a seguir.

(3) gP = (Fm—-Fs)/ (Fm-Fo)

(4) NPQ = (Fm — Fm)/ Fm
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A curva de saturacao de luz também traz informacdes importantes sobre o
desempenho do processo fotossintético. Com ela é possivel obter a ETR relativa
(Equacéo 5), taxa de transporte de elétrons entre o fotossistema Il e fotossistema I.
Com as curvas de saturacdo luminosa obtivemos também os valores de irradiancia
de saturacdo de luminosidade (Ex) para D. spinosus, e o valor a (alfa) que

representa a inclinacéo inicial da curva.

(5) ETR = ¢'m X PAR

3.6 Analise estatistica

Os resultados foram testados para normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
analisados usando ANOVA e teste de Tukey com 95% de confianca para detectar
diferencas significativas entre os tratamentos utilizando-se o software SISVAR

(FERREIRA, 2014) e Minitab 17.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CAPITULO 1: Efeitos do cobre no metabolismo da microalga

Desmodesmus spinosus (Chlorophyceae, Scenedesmaceae)

4.1.1 RESULTADOS

Em ordem crescente de concentracdo, os valores de Cu?* livre
determinados ao inicio dos cultivos sdo apresentados na Tabela 1 e corresponderam
a cerca de 5 a 2x menos cobre em comparacdo a quantidade adicionada

(concentracdo nominal).

Tabela 1: ions de cobre livre determinado e concentrac&o inicial de cobre total adicionado.

Tratamentos | [Cu] adicionado [Cu] determinado

(M) (M)

Controle 0,04 0,007
T1 0,1 0,05

T2 0,5 0,08

T3 1,0 0,60

T4 5,0 0,85

T5 10,0 3,53

Na figura 3 é possivel observar o crescimento da microalga D. spinosus
durante a aclimatagdo em sistema semicontinuo, sempre mantida em fase
exponencial de crescimento. O crescimento mostrado do 11° ao 15° dia de
exposicdo ao cobre inclui também o inicio de fase estacionaria. Mediante aos

resultados obtidos, podemos observar o potencial adaptativo da microalga, que com
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o passar do tempo de exposicdo ao metal, retoma o0 crescimento para a
concentracao intermediaria do cobre. Esta situacdo pode ser observada a partir do
quinto dia experimental e refere-se a concentragdo de 0,6 pM Cu?*. A curva de
crescimento (11° ao 15° dias) mostra que apos 48 horas do inicio do in6culo ha uma
desaceleracdo do crescimento de D. spinosus evidenciando o fim da fase

exponencial de crescimento.

Ln (cenobios mL'1)

O = S A NN NN (N N N B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tempo (dias)

Figura 3. Aclimatacdo e curva de crescimento de D. spinosus durante exposi¢cdo ao cobre livre. Os
simbolos representam as diferentes concentracdes do metal, em pM, sendo que 0.007 equivale ao
controle. Apresentamos o logaritmo natural da abundéancia de cenébios (cenébios mL1) em funcéo do
tempo experimental (dias). A seta indica momento de amostragem na fase exponencial de
crescimento (48 h apdés indculo do 11° dia). Barras de erros representam o desvio-padrao (n=3).

Os resultados obtidos quanto ao crescimento populacional (abundéancia
de cendbios e concentracdo de clorofila a, assim como as taxas de crescimento para
todas as concentracdes de cobre sdo mostrados na figura 4. Observa-se o estresse
causado pelo cobre a partir de 0,85 uM Cu?* onde ha reducédo nos parametros do

crescimento populacional e, na figura 4c, foram calculados redugdes de 17% na taxa
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de crescimento em 0,85 uyM Cu?* e de 45% em 3,5 yM Cu?' em comparagdo ao

tratamento controle.

Concentracéo de clorofila a

Taxa de crescimento
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Figura 4. Pardmetros do crescimento populacional nas culturas de D. spinosus no 13° dia em funcéo
do Log da concentracdo de cobre livre (mol L1): (a) Abundancia de cenobios (cendbios mL-1), (b)
Concentracao da clorofila a (pg cél) e a (c) taxa de crescimento (d) calculada a partir dos dados de
abundéancia populacional. Barras de erro indicam o desvio-padrédo (n=3).

Os resultados da quantificagdo das biomoléculas,

carboidratos e

proteinas, sdo mostrados na figura 5. Nota-se que a microalga se mostrou resistente
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ao cobre até a concentracdo de 0,85 pM Cu?*. A sintese de biomoléculas em D.
spinosus foi afetada na maior concentracdo de cobre testada (p<0,05). Tanto
proteinas como carboidratos por cendbio aumentaram na maior concentracdo de

cobre, 3,5 uM Cu?*.
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Figura 5. Carboidratos totais e proteinas totais em fungdo das concentragdes de cobre (UM) para os
tratamentos no 13° dia exposicdo ao metal. Barras de erro indicam o desvio-padrdo (n = 3) e
asteriscos indicam diferencas estatisticas (p<0,05).

Os dados relacionados as atividades fotossintéticas sdo demonstrados na
figura 6. O acompanhamento de ®m (Rendimento quéntico maximo) e ®'m
(Rendimento quantico operacional), apesar de baixas taxas de crescimento em 0,6 e

0,85 uM Cu?*, indicam que a microalga estava com condi¢Ges fisiolégicas saudaveis

e ndo apresentaram diferengas entre os tratamentos (p>0,05).

O decaimento fotoquimico (gP) de ~ 1.0 e baixo decaimento nao-
fotoquimico (NPQ), indicam que a alga ndo se encontrava sob estresse
fotossintético. O gP e NPQ se mantiveram igual para todas as concentracdes

(p>0,05).
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Figura 6. Rendimento quéantico maximo (®wm) e efetivo (P’'m) e decaimentos de fluorescéncia (qP,
NPQ) nos cultivos de D. spinosus mantidos nas varias concentragdes de cobre livre (M) no 13° dia
de exposicdo. Valores de fluorescéncia reportados em unidades arbitrarias (U.A.). Barras de erro
indicam o desvio padréo (n = 3). Asteriscos indicam diferencas estatisticas (p<0,05).

As curvas de saturacdo luminosa (Figura 7; parametros na Tabela 2)
obtida para todos os tratamentos, por sua vez, mostram que ndo houve qualquer
efeito no coeficiente maximo de aproveitamento da luz (a), mas sim na taxa de

transporte de elétrons relativa maxima (ETRm) e na intensidade luminosa de

saturacdo (Ex) onde houve reducéo, confirmando o estresse sofrido em 3,5 uM Cu?*.
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Figura 7. Curvas rapidas de saturagdo luminosa reportada como taxa de transporte de elétrons
(ETRrelativa) em funcao da intensidade luminosa (umol de fétons m?2 s1) para os tratamentos no 13°
experimental. Cada simbolo representa uma concentracéo de cobre livre (uM). Barras de erro indicam
0 desvio padréo (n = 3).



34

Tabela 2: Parametros fotossintéticos obtidos a partir das curvas de saturacéo de luz no 13° dia
de exposicado ao cobre. Valores médios de ETRrelativa maxima (ETRm), inclinacédo inicial da curva
(a) e intensidade luminosa de saturacéo (Ek). Desvio padréo entre parénteses (n=3). Letras indicam
diferengas estatisticas (p<0,05).

Tratamentos ETRm o Ex
0.007 175.6 (11.4) @ 0.71 (0.02) @ 245 (20.5) 2
0.05 170.2 (15.7) ® 0.70 (0.03) 240 (12.6) ?
0.08 166.6 (8.5) ® 0.74 (0.02) @ 223 (16.8)

0.6 166.0 (5.1) ® 0.75 (0.02) @ 221 (5.5) ®
0.85 165.6 (11.5) ® 0.77 (0.05) 2 215 (16.5)
3.5 142.6 (9.4) ® 0.75 (0.02) 2 190 (8.6) °

4.1.2 DISCUSSAO

A determinacdo de cobre livre mostrou que até a concentracdo de 0,08
uM Cu?* a maioria do cobre adicionado foi complexada pelos ligantes presentes no
meio W.C., mas acima dessa concentracdo, os sitios de ligacdo, entdo ja
preenchidos pelo metal, ndo aceitavam mais o elemento e a concentragao de cobre
livre no meio de cultura atingiu o seu valor maximo (3,5 yM Cu?*). Sabemos que o
EDTA presente no meio de cultivo W.C. € um importante agente quelante de metais
(AVDEEF; ZABRONSKY; STUTING, 1983) e provavelmente foi o responsavel pela
complexacdo do cobre. Como consequéncia, foi obtida a diminuicdo da
concentracdo do Cu?* em comparacgdo ao cobre nominal. O EDTA é um ligante néo
especifico e, portanto, em meio de cultura liga-se ndo somente ao ferro, o principal
propésito pelo qual € usado, mas também a outros microelementos (AVDEEF;

ZABRONSKY; STUTING, 1983; LOMBARDI et al., 2007; TONIETTO et al., 2016).
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Poucas séo as pesquisas com Desmodesmus spinosus (ROSINI, 2013b;
RUGNINI et al., 2017, 2018) e, nada foi encontrado como, teor de carboidratos e
proteinas e, as atividades fotossintéticas desta microalga. Na presente pesquisa foi
detectado sutis respostas fisioldgicas e bioquimicas da microalga sob exposicédo a
crescentes concentracbes de cobre. Uma vez que o teor de biomoléculas e a
fotossintese quando modificados podera causar um desequilibrio no ecossistema. A
figura 3 mostra o crescimento de D. spinosus nas varias concentracdes de cobre
incluindo o periodo de aclimatacéo celular ao metal. Apresentando variacdo na taxa
de crescimento nas concentracdes de 0,60 UM Cu?* (taxa crescimento = 1,35 *
0,0866) e 0,85 uM Cu?* (taxa crescimento = 1,20 + 0,0577), sugerimos que possa ter
havido uma adaptacdo da microalga ao metal. Este resultado estd de acordo com
Takamura et al. (1989), que discutem o potencial adaptativo de microalgas
cloroficeas e concluem que elas possuem alta capacidade de adquirir tolerancia ao
cobre apds exposicéo prolongada. O valor de ECso de 1,2 uM Cu?*indica que em 3,5
UM Cu?* ndo haveria recuperacdo desta populacdo, de fato como obtido nesta
pesquisa. Levy et al., (2009) demonstraram para Chlorella sp. ECso = 4,6 uM de
cobre dissolvido em cultivo axénico e, para Pseudokirchneriella subcapitata, a
concentracdo de 8x10°® uM de Cu dissolvido. Comparada a P. subcapitata, uma
microalga usada em testes padrdes de ecotoxicidade, D. spinosus mostrou-se
tolerante ao cobre, podendo ser indicada as pesquisas de biorremediacdo de
ambientes contaminados com o metal.

Para os resultados obtidos quanto ao crescimento populacional
(abundancia de cendbios e concentragdo de clorofila a), assim como as taxas de
crescimento para todas as concentragcbes de cobre mostrados na figura 4,

observamos que a partir de 0,85 pM Cu?" ha reducdo nos parametros do
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crescimento populacional e, em 3,5 pM Cu?" a microalga poderia enfrentar
problemas relacionados a captacdo de luz e realizacdo da fotossintese, o que pode
estar relacionado a reducéo da clorofila a. Sabe-se que as clorofilas sdo pigmentos
primarios captadores da luz no processo fotossintético (MIAZEK et al., 2015) e é a
partir dela que elétrons oriundos da agua sao transferidos para a cadeia
transportadora de elétrons da fotossintese (STREIT et al.,, 2005). Na figura 4c
observamos redugdes de 17% na taxa de crescimento em 0,85 uM Cu?* e de 45%
em 3,5 uyM Cu?", que estdo de acordo com a literatura. Fawaz et al., (2018)
realizaram bioensaios com cobre para encontrar a dosagem que inibiria a
proliferacdo de algas em canais de irrigacdo e mostraram que acima de 3 pM de
cobre total houve reducdo na taxa de crescimento para as trés espécies testadas:
Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus subspicatus e Oscillatoria agardhii.
Lombardi e Maldonado (2011) investigaram os efeitos do cobre na taxa de
crescimento e atividade fotossintética em Phaeocystis cordata em sistema
semicontinuo. Os autores usaram amplitude de concentracdo de cobre de 0,002 a
80 uM Cu?* e, similar ao nosso resultado, mostraram reducdo na taxa de
crescimento da alga a medida em que aumentou-se a concentracdo do metal.
Echeveste et al., (2017) apontam que em cloroficeas ha competicdo dos ions cobre
por sitios de ligacdo de outros nutrientes essenciais a alga e isto prejudica o seu
desenvolvimento celular ocasionando queda nas taxas de crescimento. Juneau e
Harrison (2005) também obtiveram reducdo da taxa de crescimento em microalgas

expostas ao cobre.

A sintese de biomoléculas em D. spinosus foi afetada somente na maior
concentracdo de cobre testada (p<0,05). Tanto proteinas como carboidratos por

cendbio aumentaram na maior concentracdo de cobre, 3,5 pM Cu?*. Sabe-se que,
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dependendo da concentracdo de exposicao 0s metais-traco, estes podem alterar a
qguantidade e qualidade de proteinas (CHIA et al., 2017) e carboidratos (PISTOCCHI
et al., 1997) em microalgas. O aumento de biomoléculas em microalgas tem sido
relatado como uma estratégia que pode auxilid-las na sobrevivéncia quando sofrem
estresse por metal ou falta de nutrientes (CHIA et al., 2017). Silva et al. (2018) expos
a microalga Scenedesmus quadricauda ao cobre e também obteve aumento de
carboidratos e proteinas. Os autores atribuiram esse resultado a mecanismos de
reparacdo e protecdo das células ao estresse pelo metal. De acordo com Oga,
(2008), a capacidade de adaptacdo bioquimica das microalgas é uma importante
propriedade encontrada nesses organismos, sendo responsavel pela amplitude de
seus limites de resisténcia as variacbes do meio, que neste caso, foram variacbes
das concentracdes de cobre. Nossos resultados apresentam implicacdes ecolégicas,
uma vez que a alteracdo no teor de biomoléculas em organismos base de cadeias
alimentares em ecossistemas aquaticos pode alterar o equilibrio energético nesses

ambientes.

A capacidade fotossintética feita através do rendimento quantico maximo;
®m ~ 0.74 e operacional; ®’m ~ 0.60 (figura 6) ndo variou nas diferentes
concentracbes de cobre as quais D. spinosus foi exposta, sugerindo que
mecanismos de protecdo do aparato fotossintético poderiam estar ativados. De
acordo com informagdes da literatura, o rendimento quantico maximo (®Pwm) diz
respeito ao estado fisiologico da microalga (KROMKAMP et al., 2008) e variacao
neste parametro pode estar associada a diminuicdo do transporte de elétrons do
fotossistema |l para o fotossistema |, limitando a reoxidagcdo da plastoquinona A
(MALLICK; MOHN, 2003) uma aceptora de elétrons. O decaimento fotoquimico (gP)

de ~ 1.0 e baixo decaimento ndo-fotoquimico (NPQ), indicam que a alga nédo se
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encontrava sob estresse fotossintético, mesmo apresentando taxas de crescimento
mais baixas em 0,85 e 3,5 UM Cu?*. Os resultados de qP confirmam que a energia
absorvida pela clorofila a foi direcionada para a fotoquimica e pouca variacdo foi
observada no NPQ. De acordo com Lombardi e Maldonado (2011), é gracas a
manutencdo quase constante dos parametros ambientais (intensidade luminosa e
concentracdo de nutrientes) no entorno das células algais dada por cultivos
semicontinuos, que pequenas diferencas frente ao cobre sdo detectaveis.

As curvas de saturacdo luminosa (Figura 7; parametros na Tabela 2)
mostram que ndo houve qualquer efeito do cobre no coeficiente maximo de
aproveitamento da luz (a), mas sim na taxa de transporte de elétrons relativa
maxima (ETRm) e na intensidade luminosa de saturacao (Ex). Tanto a ETRm como
Ex diminuiram em 3,5 uM Cu?* e esta reducdo pode ser decorréncia de modificacées
na clorofila a, pigmento fotossintético essencial. Segundo Filippis (1978) e Gross et
al. (1970), o ion magnésio (Mg) central presente na clorofila a, pode ser substituido
pelo cobre, comprometendo a fluorescéncia emitida pela alga. Watanabe et al.
(1985) demonstraram que a clorofila a composta pelo ion Mg possui maior
capacidade de liberacdo de elétrons do que quando comparada com 0 pigmento
tendo o ion Mg substituido por outro elemento. Assim, a fluorescéncia da clorofila a
pode ser uma boa ferramenta para a averiguacdo do estado fisiolégico de

microalgas de forma rapida e precisa.

Em geral, apesar de Desmodesmus spinosus poder ser considerada
tolerante ao cobre, as concentracdes de cobre testadas no presente trabalho sao 3x
menores ao limite estipulado pela resoluggdo CONAMA n°430 e indicaram efeitos
negativos do metal apos tempos de exposi¢cdo prolongado. A microalga exposta a

3,5 UM Cu?*, apresentou crescimento instavel e lento, o que possivelmente pode
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levar ao desaparecimento da espécie em locais com a contaminacdo em

concentracfes proximas a essa.

4.1.3 CONCLUSAO

D. spinosus apresentou alta resisténcia ao cobre sendo a taxa de
crescimento, clorofila a, ETRm e Ek afetadas somente na concentragéo de 3,5 uM de

cobre livre, a maior concentracdo testada nesta pesquisa.

A concentracdo das biomoléculas carboidratos e proteinas aumentaram

em D. spinosus em células expostas a concentracdo de 3,5 uM Cu?*.

A capacidade fotossintética (rendimentos méximo e operacional)

permaneceu similar ao controle independente da concentracao de cobre.

Em geral, os resultados mostraram que D. spinosus foi resistente ao metal
cobre, suportando concentracdes de até 0,6 UM de cobre livre sem a deteccéo de
qualquer efeito fisioldgico dentre os abordados nesta pesquisa, tornando-a uma boa

candidata a remediacdo de ambientes contaminados com este metal.
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4.2 CAPITULO 2: A influéncia das bactérias no metabolismo da

microalga Desmodesmus spinosus ao cobre

4.2.1 RESULTADOS

Os resultados de axenicidade para os cultivos foram negativos para a
presenca de bactérias nos tratamentos axénicos, 0 meio permaneceu translucido
apos 24 h e somente a microalga cresceu apos 48 h. Para os tratamentos nao-
axénicos, houve o crescimento de bactérias, detectado em 24 h, o que tornou o0 meio
leitoso. A quantificacdo de cobre livre mostrou que para o tratamento controle foi
obtido 4,9 x 10° mol L (0,004 uM Cu?*) e para o tratamento com adicdo extra de
cobre obteve-se 3,0 x 10 mol L (3,0 uM Cu?*). O pH do meio manteve-se neutro,

entre 6,8 e 7,4, durante todo o experimento.

Apds 48 h experimental, o crescimento de D. spinosus na presenca de
bactérias e cobre (Bact+Cu) e sem cobre (Bact) foi maior do que os tratamentos
axénicos (Ax e Ax+Cu), para o parametro de crescimento celular (Figura 8a), e sem
alteracdo para a fluorescéncia da clorofila a (Figura 8b). A taxa de crescimento
(Figura 9) confirma os resultados demonstrando maior crescimento algal quando na
presenca de bactérias. A menor taxa de crescimento do tratamento axénico com
cobre (Ax+Cu) demonstrou a maior sensibilidade da microalga ao metal quando em

cultivo axénico, comparada aos demais tratamentos.
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Figura 8. Logaritmo natural da abundancia de células (a) e fluorescéncia da clorofila a (b) em funcao
do tempo experimental de 96 horas. Barras de erros indicam o desvio-padréao (n=3).
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Figura 9. Taxa de crescimento (d!) de D. spinosus no obtida até 48 h. Barras de erro indicam o
desvio-padrdo (n=3). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05).

A adicdo de cobre afetou também o crescimento das bactérias em co-
cultivo com a microalga, retardando seu crescimento. Em ambos os tratamentos
Bact e Bact+Cu as densidades bacterianas atingiram valores maximos semelhantes,
mas no tratamento Bact a densidade maxima de bactérias ocorreu em 24 horas
(Figura 10) com taxa de crescimento = 0,23 d, enquanto que em Bact+Cu a

densidade maxima foi atingida em 48h com taxa de crescimento = 0,11 d1.
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Figura 10. Curva do crescimento bacteriano em fun¢cdo do tempo experimental de 96 horas. Barras
de erros indicam o desvio-padrao (n=3).
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A contagem de células livres e de cendbios no ultimo dia experimental,
mostrou certa plasticidade fenotipica da microalga na presenca e auséncia de
bactérias e com adicdo extra de cobre. Nos cultivos axénicos (Ax+Cu) houve um
predominio de células livres e formacfes de cendbios com duas células, ao passo
gue os demais tratamentos foram iguais entre si, exceto em Bact, Unico tratamento
que apresentou formacdes de cendbios com até 8 células (Figura 11). As imagens

dos cendbios formados podem ser visualizadas na figura 12.
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Figura 11. Porcentagem do namero de células por cendbios em fungéo dos diferentes tratamentos
em 96 horas de exposicdo ao cobre. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (p<0,05) e
barras de erros indicam o desvio-padrao (n=3).
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Figura 12. Imagens ampliadas 40x dos cultivos em 96 horas de exposi¢do ao cobre mostrando os
cendbios formados.

Em relacdo a composicdo bioquimica de D. spinosus (Figura 13), a
proteina por célula foi mais alta somente no tratamento em que apenas o cobre foi

adicionado, Ax+Cu (Anova, p<0,05). Ja o contetudo de carboidratos é maior apenas
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quando na presenca de bactérias com o metal, sendo a concentracdo de
carboidratos em Bact+Cu aproximadamente 3x e 2x maior do que em Ax+Cu e AX,

respectivamente.
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Figura 13. Carboidratos totais e Proteinas totais em fun¢do dos tratamentos para o tempo
experimental de 48 horas. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas (p<0,05) e barras de erros
indicam o desvio-padréao (n=3).

O rendimento quantico maximo (®m) e o rendimento quantico operacional
(®’m) obtidos em 48 h de exposicdo ao cobre e as bactérias sdo reportados na
Figura 14a. Houve diminuicdo do ®m (Anova, p<0,05) nos tratamentos com cobre,

independente da presenga das bactérias. O ®’m néo apresentou diferencas entre os

tratamentos.

A aplicacdo do modelo matematico na técnica do Phyto-PAM nos permite
analisar o quanto de energia dos centros de reagédo dos fotossistemas (PSs) foram
utilizadas no transporte de elétrons (qP) e o quanto foi dissipado na forma de calor
(NPQ). A energia direcionada para o transporte de elétrons (gP) permaneceu igual

para todos os tratamentos, enquanto os tratamentos com cobre demonstraram
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reducdo da energia dissipada em forma de calor (NPQ) em comparacdo aos
tratamentos sem cobre extra (Anova, p<0,05), sendo o menor valor encontrado para

o tratamento Bact+Cu (Figura 14b).
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Figura 14. (a) Rendimento quantico maximo (®Pw) e efetivo (P’m) e (b) dissipacdes fotoquimica — qP e
nao-fotoquimica - NPQ nos cultivos de D. spinosus em 48 horas de exposicdo ao cobre. Valores de
fluorescéncia reportados em unidades arbitrarias (U.A.). Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas (p<0,05) e barras de erros indicam o desvio-padréo (n=3).
As curvas de saturacdo de luz e os parametros obtidos apd6s o tratamento
matematico dos dados sdo apresentados na figura 15 e tabela 3, respectivamente.

Os tratamentos foram iguais entre si (Anova, p>0,05), no entanto é possivel observar

uma fotoinibicdo maior no tratamento axénico com cobre.
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Os parametros da curva de luz, (a) inclinacéo da reta, (Ex) irradiancia de
saturacao e (rETR) taxa de transporte de elétrons também nao sofreram nenhuma

alteracdo diante aos interferentes, cobre e bactérias (Tabela 3).
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Figura 15. Curvas rapidas de saturacdo luminosa reportada como taxa de transporte de elétrons
(ETR relativa) em fungdo da intensidade luminosa (umol de fétons m? s1) para os tratamentos em 48
h do tempo experimental. Barras de erro indicam o desvio padréao (n = 3).

Tabela 3: Parametros fotossintéticos obtidos a partir das curvas de saturacao de luz em 48 horas de
exposicao ao cobre. Valores médios de ETR relativa maxima (mETR), inclinagao inicial da curva (a) e
intensidade luminosa de saturacdo (Ex). Desvio padréo entre parénteses (n=3). Letras indicam
diferencas estatisticas (p<0,05).

Tratamentos METR o Ex
AX 164.5 (18.0) @ 0.65 (0.02) @ 245 (20.4) @
Bact 158.0 (0.3) 2 0.65 (0.03) # 240 (11.7) @
Ax + Cu 156.6 (6.3) 2 0.60 (0.01) ® 258 (12.7) @

Bact + Cu 160.0 (0.3) ® 0.65 (0.01) 2 244 (5.6) ®
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4.2.2 DISCUSSAO

Os resultados da determinacao de cobre livre seguiram 0 mesmo padrao
da etapa 1 (Cap.1l), uma vez que devido a presenca do ligante EDTA, a quantidade
de cobre livre no meio de cultivo W.C. foi menor do que a adicionada. A quantidade
de cobre livre medida foi de 0,004 uM Cu?* para os tratamentos sem adicéo extra de

cobre e 3,0 uM Cu?* para os demais tratamentos.

As microalgas em geral sdo muito Uteis para avaliar a contaminacéo por
metais em ensaios laboratoriais, pois sdo sensiveis a eles em concentracdes acima
das requeridas por elas. Tradicionalmente, os testes de toxicidade em laboratorios
séo realizados com uma Unica espécie, monocultivo, e sem a avaliacdo da presenca
ou auséncia de bactérias, sendo este Ultimo, um quesito irrelevante as normas da
ABNT (Associacao Brasileira de Normas Técnicas). Entretanto, é pouco conhecido
como as bactérias podem influenciar nas respostas toxicologicas e metabolismo das
microalgas a contaminantes metalicos. Um ponto importante dessa pesquisa foi
avaliar a sensibilidade da microalga D. spinosus ao cobre perante um cultivo axénico
e nao-axénico, uma vez que diferencas nestes tratamentos podem induzir a
diferentes interpretacbes dos testes toxicoldgicos. Algumas bactérias sé&o
componente funcional essencial do ambiente algal (SALAUN et al., 2012) e as
respostas apresentadas pela microalga dependem das espécies de bactérias
presentes no meio (SHER et al., 2011), nesta pesquisa, optamos por uma
comunidade bacteriana natural, composta por diversas espécies com mais chances

de interagcdo com a microalga.
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As bactérias podem ter um efeito positivo ou negativo nas algas em
ambientes naturais. Por exemplo, uma comunidade bacteriana pode interferir na
toxicidade do metal aumentando sua area de superficie de absor¢cdo em cultivos de
microalgas (LEVY et al., 2009). O crescimento de D. spinosus, representado na
figura 9, foi maior na presenca de bactérias e mesmo com excesso de cobre. Levy et
al., (2009) demonstraram que as espécies Nitzschia closterium e Pseudokirchneriella
subcapitata obtiveram maiores taxas de crescimentos em cultivos nao-axénicos,
onde a presenca de uma diversidade de bactérias associada a cultura algal foi
benéfica para as espécies mesmo com o0 aumento da concentracdo de cobre
dissolvido no meio. Estudando as interacdes entre bactérias e algas, Grossart et al.
(2006) mostraram que as espécies Skeletonema costatum e Thalassiosira rotula
apresentaram densidades celulares mais altas quando na presenca de bactérias, a
alta densidade celular da microalga ap6s as 48 h no cultivo ndo-axénico (Bact) de D.
spinosus pode ter ocorrido devido a remineralizacdo de nutrientes, producdo de
vitaminas ou outros compostos promotores de crescimento pelas bactérias (CROFT
et al., 2005; JIANG et al., 2007). No cultivo Bact+Cu pode ter havido sequestro dos
ions de cobre pelas bactérias ou complexacdo com os produtos excretados por elas
(KOUKAL et al., 2007; LEVY et al., 2009), diminuindo sua biodisponibilidade para a
microalga, concomitantemente com presenca de populacdes bacterianas que
também agiram remineralizando nutrientes e/ou produzindo compostos promotores

de crescimento.

Apesar das bactérias, ao serem comparadas as microalgas (I) obterem
taxas de crescimento mais altas, (ll) terem maior relacdo entre sua &area
superficial/volume e (lll) possuirem taxas mais rapidas de absor¢do de fosforo

(RIER; STEVENSON, 2002), assim como para as microalgas, varios fatores
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abidticos e bidticos influenciam a abundancia e atividades da comunidade
bacteriana. Podemos observar que a taxa de crescimento das bactérias para o
tratamento que continha cobre (Bact+Cu) foi menor que o tratamento sem cobre em
excesso (Bact). Um dos mecanismos das bactérias para resistir aos efeitos do cobre
sobre o seu crescimento consiste em manter um efluxo ativo de bombeamento de
cobre para fora da célula ou desintoxicacdo enzimatica, onde ira reduzir a toxicidade
do ion toxico (MEJARE; BULOW, 2001) e, provavelmente, esse tenha sido o motivo
pelo qual houve o retardo do crescimento bacteriano no tratamento Bact+Cu, e que
contribuiu para que a populacdo bacteriana alcancasse o pico de crescimento como
em Bact. Segundo Mejare e Bilow (2001) as células bacterianas também podem
contornar o estresse causado pelo cobre aumentando a capacidade de ligacdo de
metalotioneinas com o metal, elas expressam os ligantes de metais na superficie da
célula, onde néo irdo interferir nas atividades intracelulares. Ao final do crescimento
exponencial e inicio da estacionaria da microalga houve queda do numero de células
bacterianas, sendo que ap6s 72h a densidade da alga se sobrepbe as bactérias.
Nesta fase do crescimento algal deve-se considerar uma diminuicdo da incidéncia
luminosa, pois segundo Gurung et. al., (1999), sob condi¢bes de pouca luz, devido
ao auto sombreamento das microalgas, pode-se esperar que a densidade de
bactérias seja menor em relacédo a densidade de algas, pois a excrecdo de carbono

organico por célula de algas deve ser mais baixa.

Véarios sdo 0s mecanismos nas microalgas que estdo relacionados aos
efeitos toxicos dos metais e a formacdo de cendbios € uma delas. As células na
coldénia ou cendbios ocorrem comumente com duas, quatro ou oito células (LEE,

2008). Segundo Egan e Trainor, (1989) a morfologia da colbénia pode variar de

acordo com o meio ambiente em que estdo crescendo. Na auséncia de predadores,
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muitas espécies de Scenedesmus tendem a crescer como células livres, pois as
vantagens para a espécie no estado unicelular incluem menor velocidade de
naufragio das células e maior area de superficie para a relacdo de volume em
termos de absorcdo de nutrientes e de luz (LURLING, 1998). Em nosso caso, as
células encontravam-se em condi¢cdes Otimas de crescimento e sem efeito de
predadores, portanto, o investimento na formacéo de cendbios foi menor nos cultivos
axénicos, como observado na Figura 11. Outro mecanismo esta relacionado com a
formacéo de cendbios com duas ou mais células, nos quais as mudancas no nimero
de células por cendbio provavelmente é um indicativo de processo fisioldgico
citocinético afetado por estresse causado pelo cobre (LOMBARDI et al., 2007).
Nossos resultados para o tratamento Ax+Cu concordam com os da literatura, pois
nessa cultura os numeros de células individuais foram reduzidos comparados aos
tratamentos sem adicdo extra de cobre. No entanto, o nimero de cendbios com 8
células foram significativamente maiores apenas no cultivo contaminado somente
com bactérias. Sugerimos que, possivelmente, a formacdo de cendbios com 8
células ocorreu para que fosse reduzido a area de superficie de contato com os
excretados produzidos pelas bactérias, uma vez que também podem ser

desfavoraveis a microalga.

Em alguns casos, nas associacdes alga/bactérias, ha gasto energético
pelo fitoplancton para manter as populacdes bacterianas, em contrapartida, as
bactérias que interagem com o fitoplancton podem ser selecionadas pela qualidade
do produto excretado pelo fitoplancton (BAGATINI et al., 2014). O aumento dos
carboidratos intracelulares totais em Bact+Cu pode estar diretamente ligada a um
dos mecanismos de defesa contra a toxicidade do metal, na qual estas biomoléculas

podem se ligar ao cobre diminuindo sua toxicidade (AFKAR; ABABNA; FATHI, 2010)
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ja que a taxa de crescimento neste tratamento foi alta. Este aumento também
poderia estar relacionado a reducdo da excrecao extracelular de carboidratos pela
microalga para diminuir a competicdo com as bactérias e nao fomentar o
crescimento bacteriano, assim, acumulando carboidratos intracelulares, uma vez que
os carboidratos foram medidos em 48 h, momento em que ocorreu a maior
densidade de bactérias para Bact+Cu. Estudos indicam a utilizacdo de nutrientes
inorganicos dissolvidos na agua pelas bactérias para sua complementacao
nutricional, um comportamento similar ao da microalga (COVENEY; WETZEL, 1988)
e que leva a competicdo entre os microrganismos. Segundo Geider e La Roche,
(2011), os carboidratos de armazenamento sdo os que as células acumulam, dentro
e fora dos cloroplastos, em condi¢des de estresse. Ja no tratamento Ax+Cu, houve
maior producdo de proteinas comparado aos demais tratamentos. Este resultado
confirma a influéncia das bactérias na toxicidade do metal. Na auséncia das
bactérias em meio com excesso de cobre a microalga investiu no aumento das

biomoléculas proteicas ligadoras de metais.

z

A nocdo de concentracdo tdxica € usada para uma concentracado de
metais pesados que inibe significativamente a atividade metabdlica sem induzir a
morte das microalgas e plantas em geral. A microalga é exposta a metais e podem
permanecerem vivas, mas com uma diminuicdo na taxa de crescimento
(CLIJSTERS; VAN ASSCHE, 1985). No presente trabalho, foi constatada pequena
diminuicdo da taxa de crescimento da microalga no tratamento Ax+Cu, e aumento
da taxa nos cultivos com bactérias. No entanto, ndo foi constatada diminuicdo da
fluorescéncia da clorofila a (Figura 9b) na fase exponencial de crescimento e no qual
foram realizadas as amostragens para as analises das atividades fotossintéticas.

Segundo Talec et al., (2013) a clorofila a € o principal regulador da fotossintese,
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principalmente em condicbes controladas de luz e temperatura. O rendimento
quantico efetivo (®'m) € um dos parametros mais importantes da fotossintese e nos
indicou que as células estavam em boas condi¢cdes de cultivo independente do
tratamento, este parametro mede a proporcdo de luz absorvida pela clorofila
associada ao fotossistema Il e que € usada na fotoquimica indicando a performance
fotossintética real da microalga aclimatada a luz (CAMPOSTRINI, 1998). Além disso,
os valores de ®’'m séo suportados pelos valores de gP (Figura 14b) que mantiveram-
se préoximos de 1,0 em todos os tratamentos, indicando a quantidade de energia
direcionada para a realizacdo da fotoquimica (JUNEAU; EL BERDEY; POPOVIC,
2002; JUNEAU; HARRISON, 2005). Lombardi e Maldonado, (2011) sugerem que o

®’'m é um parametro menos sensivel a variagdes ambientais comparado ao Om.

No rendimento quantico maximo houve tendéncia de reducdo em ambos
0s tratamentos com cobre (com e sem bactérias), embora a diferenca seja pouca
(Anova, p<0,05) com reducao cerca de 4,05%. Este resultado esta de acordo com 0s
de Koukal et al., (2007) que nos mostra que a atividade fotossintética de P.
subcapitata diminui com o aumento de metais (Cu, Zn e Cd) e, 0s autores também
relatam que o efeito protetor dos exsudatos produzidos pela microalga podem
desaparecer quando se encontram em concentracdes altas do metal, principalmente
0 cobre, o0 que pode ter ocorrido nos cultivos de D. spinosus sob estresse do metal.
Estes exsudatos podem ser bacterianos ou originados da alga, e também pode ser
considerado mais um dos mecanismos de sobrevivéncia para esses organismos sob
estresse (LEVY et al., 2009). Ha também que se considerar que houve o0 aumento da
producédo de carboidratos pela D. spinosus nos cultivos Bact+Cu, os autores Grassi
e Mingazzini, (2001) sugeriram que poderiam existir sitios de ligagOes

estruturalmente diferentes nas moléculas de carboidratos, que poderiam complexar
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o metal, sugerindo o motivo pelo qual houve baixa diferenca no rendimento quantico
em relacdo aos demais tratamentos. Em Miao et. al, (2005) e Mallick e Mohn, (2003)
reducdo do ®m € atribuido a diminuicdo do transporte de elétrons do PSIl para o PSI

limitam a reoxidacéo da Qa.

A energia luminosa que nao é utilizada na fotoquimica, teoricamente é
dissipada na forma fluorescéncia ou calor (CAMARGO; LOMBARDI, 2017) e seus
valores tendem a aumentar sob estresse por metais (ECHEVESTE; SILVA;
LOMBARDI, 2017; MISRA; MISRA; SINGH, 2012). No entanto, neste estudo, houve
reducdo de NPQ nos tratamentos com cobre e, reducdo ainda maior no tratamento
com a presenca de bactérias. Isto pode ser indicativo de que D. spinosus estaria
utilizando de outros meios para se defender do estresse sofrido pelo cobre, bem
como o0 aumento de proteinas no tratamento Ax+Cu e o aumento de carboidratos em
Bact+Cu, e que as bactérias poderiam ser um agente que diminui os efeitos do

metal.

A fluorimetria modulada por amplitude de pulso (PAM) é conhecida por
ser um método nao invasivo, que nao agride as células analisadas e possui
vantagens nos testes ecotoxicolégicos com informacdes rapidas e seguras (MIAO;
WANG; JUNEAU, 2005). E um método estabelecido para caracterizar o estado do
aparelho fotossintético, como por exemplo, o desempenho da utilizacdo da energia
fotoquimica (KROMKAMP; FORSTER, 2003). Os resultados obtidos da curva de luz
para D. spinosus nos mostram que somente no tratamento Ax+Cu a fotoinibigc&o foi
evidente ao final da curva, indicando maior sensibilidade da microalga aos ions de
cobre quando em tratamento axénico. Ja os parametros obtidos apés modelar as

curvas de saturacdo de luz e reportados como ETRmax, a e Ex sédo evidéncias de
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que D. spinosus ndo fora afetada pelo cobre nem pelas bactérias presentes no meio

de cultivo nas atividades fotossintéticas.

Apesar das atividades fotossintéticas terem sido pouco afetadas, nossos
resultados mostram que as interacfes bactérias-fitoplancton sdo variaveis para o0s
demais parametros analisados neste pesquisa, podendo, ainda, haver maior

complexidade quando em sistemas naturais.

4.2.3 CONCLUSAO

As interacdes microalga/bactérias sé@o sistemas complexos e podem
influenciar nas interpretacées do que ocorre no ambiente e em ensaios laboratoriais.
Nesta pesquisa concluimos que a presenca de bactérias pode alterar a toxicidade do
cobre para a microalga. Isso pode ser devido ao efeito das bactérias na

complexacao do cobre, alterando sua biodisponibilidade.

A presenca de bactérias e cobre afetaram o parametro de crescimento de
D. spinosus. O crescimento celular aumentou em 5,5% nos cultivos contaminados
com bactérias (Bact+Cu) comparado ao axénico (Ax+Cu), enquanto a fluorescéncia

da clorofila a mantive-se similar.

A concentracdo de carboidratos totais por célula aumentou apenas
quando a microalga foi exposta concomitantemente ao cobre e as bactérias,
enquanto que o teor de proteinas totais aumentou sob influéncia do cobre

isoladamente.
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Na concentracdo de cobre testada (3,0 M Cu?*), ndo houve alteracdo

dos processos fotossintéticos no ensaio a curto prazo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

O estado fisiologico e sensibilidade da microalga Desmodesmus spinosus
é afetado a longo prazo devido a concentracdes ambientalmente relevantes ou altas
de cobre. Os rendimentos quanticos maximo e operacional, bem como, as curvas de
saturacdo de luz ndo foram os parametros mais sensiveis para as andlises da

toxicidade do cobre, tanto em cultivos axénicos como em nao-axénicos.

Em cultivos axénicos houve aumento na producédo de proteinas somente
na maior concentragédo testada (acima de 3,0 uM Cu?* livre). A presenca de bactérias
aumentou apenas a producdo de carboidratos (em cerca de 3x) em cultivos

contaminados com cobre.

A determinacéo do cobre livre permitiu verificar que ha reducao do cobre
adicionado, sugerindo a importancia em ressaltar os resultados em fungcdo das
concentracfes que de fato estdo disponiveis no meio de cultivo, e.g., cobre livre

(Cu?).

O bioensaio com culturas axénicas e ndo-axénicas com cobre sugere que
diferentes interpretacdes dos testes podem ser realizados e, portanto, enfatizamos
gue as respostas das microalgas em ensaios ecotoxicologicos devem ser relatados

em funcéo das condi¢des dos cultivo, sendo na presenca ou auséncia de bactérias.
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