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RESUMO

A eutrofizacdo artificial associada as mudangas climéticas pode intensificar as floracfes de
cianobactérias nos ecossistemas aquaticos. Esses microrganismos podem causar diversos
impactos para ambientes aquaticos, alterando caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas e
produzir toxinas letais para salde humana e de outros animais. O nitrogénio e fosforo séo os
principais elementos que proporcionam o crescimento das cianobactérias, sendo elementos
fundamentais para sintese de proteinas, aminoacidos e acidos nucleicos, além de participar de
outros processos metabdlicos. Raphiopsis raciborskii € uma espécie de cianobactéria que tem
ganhado énfase em estudos por seu potencial invasivo e toxicidade, produzindo neurotoxinas
(saxitoxina). Diante disso, métodos de biocontrole para floragdes de cianobactérias sdo
essenciais e as macrofitas submersas sdo apontadas como organismos que controlam o
crescimento e producdo de toxinas de cianobactérias atraves da alelopatia. A macrofita
submersa Egeria densa é apontada como potencial inibidora do crescimento de R. raciborskii.
Porém o efeito dessa inibicdo em altas temperaturas e condi¢Ges nutricionais ainda é
desconhecido. O objetivo desse estudo foi analisar o potencial inibitério de E. densa sobre o
crescimento e producdo de toxinas de R. raciborskii em diferentes temperaturas e condicdes
nutricionais. Foi utilizado tratamentos de interacdo de R. raciborskii com a biomassa (1gPF?)
e extratos de E. densa sob temperaturas de 24, 28 e 32°C nas condicdes de excesso de nitrogénio
(+N), excesso de foésforo (+P) e excessos de nitrogénio e fosforo (+NP). Foram medidos
pardmetros de concentracdes de clorofila-a, eficiéncia fotossintética e concentracdo de
saxitoxinas. A partir dos dados de chl-a foram realizadas as taxas de crescimento e inibi¢cdo. A
presenca fisica e extratos de E. densa foram capazes de inibir o crescimento e producdo de
biomassa da cianobactéria R. raciborskii em todas as temperaturas e concentragdes de
nutrientes testadas. Na temperatura de 24°C a biomassa de E. densa teve maior efeito negativo
sobre a eficiéncia fotossintética de R. raciborskii, enquanto nas temperaturas de 28 e 32°C o
extrato reduziu a eficiéncia fotossintética. Apesar da inibicdo do crescimento de R. raciborskii,
as concentracOes de saxitoxina foram altas na temperatura de 28°C, ultrapassando 5pg L™ nos
tratamentos em exposicdo a presenca fisica e 1ugL™ em exposicdo ao extrato. Apesar da
macrdéfita submersa ter causado a inibicdo de R. raciborskii em todas as temperaturas e
condi¢gbes nutricionais, as maiores temperaturas favoreceram a producdo e liberacdo de

saxitoxinas pela cianobactéria.

Palavras-chave: alelopatia; eutrofizacéo; cianotoxinas.



ABSTRACT

Artificial eutrophication associated with climate change may intensify cyanobacterial blooms
in aquatic ecosystems. These microorganisms can cause several impacts to aquatic
environments, altering physical, chemical and biological characteristics and producing lethal
toxins for human health and other animals. Nitrogen and phosphorus are the main elements that
provide the growth of cyanobacteria, being fundamental elements for the synthesis of proteins,
aminoacids and nucleic acids, in addition to participating in other metabolic processes.
Raphiopsis raciborskii is a species of cyanobacteria that has gained emphasis in studies due to
its invasive potential and toxicity, producing neurotoxins (saxitoxin). Therefore, biocontrol
methods for cyanobacterial blooms are essential and submerged macrophytes are identified as
organisms that control the growth and production of cyanobacterial toxins through allelopathy.
The submerged macrophyte Egeria densa is identified as a potential inhibitor of the growth of
R. raciborskii. However, the effect of this inhibition at high temperatures and nutritional
conditions is still unknown. The aim of this study was to analyze the inhibitory potential of E.
Densa on the growth and toxin production of R. raciborskii at different temperatures and
nutritional conditions. Interaction treatments of R. raciborskii with biomass (1gPF?) and
extracts of E. densa were used at temperatures of 24, 28 and 32°C in the conditions of excess
nitrogen (+N), excess phosphorus (+P) and excesses of nitrogen and phosphorus (+NP).
Parameters of chlorophyll-a concentrations, photosynthetic efficiency and saxitoxin
concentration were measured. From the chl-a data, growth and inhibition rates were performed.
The physical presence and extracts of E. densa were able to inhibit the growth and biomass
production of the cyanobacteria R. raciborskii at all temperatures and nutrient concentrations
tested. At the temperature of 24°C, the biomass of E.densa had a greater negative effect on the
photosynthetic efficiency of R. raciborskii, while at the temperatures of 28 and 32°C, the extract
reduced the photosynthetic efficiency. Despite the inhibition of R. raciborskii growth, saxitoxin
concentrations were high at 28°C, exceeding 5ug L™ in treatments exposed to physical presence
and 1pgL™t in exposure to the extract. Although the submerged macrophyte caused the
inhibition of R. raciborskii in all temperatures and nutritional conditions, the highest

temperatures favored the production and release of saxitoxins by the cyanobacteria.

Keywords: allelopathy; eutrophication;cyanotoxins.
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1 INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas, as floragbes de cianobactérias tornaram-se preocupantes para
gestores e cientistas da agua, pois podem comprometer a qualidade da agua doce, alterando
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas desses sistemas (PAERL; OTTEN, 2013;
HUISMAN et al., 2018). Floracbes desses microrganismos podem alterar caracteristicas
organolépticas, como cor, odor e sabor, implicando o tratamento da dgua (BENAYACHE et
al., 2019), diminuem a transparéncia da &gua, prejudicando outros organismos autotrofos e
podem causar hipoxia, impactando a biota aquatica (HUISMAN et al., 2018; GARCIA, 2021).
Além disso, muitas espécies de cianobactérias possuem o potencial de produzir compostos
toxicos, denominados cianotoxinas, que podem comprometer a salde humana e animal, se
tornando problemas para satde publica (BENAYACHE et al., 2019; WERALUPITIYA et al.,
2022).

As funcgdes ecofisioldgicas das cianotoxinas ndo sdo totalmente compreendidas
(HOLLAND; KINNEAR, 2013; PLUGMACHER, 2002), no entanto, estudos mostram que
esses metabdlitos secundarios podem ser utilizados na interacao alelopatica com o fitoplancton
e plantas aquaticas, e defesa contra herbivoria exercida por zooplancton e peixes (JIANG et al.,
2016; MOHAMED, 2017; SLIWINSKA-WILCZEWSKA et al., 2021). Humanos e outros
animais terrestres podem ser expostos as cianotoxinas através de atividades recreativas,
consumo de aguas contaminadas e aguas potavel ndo devidamente tratadas (MEREL et al.,
2013; MOHAMED et al., 2015; MOHAMED, 2016). Essas toxinas podem agir em diversos
orgdos, como no figado, sistema nervoso e pele, sendo denominadas pelo local de acdo no
organismo animal, como hepatotoxinas, neutoroxinas e dermotoxinas, respectivamente
(MEREL et al., 2013; MADEIRA et al., 2016; CHORUS; WELKER, 2021; LEI et al., 2022).

Dentre as principais causas de floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas, é
citada a eutrofizacdo artificial (WANG et al., 2022). Esse processo se desenvolve em resposta
ao aporte de nutrientes, principalmente nitrogénio (N) e fésforo (P), decorrente de fontes
antrépicas (ZHAO et al., 2015; LE MOAL et al., 2019). Esses elementos sdo primordiais para
o0 desenvolvimento e metabolismo desses microrganismos. O N é um elemento necessario para
a sintese de proteinas, aminoacidos e acido nucleico e compde a estrutura quimica de muitas
cianotoxinas (PEARSON et al., 2016; ZHAO et al., 2023); o P € componente de acido nucléico,
fosfolipidios da membrana celular e do trifosfato de adenosina (ATP) (LIN; LITAKER,
SUNDA, 2016; ZHAO et al., 2023). Com 0 avanco do desenvolvimento urbano e apos a
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revolucdo industrial, a ocorréncia de lagos e reservatorios impactados pela eutrofizacdo
artificial e, consequentemente, as floracbes de cianobactérias aumentaram, causando
preocupacdo para gestores de agua e avanco na procura de mitigacdo dessas floracdes
(TARANU et al., 2015; LE MOAL et al., 2019; YAN et al., 2019).

A temperatura, associada a eutrofizacdo artificial, € um importante fator que pode
impulsionar as floracdes de cianobactérias (PAERL, HUISMAN, 2009; HUISMAN et al.,
2018; RICHARDSON et al., 2019). Estudos relatam que altas temperaturas podem beneficiar
o crescimento de cianobactérias nos ecossistemas aquaticos, visto que muitas espécies sdo bem
adaptadas a altas temperaturas e possuem uma taxa de crescimento maior em temperaturas
acima de 20°C (MOWE et al., 2015; GIANUZZI et al., 2016). Esse fator torna-se preocupante
devido ao aquecimento global decorrente das mudancas climaticas globais. O aumento da
temperatura também pode influenciar indiretamente a dominancia de cianobactérias atraveés de
alteracGes nas caracteristicas fisico-quimicas da agua (PAERL; HUISMAN, 2008; HUISMAN
etal., 2018). O aquecimento da dgua pode diminuir a viscosidade e causar estratificacdo térmica
nos ecossistemas aquaticos (PAERL; HUISMAN, 2008), causando o afundamento de
organismos fitoplancténicos que ndo possuem adaptacOes para regular a flutuabilidade na agua
e beneficiando espécies de cianobactérias que possuem aerotopos (vesiculas gasosas)
(JOEHNK et al., 2008; O’NEIL et al., 2012; CAREY et al., 2012). As mudancas climaticas
tendem a alterar os ciclos hidroldgicos, aumentando tempestades em algumas regides e
acentuando periodos de seca em outras (HADER; BARNES, 2019). O aumento da chuva pode
aumentar a lixiviacdo, aumentando a entrada de nutrientes para 0s ecossistemas aquaticos
(JEPPESEN et al., 2009; SINHA; MICHALAK; BALAJI, 2017), enquanto a seca prolongada
pode aumentar o tempo de residéncia da agua, levar ao baixo volume hidrico, condensar as
concentracOes de nutrientes e intensificar a eutrofizacdo (JEPPESEN et al., 2015; BRASIL et
al., 2016).

Dentre as espécies de cianobactérias que vém ganhando énfase nos estudos (TAN et al.,
2021; MERIGGI et al., 2022), Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya e Suba Raju
(= anteriormente Cylindrospermopsis raciborskii) € uma espécie de cianobactéria filamentosa,
formadora de floragbes que podem impactar a biodiversidade aquética e causar problemas
socioambientais (MERIGGI et al., 2022). Possui origem tropical e é considerada invasora de
regides temperadas, atualmente apresentando distribuicdo global por todos os continentes e em
diversas zonas climaticas (SINHA et al., 2012; YANG et al., 2018; VICO et al., 2020). Sua
distribuicdo pelo globo é devido a sua alta plasticidade fenotipica, adquirindo a essa espécie

sucesso adaptativo em ambientes de diferentes caracteristicas fisico-quimicas (PICCINI et al.,
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2011; KOKOCINSKI et al., 2017). Raphidiopsis raciborskii apresentada adaptagdes
ecofisioldgicas gue a garante sucesso nos ecossistemas aquaticos, como a producdo de células
especializadas (heterécitos) na fixacdo de nitrogénio (N2) (HUISMAN et al., 2018), as
capacitando de permanecer em ambientes com déficit desse nutriente (O’NEIL et al., 2012;
SUKENIK, QUESADA, SALMASO, 2015); células de resisténcia (acinetos) a condicdes
adversas (MALDENER; SUMMERS, SUKENIK, 2014; DOKULIL, 2016). No mais,
Raphidiopsis raciborskii é adaptada a uma ampla faixa de temperatura (SANTOS-SILVA et
al., 2022), podendo crescer em temperaturas de 20 a 35°C, com maiores taxas de crescimento
em 30°C (SAKER; GRIFFTHS, 2000). Diante disso, R. raciborskii pode ser uma espécie que
sera beneficiada em cenarios de aumento de temperatura em decorréncia das mudancas
climéticas.

Raphidiopsis raciborskii € uma espécie altamente toxica, produtora de dois tipos de
toxinas, a hepatotoxina cilindrospermopsina (CYN) e a neurotoxina saxitona (STX) e seus
analogos (GRIFFTHS; SAKER, 2003). No entanto, cepas dessa espécie produzem apenas CYN
ou STX, sendo a producdo dessas toxinas dependente de padrdes geograficos de cepas
distribuidas nos continentes (HAANDE et al., 2008). As cepas produtoras de CYN foram
registradas na Australia, Nova Zelandia e no continente asiatico (WOOD; STIRLING, 2003;
CHONUDOMKUL et al., 2004), enquanto cepas da América do Sul sdo produtoras de STX
(ANTUNES et al., 2015; FERRAO-FILHO; DA-SILVA, 2020). As STX sdo classificadas
como neurotoxinas e podem causar acidentes em humanos e animais blogueando canais de
sodio nos neurdnios e, consequentemente, causar paralisia, podendo levar a morte do individuo
(WIESE et al., 2010). Essas toxinas podem ser bioacumuladas em tecidos de animais e passadas
para niveis tréficos superiores através da alimentagcdo (CHRISTENSEN; KHAN, 2020).

Diante dos impactos da eutrofizacdo artificial, floracbes de cianobactérias e
cianotoxinas, maneiras de controle e mitigacédo dessas floracdes sao de grande relevancia. Nesse
sentido, as macréfitas submersas vém sendo apontadas como método para restauracdo de
ecossistemas aquaticos impactados pela eutrofizacdo (HILT; GROSS, 2008; MOWE et al.,
2019; AMORIM; MOURA, 2020). Essas plantas podem absorver nutrientes da coluna d’agua
e controlar a liberacdo de nutrientes do sedimento (CHAO et al., 2021; WANG et al., 2022),
reduzindo as concentracGes de nutrientes disponiveis. Além de nutrientes, podem absorver
poluentes, como toxinas, atuando como “Sistema de Figado Verde” nos ecossistemas aquaticos,
absorvendo e causando a degradacdo dessas toxinas (PLUGMACHER et al., 2016; DONG et
al., 2022).
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As macrofitas submersas podem competir com o fitoplancton por nutrientes e
luminosidade na coluna d’agua (ZHOU et al., 2017; MOHAMED, 2017) e servir de refgio
contra a predacdo para zooplancton e peixes que consomem o fitoplancton (ESPINOSA-
RODRIGUEZ; SARMA; NANDINI, 2021). No mais, as macrofitas submersas produzem
substancias alelopaticas que afetam o crescimento do fitoplancton (GAO et al., 2017). Dentre
os grupos fitoplancténicos, as cianobactérias sao apontadas como organismos mais sensiveis
aos aleloquimicos produzidos por macrdfitas submersas (HILT; GROSS, 2008). Os
aleloquimicos pertencem a diversas classes quimicas, como polifendis, terpendides, acidos
graxos, compostos de enxofre e entre outras classes (NAKAI et al., 2012; ZHU et al., 2021). E
essas substancias podem inibir o crescimento de cianobactérias através de danos no aparato
fotossintético, afetando a eficiéncia fotossintética, causar estresse oxidativo e morte celular
programada, entre outros fatores (HUANG et al., 2015; ZHU et al., 2021).

Diante das previsdes para a intensificacdo da eutrofizacdo artificial em cenarios de
aumento da temperatura em decorréncia das mudangas climaticas globais (MOWE et al., 2015;
WANG; HADER; BARNES, 2019; SOININEN; HEINO, 2021), estudos que busquem prever
e mitigar os sintomas de floracbes de cianobactérias sdo de extrema importancia

socioecondmica e ambiental.
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Inibicdo do crescimento e toxinas de Raphidiopsis raciborskii pela macrofita submersa
Egeria densa sob diferentes temperaturas e disponibilidade de nutrientes

Jefferson Vitor Melo Cabral?, Juliana dos Santos Seveirano?, José Etham de Lucena Barbosa?

3Area de Ecologia, Departamento de Bioldgica, Universidade Estadual da Paraiba — UEPB,
Rua Barauba, n°. 351, Universitario, 58.429-500, Campina Grande, PB, Brasil.

* Autor para correspondéncia: ethambarbosa@hotmail.com

Resumo

Observamos o efeito de diferentes temperaturas e condigdes de excesso de nutrientes na
inibicdo da macrdfita submersa E. densa sobre o crescimento, eficiéncia fotossintética e
producdo de saxitoxinas da cianobactéria potencialmente toxicas R. raciborskii. Foram
utilizados tratamentos de R. raciborskii em exposicdo a presenca fisica e extratos de E. densa
em meios enriquecidos de nitrogénio (+N), fésforo (+P) independentes e nitrogénio e fosforo
em conjunto (+NP) nas temperaturas de 24, 28 e 32°C. Os extratos de E. densa afetaram o
crescimento, biomassa de R. raciborskii, inibindo o crescimento da cianobactéria
independentemente das condi¢des nutricionais e temperaturas examinadas. Na temperatura de
24°C, a presenca fisica afetou a eficiéncia fotossintética de R. raciborskii, enquanto ndo houve
efeitos negativos do extrato. Em 28 e 32°C o efeito oposto foi observado sobre a eficiéncia
fotossintética. As maiores concentracdes de saxitoxinas foram observadas na temperatura de
28°C em exposicao a presenca fisica e na auséncia de exposic¢do e em 32°C nos tratamentos sem
exposicao. Egeria densa inibiu o crescimento de R. raciborskii mesmo em altas temperaturas e
diferentes condic¢BGes nutricionais, entretanto em temperaturas elevadas as concentracfes de
saxitoxinas foram altas mesmo na presenca de E. densa.

Palavras-chave: Alelopatia, Eutrofizacdo, Floracdes de cianobactérias, Cianotoxinas,
Mudancas climéticas.

Abstract

We observed the effect of different temperatures and nutrient excess conditions on the
inhibition of the submerged macrophyte E. densa on the growth, photosynthetic efficiency and
saxitoxin production of the potentially toxic cyanobacteria R. raciborskii. Treatments of R.
raciborskii exposed to physical presence and extracts of E. densa in media enriched with
nitrogen (+N), phosphorus (+P) independently and nitrogen and phosphorus together (+NP) at
temperatures of 24, 28 and 32°C. The extracts of E. densa affected the growth, biomass of R.
raciborskii, inhibiting the growth of cyanobacteria regardless of the nutritional conditions and
temperatures examined. At 24°C, the physical presence affected the photosynthetic efficiency
of R. raciborskii, while there were no negative effects of the extract. At 28 and 32°C the opposite
effect was observed on photosynthetic efficiency. The highest concentrations of saxitoxins were
observed at a temperature of 28°C in exposure to physical presence and in the absence of
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exposure and at 32°C in treatments without exposure. Egeria densa inhibited the growth of R.
raciborskii even at high temperatures and different nutritional conditions, however at high
temperatures saxitoxin concentrations were high even in the presence of E. densa.

Keywords: Allelopathy, Eutrophication, Cyanobacterial blooms, Cyanotoxins, Climate
change.
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2.1 Introducéo

O crescimento exacerbado da eutrofizagdo artificial (BLAHA et al., 2009) aliado aos
efeitos das mudancas climaticas tém comprometido a viabilizacdo de servi¢os ecossistémicos
propiciados por ecossistemas aquaticos para seres humanos e outros animais. Esses processos
séo apontados como fatores que impulsiona floragfes excessivas de cianobactérias (O’NEIL et
al., 2012; DALU & WASSERMAN, 2018), organismos que causam problemas para qualidade
da agua. Muitas espécies produzem compostos que alteram caracteristicas organolépticas,
reduzem a transparéncia e concentracdes de oxigénio dissolvido nesses ecossistemas
(SILVONEN & JONES, 1999; HUANG & ZIMBA, 2019). Além disso, as cianobactérias sao
potenciais produtoras de metabdlitos secundarios toxicos (as cianotoxinas) para seres humanos
e animais (WALLS et al., 2018; HUANG & ZIMBA, 2019; FERRAO-FILHO & SILVA,
2020).

O aumento da temperatura associado ao aumento das concentracGes de nutrientes pode
ser benéfico para processos metabdlicos de cianobactérias, visto que muitas espécies possuem
taxas de crescimento maiores em temperaturas acima de 25°C (PAERL & OTTEN, 2013;
THOMAS & LITCHMAN, 2016; HUISMAN et al., 2018). No mais, as mudancas climaticas
podem favorecer as cianobactérias indiretamente através de mudancas nas caracteristicas fisico-
quimicas dos ambientes aquaticos (MONCHANP et al., 2017; HUISMAN et al., 2018), como
estratificacdo térmica, aumento no carreamento de nutrientes (CAREY et al., 2012;
CALANDRINO, 2016; PAERL et al., 2016), periodos de seca prolongado e aumento no tempo
de residéncia da 4gua (BRASIL et al., 2016; WOOLWAY et al., 2021).

Raphidiopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya e Subba Raju (anteriormente
Cylindrospermopsis raciborskii) é uma espécie de cianobactéria de origem tropical,
considerada invasora em zonas temperadas, atualmente distribuida por todos os continentes do
mundo e vém ganhando énfase por devido a sua capacidade de produzir densas floracbes
(ANTUNES et al., 2012; SUKENIK et al., 2012; BURFORD et al., 2016; MERIGGI et al.,
2022). Seu sucesso esta relacionado a suas adaptacdes ecofisioldgicas (Figueredo et al., 2007;
WU et al., 2009), como a fixacdo de N, as permitindo viver em ambientes com déficit de
nitrogénio, células de resisténcia e regulacdo da posicdo na coluna de agua (PAERL &
HUISMAN, 2009; BURFORD et al., 2016). Essa espécie tolera uma ampla variagdo nas
concentracOes de nutrientes e € bem adaptada a altas temperaturas (XIAO et al., 2017; JIA et
al., 2021; SANTOS-SILVA et al., 2022). No mais, Raphidiopsis racirboskii é potencialmente

toxica, e tém sido relatadas como produtora das cianotoxinas saxitoxinas (STX) e
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cilindrospermopsinas (CYN), entretanto, cepas isoladas na América do Sul produzem apenas
STX, enquanto cepas australianas, neozelandesas e asiaticas produzem CYN (TESTAI et al.,
2016; HUANG & ZIMBA, 2019; Vico et al., 2020). As STX, conhecidas como toxinas
paraliticas de moluscos (PSP), sdo classificadas como neurotoxinas e bloqueiam os canais de
sodio dos neurénios, causando paralisia no individuo, podendo causar a morte (CODD et al.,
1999; BURATTI et al., 2017; HUANG & ZIMBA, 2019).

Diante dos impactos de floragcdes de cianobactérias em ambientes aquaticos e cenarios
de previsdes sobre as mudancas climaticas, encontrar organismos que possam atuar no
biocontrole de floragGes é de fundamental importancia ecoldgica e econdmica (CHEN et al.,
2012). Essas plantas podem competir com cianobactérias por luz e nutrientes e servir como
abrigo contra predacdo para zooplancton predador de cianobactérias (DONK & BUND, 2002;
BICUDO et al., 2007; FERREIRA et al., 2018; ESPINOSA-RODRIGUEZ et al., 2020). Além
desses mecanismos, a alelopatia permite que as macréfitas inibam crescimento do fitoplancton,
principalmente cianobacteérias, através da produgéo de substancias quimicas (HILT & GROSS,
2007; NAKAL et al., 2012; ZHU et al., 2021), afetando crescimento e o metabolismo das
cianobactérias (ZUO et al., 2013; MOHAMED, 2017; AMORIM & MOURA, 2020). Essas
substancias podem inibir a atividade fotossintética, causar danos no aparato fotossintetico e na
transferéncia de elétrons e estresse oxidativo nas cianobactérias (ZHU et al., 2010; Wu et al.,
2013; NI et al., 2018; ZHU et al., 2021). Métodos para analisar a inibi¢do do crescimento de
cianobactérias podem ser desenvolvidos em abordagem experimental de coexisténcia de
cianobactérias com macrdéfitas simultaneamente com extratos obtidos da biomassa vegetal
(GROSS et al., 2008).

Egeria densa Planch. é uma espécie de macrdéfita submersa nativa da América do Sul,
formadora de extensos bancos subaquaticos, comumente encontrada em reservatérios de
regides tropicais (ESPINOSA-RODRIGUEZ et al., 2016; AMORIM et al., 2017; BARBOSA
et al., 2020). Esta espécie potencial produtora de aleloquimicos se mostrou eficaz na inibicéo
do crescimento de cianobactérias produtoras de toxinas (NAKAI et al., 1999; MOHAMED,
2017; SENAVITATHNA et al., 2021), possuindo um sistema antioxidante eficaz para o
controle do estresse oxidativo causado por cianotoxinas, a permitindo competir diretamente
com esses microrganismos (VANDERSTUKKEN et al., 2011; AMORIM et al., 2017). Em
estudo recente foi possivel observar que a presenca fisica de E. densa conseguiu suprimir o
crescimento de R. raciborskii e diminuir as concentragdes de saxitoxinas (BARBOSA et al.,
2022). No entanto, apenas as maiores concentracdes de extratos inibiram o crescimento da

cianobactéria, mas ndo reduziram as concentracdes de saxitoxinas da agua (BARBOSA et al.,
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2022). No entanto, o efeito da inibicdo dessa macrofita sobre o crescimento e toxinas de
cianobactéria submetidos a aumento da temperatura e condi¢fes nutricionais ndo € totalmente
compreendido.

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inibicdo exercida
pela macréfita submersa Egeria densa sobre o crescimento e producdo de toxina da
cianobactéria potencialmente tdxica R. raciborskii em diferentes temperaturas e condi¢fes de
enriguecimento de fosforo e nitrogénio, em conjunto e individualmente. A partir disso, nossa
hip6tese é que 0 aumento da temperatura e condi¢Ges de excesso de nutrientes reduz o potencial
de inibicdo exercido por E. densa sobre o crescimento e producdo de saxitoxinas de R.

raciborskii.

3. Materiais e métodos

3.1 Cultivo da cianobactéria Raphidiopsis raciborskii e da macréfita submersa Egeria
densa

A cianobactéria R. raciborskii (ITEP-A1l) foi disponibilizada pelo Instituto de
Tecnologia de Pernambuco (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2016), essa cepa € potencial
produtora de saxitoxina, neosaxitoxinas e decarbomoil-saxitoxina (VILAR & MOLICA, 2020).
Para a manutencao da cepa em cultivo de cianobactérias as culturas foram mantidas em frasco
de Erlenmeyer de 500mL, contendo 250mL de meio de cultura ASM-1 (GORHAM et al.,
1967), com pH de 8,0. As culturas foram mantidas sob temperatura controlada de 24+1 °C,
iluminagéo feita através de lampadas fluorescentes com intensidade luminosa de 40pumol m2 s’
! e fotoperiodo de 12h.

A macrdfita submersa E. densa foi coletada no Reservatério Epitacio Pessoa, localizado
no municipio de Boqueirdo, no estado da Paraiba, Brasil (07°28'4” ¢ 07° 170 33'32” S; 36° 08'
23” ¢ 36° 16' 517 W). Os exemplares foram lavados delicadamente em &gua corrente com
auxilio de escovas com cerdas macias, de modo a remover todos os residuos do ambiente e
organismos aderidos, e posteriormente foram cultivados em aquarios (20 L) com agua destilada
e meio ASM-1 até a realizagdo do experimento. Assim como as condi¢des de cultivo das
cianobactérias, as macrofitas foram cultivadas sob temperatura controlada de 24+1 °C, taxa
luminosa ajustada e fotoperiodo. As cianobactérias e as macrdfitas aquaticas foram previamente
aclimatadas nas condicdes de temperatura e nutrientes da analise experimental por duas

Semanas.
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3.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Erlenmeyer de 250mL contendo 200mL de meio de
cultura. A cepa de R. raciborskii foi incubada conforme a taxa de crescimento exponencial nas
concentracdes de 4.0 x 10° um® mL? e para a macrofita E. densa foi utilizado 1g PF L,
conforme observado por Barbosa et al. (2022) como biomassa minima capaz de inibir o
crescimento de R. raciborskii.

Foram utilizados tratamentos de R. raciborskii em interacdo com a presenca fisica e
extratos de E. densa em quatro condi¢6es nutricionais (Fig. 1): controle (CC), com 0,2 mmol
! de nitrato-NaNOs e 127 pumol L de fosfato-NA2POs, que correspondem aos concentragdes
encontradas no meio ASM-1; enriquecido com nitrogénio (+N), através da adicdo de 7 mmol
Lt de NaNOs; enriquecido com fésforo (+P), através da adi¢do de 350 pmol L de NA2POs);
e enriquecido com nitrogénio e fosforo (+NP), com a adi¢do de 7mmol L* de NaNOs e 350
umol L de NA2POs). Os tratamentos foram acondicionados nas temperaturas de 24, 28 e 32°C,
simulando condicGes de aumento da temperatura.

Os tratamentos foram incubados em incubadora BOD com condigfes de temperatura,
luminosidade e fotoperiodo controladas. Todas as unidades amostrais foram homogeneizadas
diariamente e rearranjadas randomicamente para evitar diferencas nas intensidades luminosas
da incubadora. Para o experimento foram utilizadas 4 réplicas de cada tratamento e o
experimento teve duracgéo total de 12 dias, com retiradas de amostras nos dias 0, 2, 4,6, 8,10 e
12 para quantificacdo da biomassa de R. raciborskii. Além disso, foram retiradas amostras no

dia 0 e 12 para analise de nutrientes das séries nitrogenadas e fosfatadas e analise de saxitoxina.
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Figura 1 - Delineamento experimental de R. raciborskii sem exposi¢cdo e com exposi¢ao a
presenca fisica (P.F.) e extrato (EX) da macrdfita submersa E. densa em diferentes condi¢bes
nutricionais (CC, +NP, +N e +P) submetidos a temperaturas de 24, 28 e 32°C.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

3.3 Obtencao de extratos de E. densa

Para obtencéo dos extratos aquosos de E. densa foi utilizado a metodologia proposta por
Maredova et al. (2021). A biomassa vegetal (1g PF L) foi lavada para retirar todo os
organismos aderidos e residuos do ambiente e triturada, secas e homogeneizada com metanol
(70%) na proporcdo de 1:100 por 24 horas. Apos a solucdo foi filtrada em filtros de vidros com
porosidade de 0,45 e o filtrado foi rotaevaporado para evaporacao total do metanol. O metanol
foi escolhido como solvente por ser um solvente lipofilico que extrai compostos lipidicos dos

tecidos da macréfitas que possam atuar como aleloquimicos (GROSS et al., 2007).

3.4 Anélise de dados
3.4.1 Biomassa de Raphidiopsis raciborskii

As concentragOes de clorofila a foram utilizadas como preditor da biomassa de R.
raciborskii nos tratamentos. Foi mensurada através do fluorémetro modulado por amplitude de
pulso no PHYTO-PAM (WALZ-PHYTO-PAM II/ED).
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3.4.2 Taxa de crescimento

A taxa de crescimento (u; dial) de R. raciborskii foi realizada através da formula

proposta por Wood et al. (2005):

In(N¢) — In(Nyp)
t —t,

(w dia™!) =

Onde, [ representa a velocidade especifica de crescimento no dia, Nto € concentracao

de clorofila-a no tempo inicial e Nt é a concentracdo de clorofila-a no tempo final.

3.4.3 Taxa inibicdo

A taxa de inibicdo de R. raciborskii nos tratamentos expostos a presenca fisica e o

extrato de E. densa foram calculados a partir da seguinte formula:

N, —N
TI(%) = % x 100
c

Onde, Nm é a concentracdo de clorofila-a de R. raciborskii em exposicdo a presenca

fisica ou extratos de E. densa e Nc é a concentracao de clorofila-a no tratamento controle.

3.5 Andlise de saxitoxina

Para determinar as concentragfes de saxitoxinas totais foram retiradas aliquotas de 2mL
dos tratamentos. As amostras foram congeladas a -40°C e submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento com intuito de romper as células de R. raciborskii e liberar a
saxitoxina intracelular. A determinac&o das concentracdes foi realizada pelo método Enzyme-
Linker Immuno Sorbent Assay (ELISA) com auxilio de kit de microplacas de Abraxis, Inc
(Warminster, Pa) seguindo instrucdes do fabricante e a leitura foi realizada por um leitor de
microplacas ASYS A-5301 (ASYS Hitech GmbH, Eugendorf, Austria).
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3.6 Andlise estéatica

A normalidade e homoscedasticidade dos dados foi avaliado pelo teste de Kolmogorov-
smirnov e Levene. Para verificar se houve diferenca significativa nas concentragdes de
clorofila-a, taxa de crescimento, inibigdo e toxinas de R. raciborskii quanto a natureza de
exposicdo, temperatura e condi¢des nutricionais foi realizado uma Andlise de Variancia de
medidas repetidas e posteriormente, Teste de Tukey. As analises foram realizadas levando em

consideragdo nivel de significancia de 5% no Software R pra Windows (R Core Team, 2018).
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4 RESULTADOS

A biomassa de Raphidiopsis raciborskii foi afetada significativamente pela exposicéo a
presenca fisica e extrato de Egeria densa (F=1289.38; p<0.001), temperatura (F=490.18;
p<0.001), condic¢des nutricionais (F=13.02; p<0.05), interagdo entre os fatores exposicdo e
temperatura (F=277.79; p<0.001), exposic¢do e condi¢des nutricionais (F=17.40; p<0.05) (Fig.
2; Tabela 1)

Em 24°C, os tratamentos sem exposicao a E. densa (isto &, presenca fisica e extrato)
obtiveram maiores biomassas de R. raciborskii, chegando ao ultimo dia com 881,1 (CC), 795,7
(+P), 774,4 (+N) e 630 pg L. As menores biomassas foram observadas nos tratamentos
expostos a presenca fisica da macrofita a partir do sexto dia, alcancando valores abaixo de 20
ug Lt ao final do experimento, independentemente das condigBes nutricionais (Fig. 2 A). O
extrato também reduziu a biomassa de R. raciborskii, chegando ao ultimo dia de experimento
com 404,8, 268,8, 217,8 e 86,3 g L nos tratamentos +P, +N, +NP e CC, respectivamente.

Na temperatura de 28°C, a biomassa de R. raciborskii sem exposicdo a E. densa foram
792, 751, 671 e 622 pg L™ nos tratamentos CC, +NP, +N e +P, respectivamente, no Gltimo dia
de experimento (Fig. 2B). A biomassa de R. raciborskii em exposicéo a presenga fisica reduziu
a partir do quarto dia de experimento chegando ao final com 391, 131, 123 e 47 pg L* (CC,
+NP, +N e +P, respectivamente). No tratamento CC, apesar do decréscimo no sexto dia, a partir
do oitavo dia houve aumento. Em exposi¢do ao extrato, as biomassas chegaram a 25 pug L™t em
CCe 70,49 e 60 pug Lt em +NP, +N e +P, respectivamente.

Os tratamentos de R. raciborskii sem exposicdo a E. densa em 32°C apresentaram
menores biomassas (CC=408, +NP=402, +N=387 e +P=329 ug L) quando comparados aos
tratamentos em 24 e 28°C (Fig. 2C). A partir do segundo dia de estudo foi possivel observar
reducdo da biomassa de R. raciborskii quando exposta a E. densa, com concentragdes menores
de 10 pg L, independentemente das condig@es nutricionais e na presenca fisica no tratamento
+P. Quando expostos a presenga fisica as concentra¢des dos tratamentos CC, +NP e +N foram
de 221, 132 e 64 ug L?, respectivamente.

A eficiéncia fotossintética (Y1) de R. raciborskii foi afetada significativamente quanto
a natureza de exposicao (F=199.04; p<0.001), temperatura (F=81.34; p<0.001) e interacéo entre
os fatores natureza de exposigéo e temperatura (F=105.27; p<0.001) (Fig. 3; Tabela 1). A
presenca fisica de E. densa teve maior efeito na reducéo da eficiéncia fotossintética de R.
raciborskii na temperatura de 24°C, principalmente no tratamento +NP, seguido dos

tratamentos +N, +P e CC (Fig. 3A). Foi possivel observar a reducao do YII a partir do quarto
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dia de experimento. A exposi¢do ao extrato ndo afetou negativamente o Y1l da cianobactéria
na temperatura de 24°C. A YII de R. raciborskii nos tratamentos a 28 e 32°C (Fig. 3 B e C,
respectivamente) foi afetada negativamente pelo extrato de E. densa. Em 28°C foi observado a
reducéo do YlI a partir do quarto dia, enquanto nos tratamentos expostos a 32°C a Y1 foi baixa

durante todo periodo experimental.

Figura 2 - Biomassa de Raphidiopsis raciborskii em exposicéo a presenca fisica da macrofita
submersa Egeria densa (linhas tracejadas), extratos (linhas pontilhadas) e sem exposicdo
(linhas continuas) submetidas a diferentes condi¢es nutricionais (CC, +NP, +N e +P) em
temperaturas de 24 (A), 28 (B) e 32°C (C).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Tabela 1 - Resumo da ANOVA de medidas repetidas mostrando a influéncia da exposicdo a presenca fisica e extratos de E. densa, temperatura,
condigdes nutricionais (nutrientes) e interacéo entre esses fatores sobre as concentragdes de clorofila-a (g L™?), taxa de crescimento (dias™), taxa
de inibicdo (%), eficiéncia fotossintética (Y1) e Saxitoxinas totais (g L™?) de R. raciborskii. ns = ndo significativo

Eatores Clorofila-a (ug L?) Taxa de crescimento (dias™) Taxa de inibicéo (%) Y(11) Saxitoxinas totais (ug L?)
df F p df F p df F p df F p df F p
Exposicao 2 1289.38 <0.001 2 6611.25 <0.001 1 132 ns 2 199.04 <0.001 2 237.91 <0.001
Temperatura 2 490.18 <0.001 2 705.22 <0.001 2 1.31 ns 2 81.34 <0.001 1 113.86 <0.001
Nutriente 3 13.02 <0.05 3 13461 <0.001 3 0.6 ns 3 1900 ns 3 6.98 <0.001
Exposicdo*temperatura 4 27779 <0.001 4  2604.22 <0.001 2 2.98 ns 4 105.27 <0.001 2 169.47 <0.001
Exposicdo*nutriente 6 17.40 <0.05 6 14555 <0.001 3 025 ns 6 203 ns 6 6.22 <0.001
Temperatura*nutriente 6 7.73 ns 6 69.27 <0.01 6 0.36 ns 6 0.66 ns 3 289 <0.05
Exposicdo*temperatura*nutrientes 12 3.08 ns 12 43.97 <0.01 6 011 ns 12 084 ns 6 7.75 ns
1cAN* * 1 *
Exposicao”temperatura™nutriente™ 2, 11 38 <05 30 45156 <0.001 24 702 <0001 36 846 <0.001 24 87.21 <0.001

tempo

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Figura 3 - Eficiéncia fotossintética de R. raciborskii nos tratamentos de exposicao a presenca
fisica (+P.F.) e extratos (+EX) de E. densa submetida a temperaturas de 24 (A), 28 (B) e 32°C
(C) em diferentes condigdes nutricionais (CC, +NP, +N e +P).
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A taxa de crescimento de R. raciborskii foi afetada significativamente pela exposicao a
macrofita (F=6611.25; p<0.001), temperatura (F=702.22; p<0.001), condigdes nutricionais
(F=134.61; p<0.01), periodo experimental (F=1462.51; p<0.001) e interacdo entre os fatores
(Tabela 1; Fig. 4).

As taxas de crescimento de R. raciborskii quando nédo esteve exposta a P.F. ou extratos
de E. densa foram positivas durante todo o periodo de estudo, independentemente das condi¢es
nutricionais e temperatura testadas. Na temperatura de 24°C as menores taxas de crescimentos
foram observadas no sexto dia nos tratamentos +N, +NP, CC e +P em exposi¢cdo a presenca

fisica de E. densa (Fig. 4A). No entanto, no ultimo dia de experimento as taxas de crescimento
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foram positivas para todos os tratamentos expostos a presenga fisica e extrato. Na temperatura
de 28°C, as menores taxas de crescimento foram no segundo e quarto dia de experimento na
exposicdo a presenca fisica em todos as condi¢des nutricionais (Fig. 4B). No entanto, no décimo
e no ultimo dia, as taxas de crescimento dos tratamentos em exposicdo a presenca fisica
apresentaram crescimento maior que os tratamentos sem exposi¢do. O extrato da macréfita
afetou negativamente o crescimento de R. raciborskii do segundo ao décimo na temperatura de
32°C em todas as condi¢cdes nutricionais, enquanto a presenca fisica apresentou menor

crescimento no quarto dia (Fig. 4C).

Figura 4 - Taxa de crescimento de R. raciborskii nas temperaturas de 24 (A), 28 (B) e 32°C
(C) nas condicdes nutricionais CC, +NP, +N e +P em exposicédo a presenca fisica e extrato da
macrofita E. densa.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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A inibicdo de R. raciborskii ndo houve influéncia significativa quanto a natureza de
exposicdo, temperatura, condi¢cdes nutricionais e interacdo esses fatores (p>0.05) (Tabela 1,
Fig. 5). Raphidiopsis raciborskii foi inibida em todas as condi¢des nutricionais a partir do
quarto dia de experimento, independentemente da natureza de exposicao (presenca fisica ou
extrato) e temperatura amostrada. Na temperatura de 24°C a inibigdo foi superior a 90% no
sexto dia quando exposta a presenca fisica de E. densa em todas as condi¢Ges nutricionais,
chegando ao ultimo dia com 99% em +NP, +N e +P e 94% em CC (Fig. 5A). A eficécia da
inibicdo exercida pelo extrato foi inferior a presenca fisica na temperatura de 24°C nos
tratamentos +NP, +N e +P, chegando ao Gltimo dia com 69, 65 e 49%, respectivamente.

A inibicdo na temperatura de 28°C foram semelhantes quanto a natureza de exposi¢éo
durante o periodo de estudo, no entanto, no ultimo dia no tratamento CC o extrato apresentou
maior inibicdo (95%) que a presenca fisica (59%) (Fig. 5B). Em 32°C ocorreu de forma
semelhante, no segundo dia o extrato teve efeito mais eficaz em todas condigdes nutricionais,
mas foi igualada com a presenca fisica ao longo do experimento (Fig. 5C). Os tratamentos CC,
+NP e +N tiveram efeito mais eficaz do extrato no ultimo dia com 99% nesses tratamentos,

enguanto a presenca fisica teve 45, 83 e 83%, respectivamente.
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Figura 5 - Inibicdo exercida pela presenca fisica e extrato de E. densa sobre o crescimento de
R. raciborskii nas temperaturas de 24 (A), 28 (B) e 32°C (C).
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

As concentragdes de STX totais produzidas por R. raciborskii foram afetadas
significativamente pela exposicdo aos extratos e a presenca fisica de E. densa (F=237.91;
p<0.001), temperatura (F=113.86 p<0.001), condi¢Ges nutricionais (F=6.98; p<0.001) e
interacOes entre os fatores exposicao e temperatura (F=169.47; p<0.001), exposi¢éo e condi¢des
nutricionais (F=6.22; <0.001), temperatura e condi¢des nutricionais (F=2.89; p<0.001) (Tabela
1; Fig. 6). As maiores concentracdes de STX totais foram observadas nos tratamentos incubados
a 28°C, com maiores concentragdes nos tratamentos de +P, CC e +NP em exposi¢éo a presenca
fisica de E. densa (9,9, 5,9 e 4,2 pg L, respectivamente) (Fig. 62). Todos os tratamentos na
auséncia e presenca fisica de E. densa tiveram concentracdes de STX totais acima de 3 pg L*

na temperatura de 28°C.
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Em 32°C as maiores concentracOes de STX totais foram nos tratamentos com a auséncia
de E. densa, ultrapassando 3 pg L?, independentemente das condi¢Ges nutricionais. Nos
tratamentos em exposicao a presenca fisica, o tratamento +CC apresentou maior concentracdes
de STX total com 2,7 pg L%, Raphidiopsis raciborskii em exposi¢io a P.F. nas outras condigdes
nutricionais apresentaram valores acima de 1 pg L. Na temperatura de 32°C todos os
tratamentos em exposicdo ao extrato obtiveram menores concentragfes de STX totais,
chegando a 0,2 pg L. Na temperatura de 24°C as concentraces de STX totais nio
ultrapassaram as concentragdes de 1,5 pg L™, com maiores concentragdes nos tratamentos CC,

+N e P na auséncia da macrofita e em +N em exposi¢cdo aos extratos.
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Figura 6 - Saxitoxinas totais produzidas por R. raciborskii nos tratamentos na auséncia e
presenca de extratos e biomassa fresca de E. densa em diferentes condi¢Ges nutricionais nas
temperaturas de 24 (A), 28 (B) e 32°C (C).
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que a macréfita submersa Egeria densa pode afetar a
eficiéncia fotossintética da cianobactéria R. raciborskii, inibir o crescimento e reduzir a
biomassa em diferentes condicdes de enriquecimento de nutrientes (nitrogénio e fésforo) sob
diferentes temperaturas. No entanto, as concentra¢fes de toxinas aumentaram na exposi¢do a
presenca fisica da macrdéfita na segunda maior temperatura. Nossas hipoteses que a inibicdo do
crescimento e producgédo de toxinas seria reduzido em temperaturas mais altas e excesso de
nutrientes foi parcialmente aceita, visto que as concentracdes de toxinas aumentaram em
interacdo com E.densa na temperatura de 28°C. A inibicdo da biomassa e eficiéncia
fotossintética de R. raciborskii por extratos obtidos de E. densa sugere a acdo de substancias
alelopaticas que afetam o crescimento dessa cianobactéria.

O efeito inibitério de E. densa sobre o crescimento de R. raciborskii foi registrado
anteriormente, chegando a 100% nos tratamentos em exposicao a presenca fisica, no entanto, o
efeito exercido pelo extrato fora mais fraco (BARBOSA et al., 2022). A inibi¢do da comunidade
cianobactéria foi observado em mesocosmo em reservatorio hipereutréfico no nordeste do
Brasil, reduzindo a biomassa em 83% em meio repleto de nutriente, excluindo a competi¢ao
por nutrientes e luz como fator determinante (AMORIM et al., 2020). Resultado similares foram
observados em experimentos de mesocosmo utilizando E. densa em lagos rasos subtropicais,
no qual essa espécie controlou o crescimento do fitoplancton em condig¢Ges ndo limitantes de
nutrientes (VANDERSTUKKEN et al., 2011). Nossos resultados estdo de acordo com estudos
que trazem E. densa como biocontrole para o crescimento do fitoplancton, principalmente
cianobactérias (NAKAI et al., 1999; VANDERSTUKKEN et al., 2014; ESPINOZA-
RODRIGUEZ et al., 2016; BARBOSA et al., 2021).

Observamos que a exposi¢do ao extrato e biomassa de E. densa inibiu o crescimento de
R. raciborskii e reduziu a biomassa em diferentes temperaturas e condi¢Ges de enriquecimento
de nutrientes (nitrogénio e fosforo). No entanto, a cianobactéria apresentou maior resisténcia a
exposicdo aos extratos na temperatura de 24°C e a presenca fisica nas maiores temperaturas
testadas. A temperatura pode ser um importante fator que influencia na resisténcia de
cianobactérias expostas a estresses. Aleloguimicos isolados da macrofita Myriophyllum
spicatum afetaram as taxas de crescimento da cianobactéria Microcystis aeruginosa em
temperaturas e condi¢fes luminosas mais baixas (NAKAI et al., 2014). E Hong et al. (2018)
observou que o aumento da temperatura causou resisténcia a inibicdo para M. aeruginosa.

Rahidiopsis raciborskii apresentou menor biomassa nos tratamentos de 32°C quando na
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auséncia de E. densa, sugerindo que essa temperatura foi desfavoravel para o crescimento 6timo
da cianobactéria. Fatores ambientais desfavoraveis para o crescimento desses microrganismos
conjuntamente com a forca de competicédo interespecifica podem aumentar a suscetibilidade a
inibicdo (NAKAI et al., 2014; ZHU et al., 2021). Enquanto, fator favoraveis pode podem
reduzir as forgas de inibigdo (SENAVIRATHNA et al., 2021).

A temperatura influenciou o efeito da natureza de exposi¢ao sobre a biomassa de R.
raciborskii. A interacdo com a macrofita E. densa teve maior poder de reducdo da biomassa da
cianobactéria na temperatura de 24°C, enquanto na temperatura de 32°C o extrato foi mais
eficaz. A inibicdo do fitoplancton em coexisténcia com macrofitas pode ser favorecida pela
liberacdo continua de substancias quimicas na agua, afetando o crescimento continuamente
(NAKAI et al., 1999; GAO et al., 2017). No entanto, condi¢bes ambientais podem influenciar
sobre a fisiologia dos organismos e afetar a producéo e excrecdo de aleloquimicos (ENHARD
& GROSS, 2005; GE et al., 2012a, 2012b). A utilizacdo de extratos pode ser mais eficaz
durantes os primeiros dias por possuir maiores concentracdes de substancias quimicas
comparado ao excretado pela planta no ambiente (Gross, 2000; Gao et al., 2017). Porém, no
ambiente esses aleloquimicos estdo expostos as condicdes ambientais, sujeitos a degradacéo e
transformacéo em compostos mais ou menos eficientes (CHENG et al., 2017; WU, 2016; LI et
al., 2021).

A alelopatia exercida por macrofitas submersas contra o fitoplancton pode auxiliar na
competicdo por recursos, como luz e nutrientes, nos ecossistemas aquaticos (LEGRAND et al.,
2003; NAKAI et al., 2012). Muitos estudos relatam que esses produtos alelopaticos excretados
por macrofitas podem afetar negativamente o metabolismo de cianobactérias, causando estresse
oxidativo, danos a membrana celular, morte celular programada e danos ao aparato
fotossintético, consequentemente causando a inibicdo da fotossintese (SHAO et al., 2009; ZHU
etal., 2010; WANG et al., 2016; MOHAMED, 2017; Nl et al., 2018; ZHOU et al., 2018; ZHU
et al., 2021). Tanto a presenca fisica quanto a exposi¢do aos extratos de E. densa causou danos
na eficiéncia fotossintética de R. raciborskii, independentemente da temperatura e condi¢Ges
nutricionais testadas. A eficiéncia quantica efetiva (Y1) representa a capacidade de organismos
autotrofos em converter energia luminosa em energia quimica, a reducdo desse parametro pode
levar a inibicdo da capacidade fotossintética, e consequentemente a reducao da biomassa algal
(ZHU et al., 2011; ZHOU et al., 2013; HUANG et al., 2015). Gao et al. (2017b) e Wang et al.
(2016) mostraram que aleloquimicos isolados de macrofitas afetou a eficiéncia fotossintética e

inibiu M. aeruginosa. Extratos aquosos das macrofitas Ceratophyllum demersum e Vallisneria
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natans também causaram a reducao da eficiéncia em M. aeruginosa, dificultando o crescimento
da cianobactéria (HAN et al., 2021).

Nossos resultados de saxitoxinas totais sugerem que a temperatura, nutrientes e
exposicao a macrofita E. densa e extrato influenciou a producéo e excrecdo de saxitoxinas de
R. raciborskii. Barbosa et al. (2022) mostrou que quando R. raciborskii esteve em interacao
com E. densa as concentra¢des de STXs totais foram menores. O aumento da biomassa de R.
raciborskii nos primeiros dias de experimento seguido de um declinio pode ter resultado a
liberacdo de toxinas no meio externo, apds a morte da cianobactéria. O aumento da temperatura
pode ser um fator importante para o aumento da producdo de toxinas por cianobactérias
(MOWE et al., 2015). Rangel et al. (2016) observaram que maiores concentragfes de STX
foram produzidas em temperatura de 32°C. A reducdo de cianotoxinas na agua pode ser através
da reducdo da biomassa de cianobactérias (NIMPTSCH et al., 2008) ou da absor¢do desses
compostos por macrdfitas. As plantas submersas sdo apontadas como Sistemas de Figado Verde
nos ecossistemas aquaticos por seu potencial de absorver e transformar substancias toxicas
como metais e toxicas (PFLUGMACHER et al., 2016; Amorim et al., 2017; Cao et al., 2019).
No entanto, ndo podemos afirmar que E. densa absorveu as toxinas produzidas por R.
raciborskii, pois ndo fizemos analises para observar o contetdo de toxinas absorvidas.

Os resultados obtidos nesse estudo sdo fundamentais, visto que muitas espécies de
cianobactérias, incluindo R. raciborskii, sdo bem adaptadas a ambientes com altas
concentracOes de nutrientes e temperaturas elevadas (HUISMAN et al., 2018). Os efeitos do
aquecimento global decorrente das mudancas climaticas podem intensificar ainda mais as
floracbes de cianobactérias em regides tropicais, subtropicais e temperadas e aumentar a
duracdo dessas floracBes e causar expansdo geografica e distribuicdo de cianobactérias em
zonas temperadas (O’NEIL et al., 2012; SUKENIK et al., 2015; TAN et al., 2021; BONILLA
et al., 2023). Encontrar métodos de controle para mitigar essas floragfes sdo essenciais.
Métodos utilizando compostos quimicos sdo amplamente estudados, mas a deficiéncia desses
métodos sdo que muitos ndo sdo ecologicamente corretos, causando poluicdo secundéria,
liberacdo de cianotoxinas no ecossistema aquatico e afetando outros organismos (LI et al., 2021,
WANG et al, 2022). Diante disso, métodos de biocontrole utilizando macrofitas
potencialmente produtoras de aleloquimicos podem ser eficazes para o controle dessas

floracOes de cianobactérias toxicas em ecossistemas eutrofizados.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados no presente estudo, podemos concluir que extratos e biomassa da
macrofita submersa Egeria densa possui grande potencial para inibir o crescimento e a
producdo de biomassa da cianobactéria Raphidopsis raciborskii mesmo submetida a altas
temperaturas e concentrac@es de nutrientes na dgua. A inibicdo de R. raciborskii pela macréfita
pode ter sido causada por danos no aparato fotossintético, afetando a eficiéncia de fotossintética
da cianobactéria, sugerindo o papel de interagdes envolvendo compostos alelopaticos. Apesar
da reducéo da biomassa da cianobactéria em altas temperaturas, as concentracdes de saxitoxina
foram maiores, sugerindo que R. raciborskii se torna mais toxica a medida que a temperatura
aumenta. No mais, sdo necessarios estudos que visem o isolamento e identificacdo dos
compostos alelopaticos de E. densa e seus efeitos nos processos metabolicos e fisiologicos de
cianobactérias e sua bioaplicacdo in situ. Nosso estudo ressalta a importancia de planos de
manejo e mitigacdo de floracGes de cianobactérias tdxicas em ecossistemas aquaticos
submetidos a pressao antropica da eutrofizacdo artificial mediante cenérios de intensificacdo do

aquecimento global decorrente das mudancas climaticas.
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