ot "L

Simpésio Brasileiro de
RQCUISOS HIdeCOS

XXVI SIMPOSIO BRASILEIRO DE RECURSOS HIDRICOS

AQUECIMENTO GLOBAL OU EUTROFIZACAO: O QUE IMPULSIONA AS
FLORACOES TOXICAS DE Raphidiopsis raciborskii?

Ranielle Daiana dos Santos Silva'; Mathias Ahii Chia?; Juliana dos Santos Severiano!; José Etham
de Lucena Barbosa’

Abstract: Raphidiopsis raciborskii blooms have been expanding due to water warming and
eutrophication; however, the effects of these stressors on bloom patterns and toxicity are still poorly
understood. Moreover, understanding how different toxic strains respond physiologically to these
factors helps reveal the mechanisms underlying the expansion of this cyanobacterium. In this study,
we evaluated the effects of nutrients and temperature on the biomass of saxitoxin-producing (ITEP-
Al) and cylindrospermopsin-producing (CIAR-01) strains, focusing on biomass and toxin
production, aiming to provide insights for bloom control. Strains were exposed to five nutrient
conditions (high and low concentrations of N and P, along with the ASM-1 control) and three
temperatures (15, 25, and 35 °C), representing the minimum tolerable, optimal for growth, and
exacerbated conditions (above the increase projected by the IPCC for tropical semiarid regions).
Significant intraspecific variations were observed. The CIAR-01 strain showed greater growth in
monoculture, suggesting a competitive advantage over ITEP-A1. Temperature was a key factor for
population abundance, and even under high nutrient conditions, growth was inhibited at 15 °C. The
divergent physiological responses to N and P limitation revealed high phenotypic plasticity,
challenging generalizations based on a few strains. Furthermore, higher chlorophyll-a concentrations
under N and P enrichment at 25 and 35 °C reinforce the synergistic role of temperature and nutrients,
indicating that the simultaneous control of both N and P is essential to mitigate toxic blooms,
especially under global warming scenarios.

Resumo: As floragdes de Raphidiopsis raciborskii t€m se expandido devido ao aquecimento das
aguas e a eutrofizacdo, porém os efeitos desses estressores sobre seus padrdes de floragdo e toxicidade
ainda sdao pouco compreendidos. Além disso, entender como diferentes cepas toxicas respondem
fisiologicamente a esses fatores permite revelar os mecanismos por trds da expansdo dessa
cianobactéria. Neste estudo, avaliamos os efeitos de nutrientes e temperatura sobre a biomassa de
cepas produtoras de saxitoxinas (ITEP-A1) e cilindrospermopsina (CIAR-01), com foco na biomassa
e producdo de toxinas, visando fornecer subsidios para o controle de floracdes. As cepas foram
expostas a cinco condi¢des nutricionais (altas e baixas concentracdes de N e P, além do controle
ASM-1) e a trés temperaturas (15, 25 e 35°C), representando a minima toleravel, 6tima de
crescimento e exacerbada (acima do aumento previsto pelo IPCC para regides semiaridas tropicais).
Observamos variagdes intraespecificas significativas. A cepa CIAR-01 apresentou maior crescimento
em monocultura, sugerindo vantagem competitiva frente a ITEP-A1. A temperatura foi determinante
para a abundancia populacional, e mesmo sob altos nutrientes, o crescimento foi inibido a 15 °C. As
respostas fisioldgicas divergentes frente a limitacdo de N e P revelam alta plasticidade fenotipica,
desafiando generalizagdes baseadas em poucas cepas. Além disso, as maiores concentracdes de
clorofila-a sob enriquecimento de N e P nas temperaturas de 25 e 35 °C refor¢cam o papel sinérgico
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entre temperatura e nutrientes, indicando que o controle simultaneo de N e P ¢ essencial para mitigar
floracdes toxicas, especialmente sob cenarios de aquecimento global.

Palavras-Chave — Algas nocivas, saxitoxinas, cilindrospermopsisnas.

INTRODUCAO

A cianobactéria Raphidiopsis raciborskii ¢ uma espécie invasora e oportunista de origem
tropical, com expansao global crescente devido a eutrofizagdo e ao aquecimento climatico [Sinha et
al. (2014); Burford et al. (2018)]. Sua ampla distribui¢do (mais de 18% dos ecossistemas de dgua
doce) esta ligada a sua elevada plasticidade fenotipica, com tolerancia a diferentes condic¢des de luz,
temperatura e nutrientes [ Antunes et al. (2015); Burford ez al. (2016)]. Além de apresentar capacidade
de fixar nitrogénio e estocar nutrientes como N e P [Xido et al. (2019); Lei et al. (2021)], a espécie
forma acinetos e possui vesiculas de gas [Antunes ef al. (2015); Burford et al. (2018)], favorecendo
sua sobrevivéncia em condi¢cdes adversas.

Do ponto de vista toxicoldgico, R. raciborskii pode produzir diferentes cianotoxinas, como
cilindrospermopsinas (CYNs) e saxitoxinas (STXs), com distribui¢do geografica diferenciada, em
que cepas da América do Sul foram relatadas como potenciais produtoras de saxitoxinas, enquanto
cepas da Oceania, Asia e Europa mostraram produzir cilindrospermopsina [Antunes et al. (2015);
Burford et al. (2016)]. Até o presente momento, a ocorréncia simultdnea de CYNs e SXTs nao foi
relatada em uma tnica cepa de R. raciborskii. No entanto, a presenca de genes cyrJ em cepa produtora
de SXTs no Brasil, sugere que mudancas na producao de toxinas possam ocorrer ao longo do tempo,
direcionando a evolucdo das cianotoxinas [Hoff-Risseti ef al. (2013)], apesar de ndo estar claro os
fatores que conduziram essa evolugao.

A temperatura ¢ um fator chave na proliferagdo da espécie, com agdes sinérgicas com a
eutrofizagdo favorecendo floragdes [Galvanese ef al. (2019)]. Entretanto, registros de floragdes de R.
raciborskii em temperaturas de 10-15 °C sugerem que baixas temperaturas nao ¢ uma barreira
definitiva, tornando os nutrientes determinantes para a biomassa em condi¢des frias [Bonilla et al.
(2012); Jia et al. (2021)].

Estudos indicam que respostas a variagdes de temperatura e nutrientes sobre a biomassa e
produgdo de toxinas podem ocorrer de forma distinta entre cepas [Castro et al. (2004); Silva et al.
(2022)]. A temperatura altera o perfil de toxinas intra e extracelular [Castro et al. (2004)], além disso,
uma maior toxicidade pode ocorrer mesmo com baixa biomassa em temperaturas abaixo do ideal
[Castro et al. (2004)]. Assim, os fatores determinantes para producao e liberagdo de cianotoxinas
produzidas por R. raciborskii permanecem incertos.

Outro fator importante ¢ a variabilidade genética e fenotipica da cepa, que pode influenciar
as respostas ecofisiologicas [Guedes et al. (2019)]. Assim, avaliar respostas fisioldgicas de diferentes
cepas € essencial para prever o sucesso de cepas toxicas em cenarios futuros [Willis et al. (2015)].
Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos combinados de temperatura e
nutrientes sobre o crescimento e sintese de toxinas em cepas de R. raciborskii, testando as hipoteses
de que: (i) baixas temperaturas ndo sustentam alta biomassa mesmo com nutrientes elevados; (ii)
niveis elevados de temperaturas e nutrientes aumentam a biomassa e toxinas; e (iii) as respostas sao
dependents da cepa, favorecendo linhagens com maior fitness em cendrios futuros.
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METODOLOGIA

Cepas das cianobactérias

Foram utilizadas duas linhagens toxigénicas de Raphidiopsis raciborskii: ITEP-A1 (produtora
de saxitoxinas - STXS), proveniente da Universidade Federal do Agreste de Pernambuco, e CIAR-
01 (produtora de cilindrospermopsina - CYNs), isolada de um reservatério do Cearda e mantida na
cole¢do da Universidade Federal do Ceara. Ambas as cepas foram cultivadas em meio asm-1 (pH
8,0), sob temperatura de 24+1 °c, irradiancia de 100 pmol fétons. m2.s™' e fotoperiodo de 12 horas
[Briand et al. (2004)].

Delineamento experimental

O experimento seguiu um delineamento fatorial cruzado, com trés réplicas por tratamento,
combinando cinco condi¢des nutricionais (controle, N+, P+, N-, P-) e trés temperaturas (15, 25 e 35
°C). As condig¢des nutricionais foram definidas para simular ambientes eutroficos (n+: 7 mmol.l™" de
NaNOs; P+: 350 umol.I"! de Na2PO:s) e oligotréficos (N-: 7,8 pmol.I™" de NOs~; P-: 0,05 pmol.l! de
PO+*"), baseando-se em [Chia et al. (2018); Marinho et al. (2013); Passarge (2006)]. A temperatura
de 25 °C foi usada como controle, por representar a média dos reservatorios tropicais ¢ a faixa usual
de cultivo da espécie. As temperaturas de 15 °C e 35 °C representaram, respectivamente, a minima
toleravel e a exacerbada, segundo [Briand et al. (2004)], considerando as projecdes do IPCC (2019).

As culturas foram aclimatadas por uma semana antes dos experimentos e inoculadas com
biovolume inicial de 4 mg.L"'. Para limitacao de fosfato, as culturas foram previamente aclimatadas
por cinco dias em meio sem P. Todo o material foi rigorosamente limpo com HCl 10% para evitar
contaminagdes. Os experimentos foram conduzidos por dez dias em uma cdmara germinadora
(modelo SSGF-3421), com controle rigoroso de temperatura e luz. As culturas foram mantidas em
frascos de 200 ml, com agitacdo manual a cada 8 horas. A posi¢do dos frascos foi rotacionada
diariamente para uniformidade da iluminagdo. As amostragens ocorreram nos dias 0, 2, 4, 6, 8 ¢ 10
para analise de clorofila-a.

Coleta de dados

As concentracdo de clorofila-a (ug L") foram mensuradas utilizando um fluordmetro phyto-
pam com o software phyto-win (HEINZ WALZ GMBH, Alemanha). As taxas de crescimento
especifico (u; dia™') foram determinadas por regressdo exponencial [Wood et al. (2005)],
considerando a biomassa no tempo inicial e final.

Para quantificagdo de toxinas intra e extracelulares (STXS e CYNS), amostras foram
coletadas nos tempos inicial e final, filtradas (GF/C, 0,45 um) e congeladas até analise. As fragdes
intracelulares foram extraidas dos filtros e as extracelulares da agua filtrada. As toxinas foram
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quantificadas ~ via ELISA  [Casero e al (2014)], utilizando trés ciclos de
congelamento/descongelamento, com leitura em leitor de microplacas ASYS a-5301 (Austria).

Analises estatisticas

Foi aplicado um modelo linear geral de medidas repetidas (RM-GLM), com tempo de
incubagdo como fator fixo, para avaliar diferengas significativas nas concentracdes de clorofila-a,
taxa de crescimento entre as cepas. Os efeitos isolados e interativos entre nutrientes e temperatura
sobre essas variaveis e sobre as concentragoes de toxinas intra ¢ extracelular também foram avaliados
por ANOVA de medidas repetidas. Quando identificadas diferencas significativas, foi aplicado o teste
de Bonferroni para comparagdo multipla das médias. Os pressupostos de normalidade e
homogeneidade de variancias foram testados pelos métodos de Shapiro-Wilk e Bartlett.

RESULTADOS

Diferengas intraespecificas significativas foram observadas entre as cepas CIAR-01
(produtora de CYNSs) e ITEP-Al (produtora de STXs), com forte influéncia das temperaturas,
nutrientes, tempo de incubagdo e tipo de cultura (p<0,001). A ciar-01 apresentou maiores
concentracdes de clorofila-a em 15 e 35 °C, enquanto em 25 °C as diferengas entre cepas foram
atribuidas principalmente aos nutrientes (Figura 1).

Para a ITEP-A1, as maiores concentragdoes de clorofila-a ocorreram a 25 °C no 10° dia de
incubacgdo, especialmente sob N+ (284,73 pg/L) e P+ (243,66 pg/L). Em 35 °C, as concentragdes
foram menores, com maximos de ~32 ug/L em P+ e N+. Em 15 °C, a clorofila-a foi inibida, sem
diferengas relevantes entre os tratamentos. Curiosamente, a limitagdo de P teve menor impacto na
biomassa do que a de N, ao contrario do esperado (Figura 1).

Para CIAR-01, a clorofila-a foi altamente inibida a 15 °C, com maximos de apenas 12,15
pug/L. Ja em 35 °C, atingiu 399,1 pg/L na condi¢do controle. A limitagao de P afetou fortemente a
biomassa em todas as temperaturas, enquanto a de n foi mais restritiva em 25 °C.

As andlises estatisticas (GLM) confirmaram os efeitos significativos das interagdes entre
temperatura, nutrientes, tempo e cepas sobre a clorofila-a e crescimento (p<0,001). Todos os fatores
testados apresentaram interagdes significativas.

As taxas de crescimento especifico mostraram diferengas claras entre cepas, nutrientes e
temperaturas. Para ITEP-A1, o crescimento maximo (0,30 dia™') ocorreu no quarto dia a 25 °C na
condi¢do controle. Em 15 °C, houve forte inibi¢do do crescimento, com pouca variagdo entre
tratamentos. A CIAR-01 apresentou crescimento mais elevado, com méximo de 1,14 pg/l a 35 °C em
P+. As limitagdes de nutrientes (especialmente de P) reduziram significativamente o crescimento da
CIAR-01, principalmente nos dias 2 e 10.

A producdo de STXs pela ITEP-A1 foi fortemente dependente da temperatura, nutrientes e
tempo (p<0,001). A maior concentragdo intracelular (1106,08 pg/L) ocorreu a 25 °C na condigao
controle. Em 35 °C, os picos de STXs intracelular ocorreram sob limitacdo de P (103,09 ug/L),
enquanto em 15 °C, o maximo foi sob N- (14,75 pg/L), indicando resposta ao estresse nutricional. A
liberagdo extracelular de STXs foi mais expressiva a 25 °C, com maior valor no meio P- (146,88
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ug/L), seguido de 35 °C sob N- e P-. Em 15 °C, os niveis extracelulares foram baixos e similares entre
os tratamentos (Figura 2).

Quanto a CIAR-01, a producao de CYNS foi significativamente influenciada por nutrientes,
temperaturas e tempo (p<0,001). O maior valor intracelular (27,67 png/L) foi observado a 25 °C em
P+ no 10° dia. A limitagdo de P em 15 °C e o controle nesta mesma temperatura também mostraram
altos niveis (74,72 e 70,45 ng/L, respectivamente), sugerindo que o estresse por baixas temperaturas
e limitagdo de nutrientes estimula a producdo de CYNSs. A concentragdo de CYNs extracelular seguiu
o padrdo intracelular, com maiores valores a 25 °C. Isso indica que o aumento da sintese de toxinas
resulta também em maior liberagdo para o meio (Figura 2).

DISCUSSAO

Nossos resultados confirmaram que, sob baixa temperatura, o enriquecimento nutricional ndo
reverteu a inibi¢do da biomassa de R. raciborskii, validando a primeira hipotese. A combinagdo entre
temperatura e nutrientes alterou significativamente a fisiologia das cepas, favorecendo as
concentragdes de clorofila-a e toxinas sob condi¢des ideais, apoiando a segunda hipdtese. As
respostas contrastantes entre as cepas reforgam a plasticidade da espécie e sugerem, como previsto
na terceira hipotese, que cendrios futuros selecionarao linhagens com maior fitness ecologico [Willis
et al. (2015)].

A CIAR-01 apresentou maior adaptacdo a temperaturas extremas (15 e 35 °C), e em cendrios
de aquecimento com eutrofizagdo, seu investimento em crescimento pode favorecer sua expansao. O
crescimento e produgdo de toxinas foram mais afetados por efeitos sinérgicos de temperatura e
nutrientes [Silva ef al. (2022)]. Altas concentracdes de N e P ampliaram biomassa e toxinas, elevando
os riscos de intoxicagao [Jia ef al. (2021)].

A elevada biomassa e producao de toxinas sob excesso de P estdo relacionadas a alta afinidade
da espécie por esse nutriente [Burford et al. (2018)]. A ITEP-A1 manteve crescimento mesmo sob
limitagdo de P, enquanto CIAR-01 foi inibida, especialmente a 15 e 35 °C, sugerindo estoque interno
de P e redu¢do metabolica como estratégias da ITEP-A1 [Bonilla ez al. (2012)]. Quanto ao nitrogénio,
altas concentragdes estimularam o crescimento, principalmente a 25 e 35 °C, como ja observado
anteriormente [Willis ef al. (2015)]. A ITEP-A1 foi mais sensivel a limitagdo de N, provavelmente
devido a baixa eficiéncia na fixagdo de N atmosférico [Burford er al. (2014)]. Ja a CIAR-01
apresentou crescimento ativo, sugerindo mobilizag¢do de reservas internas [Lu et al. (2022).

A produgdo de STXs pela ITEP-A1 foi maior em 25 °C, seguindo a biomassa, enquanto em
15 °C a sintese de STXs sob estresse sugere estratégia adaptativa [Casali et al. (2017)]. Para CIAR-
01, as concentracdes de CYNs ndo acompanharam a biomassa, reforcando que a producao de CYN
pode ser regulada por fatores ambientais [Jia et al. (2021)]. A liberagdo extracelular de toxinas
acompanhou os niveis intracelulares, com maiores proporcoes sob estresse [Soto e Lieb (2012)]. Isso
tem implicacdes diretas para a qualidade da 4gua, uma vez que ndo ha regulamentagdes para toxinas
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extracelulares em agua doce [Casero ef al. (2014)]. Futuras pesquisas devem focar nos mecanismos
genéticos subjacentes as respostas observadas.
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Figura 1- Clorofila-a das cepas de R. raciborskii expostos a diferentes condigdes nutricionais e temperaturas. ITEP-A1
em 15 °C (A), ITEP-A1 em 25 °C (B); ITEP-A1 em 35 °C (C); CIAR-01 em 15 °C (D), CIAR-01 em 25 °C (E); CIAR-
01 em 35 °C (F).
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Figura 2- Concentragdes das cianotoxinas (STXs e CYNs) nas diferentes temperaturas e condi¢des nutricionais.
Contetido de SXTs em 15 °C (A), Contetido de SXTs em 25 °C (B); Conteudo de SXTs em 35 °C (C); Contetido de
CYNs em 15 °C (D), Conteudo de CYNs em 25 °C (E); Contetido de CYNs em 35 °C (F).
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Os resultados demonstram que a temperatura foi o fator mais importante para a biomassa,
fotossintese e produ¢do de toxinas, com forte modulag¢do pelas condi¢des nutricionais e diferencas
entre as cepas. A CIAR-01 apresentou maior tolerancia a temperaturas extremas e maiores taxas de
crescimento, enquanto a ITEP-A1l foi mais sensivel as variacdes de nutrientes, especialmente
nitrogénio. A limitagdo de fosforo afetou mais fortemente a CIAR-01, enquanto a ITEP-A1 mostrou
maior sensibilidade a limitagdo de nitrogénio. A producdo de toxinas também respondeu de maneira
especifica entre as cepas: STXs foram mais dependentes da biomassa e de condig¢des de crescimento
otimas, enquanto CYNs apresentaram picos sob estresse, especialmente em baixas temperaturas e
limitagdes nutricionais. As intera¢des entre temperatura, nutrientes € tempo de exposicao explicam
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boa parte da variabilidade nas respostas fisiologicas e toxicologicas, reforcando a necessidade de
considerar esses multiplos fatores em modelos preditivos de floragdes toxicas.
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