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RESUMO

ARRUDA, Renan. Silva. Avaliagcao dos efeitos da salinidade no crescimento e na
interacdo de Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae) e Diacronema sp.
(Pavlovophyceae) isoladas da Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ. 2016. 81f.
Dissertacao, (Mestrado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A Lagoa Rodrigo de Freitas (LRF) encontra-se incorporada a area urbana e,
consequentemente, é impactada por atividades antropicas, destacando-se o intenso
lancamento de efluentes domésticos na sua bacia de drenagem, o que acarretou em
sua eutrofizagéo. Tal processo € responsavel por frequentes eventos de floracdo de
microalgas que resultam, muitas vezes, em episddios de mortandade de peixes.
Dentre as espécies fitoplanctdnicas presentes na LRF, destacamos nesse trabalho
Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae) e Diacronema sp. (Pavlovophyceae), que
apresentaram contribuicdo relevante no ano 2012, estando ambas envolvidas em
eventos consecutivos de floragcdo. O conhecimento sobre a ecofisiologia de espécies
desses géneros, considerando a dinamica de variaveis ambientais, tal como
salinidade, é fundamental para o entendimento dos principais mecanismos
controladores dessas floragbes. Com o0 objetivo de investigar a influéncia da
salinidade sobre o crescimento e na interacéo entre trés cepas de Nannochlorospsis
sp (NN-M, NN-J e NN-S) e uma de Diacronema sp. (DI), testes foram realizados em
meio f/2, contendo ou ndo exsudatos da espécie concorrente em trés salinidades
(8S, 14S e 20S). Taxa de crescimento (1) e rendimento maximo (Rmax) foram
mensurados com o incremento da clorofila a, assim como avaliagdo do rendimento
quantico efetivo (¢PSll) e parametros da curva rapida de luz (CRL: a, ETRqax € EK).
As cepas DI e NN-S obtiveram melhores taxas de crescimento em 14S (u= 0,93 /
Rmax= 30,12 e p= 0,38 / Rnax= 91,24), estando restritas a um menor intervalo de
flutuacédo de salinidade (estenohalinas). Enquanto as cepas NN-M e NN-J né&o
apresentaram diferencas em suas taxas para as salinidades testadas, suportando
maior amplitude de variacédo de salinidade (eurialinas), contudo maiores Ryax foram
observados em 14S (Rpma= 351,1 e Rna=496,4). Dessa forma, as cepas de
Nannochloropsis sp. apresentaram variabilidade intraespecifica na resposta
fisiolégica a variavel testada. Nos testes de interacdo, as cepas NN-S e DI
apresentaram atividade aleloguimica, que fora demonstrado por inibicdo (exsudato
de NN-S) e estimulo (exsudato de DI) das taxas de crescimento da espécie
concorrente, assim como alteracdes dos valores rendimento quantico efetivo ($¢PSII)
e dos parametros de CRL. Uma tendéncia de aumento dos valores dos parametros
da CRL durante o decorrer do experimento de interacdo com a cepa NN-S foi
observado, sugerindo a ideia de atenuacdo da agdo do aleloguimico contido no
exsudato de DI.

Palavras-chave: Eutrofizacdo. Floracao costeira. Alelopatia.



ABSTRACT

ARRUDA, Renan. Silva. Evaluation of the effects of salinity on the growth and
interaction of Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae) and Diacronema sp.
(Pavlovophyceae) isolated from Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ. 2016. 81f.
Dissertacao, (Mestrado em Biologia Vegetal) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

The Rodrigo de Freitas Lagoon (RFL) is incorporated into the urban area and,
consequently, is impacted by anthropic activities, especially the intense discharge of
domestic effluents in its drainage basin, which has led to its eutrophication. This
process is responsible for frequent microalgae blooming events that often result in
episodes of fish mortality. Among the phytoplankton species present in the RFL, we
highlight in this work Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae) and Diacronema sp.
(Pavlovophyceae), which presented a relevant contribution in 2012, both of which are
involved in consecutive flowering events. Knowledge about the ecophysiology of
species of these genera, considering the dynamics of environmental variables, such
as salinity, is fundamental for understanding the main control mechanisms of these
blooms. In order to investigate the influence of salinity on growth and interaction
between three strains of Nannochlorospsis sp (NN-M, NN-J and NN-S) and one of
Diacronema sp. (DI), tests were performed on f / 2 medium, containing or not
exudates of the competing species in three salinities (8S, 14S and 20S). Growth rate
(v) and maximum yield (Rmax) were measured with the increase of chlorophyll a, as
well as evaluation of the effective quantum vyield (¢PSIl) and fast light curve
parameters (FLC: a, ETRnax and EK). The strains DI and NN-S obtained better
growth rates in 14S (U4 = 0,93 / Rpax = 30.12 and p = 0,38 / Rmax = 91,24), being
restricted to a lower salinity fluctuation interval (Stenohalins). While NN-M and NN-J
strains showed no differences in their rates for the salinities tested, they had a higher
amplitude of salinity variation (eurialines), however larger Rmax were observed in
14S (Rmax = 351,1 and Rpnax = 496,4). Thus, the strains of Nannochloropsis sp.
Presented intraspecific variability in the physiological response to the tested variable.
In the interaction tests, the NN-S and DI strains showed allelochemical activity, which
was demonstrated by inhibition (NN-S exudate) and stimulus (DI exudate) of the
growth rates of the competing species, as well as changes in the quantum yield
values (¢PSIl) and the CRL parameters. A tendency to increase the values of FLC
parameters during the course of the interaction experiment with the NN-S strain was
observed, suggesting the idea of attenuation of the action of the allelochemical
contained in the DI exudate.

Keywords: eutrophication. coastal bloom. Allelopathy.
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INTRODUCAO

A comunidade fitoplanctbnica abrange, em geral, os principais produtores
primarios de lagunas costeiras. Espécies de diversos grupos taxondmicos como
cianobactérias, diatomaceas, dinoflagelados e criptoficeas se destacam em
importancia (BARNES 1980; DOMINGOS 1991; ESTEVES 2008). Organismos de
pequeno tamanho, como pico e nanoflagelados, também sao ecologicamente
importantes por estarem envolvidos na assimilagdo de carbono organico dissolvido
(DOC), fazendo com que este elemento seja incorporado em sua biomassa e retorne
para os niveis troficos superiores (AZAM et al. 1983; POMEROQY et al. 2007).

A Lagoa Rodrigo de Freitas é um sistema lagunar cuja comunidade
fitoplanctonica é caracterizada por organismos de pequeno tamanho, principalmente
pico e nanoflagelados, além de cianobactérias, dinoflagelados e criptoficeas, com
pequena biomassa, mas alta produtividade (BECKER 2002; DOMINGOS et al.
2012).

O fato de a Lagoa estar incorporada a éarea urbana faz com que este
ecossistema sofra com as atividades antropicas, destacando-se o0 intenso
lancamento de efluentes domésticos na sua bacia de drenagem (SOARES et al.
2012), o que acarretou em sua eutrofizacao. Este processo de eutrofizacéo artificial
€ responsavel por frequentes eventos de floracdo de microalgas que resultam,
muitas vezes, em episodios de mortandade de peixes (WILLEMSEN 1980, SMITH
1983, ESTEVES 2008, DOMINGOS et al. 2012). Os fitoflagelados (prasinoficeas,
crisoficeas, dinoflagelados e criptoficeas), caracteristicamente frequentes e
abundantes neste ambiente, sdo apontados como responséveis por grande parte
das floracdes na LRF, sobretudo em periodos chuvosos onde ha maior aporte de
fésforo organico (SOARES et al. 2012).

Dentre as espécies fitoplanctonicas presentes na Lagoa Rodrigo de Freitas,
destacamos nesse trabalho Nannochloropsis sp. (Eustigmatophyceae) e
Diacronema sp. (Pavlovophyceae), que apresentaram contribuigéo relevante no ano
2012. Nannochloropsis sp. esteve envolvida em eventos consecutivos de floracéo,
destacando-se os meses de maio (14% da densidade relativa) a novembro (3% da
densidade relativa), chegando a alcancar 26% da densidade relativa em setembro

(Alves-de-Souza et al., dados ndo publicados). E importante ressaltar que a
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dominédncia ou floragdo desses dois taxons ndo tinham registros usuais neste
ambiente e em outras regides do mundo os primeiros registros datam do final da
década de 1990 (ZHANG 2015, YAMASAKI 2015).

1 Nannochloropsis sp.

Nannochloropsis sp. D. J. Hibberd (Classe Eustigmatophyceae), é
representado por organismos unicelulares, com células sub-esféricas (2-4um de
diametro) ou cilindricas (3-4 pum x 1,5 pm) (Figura 1). Apresenta em seu perfil
pigmentar clorofila a como pigmento principal e carotendides como zeaxantina,
cantaxantina e anteroxantina (ANTIA e CHENG, 1982; KARLSON et al. 1996;
LUBIAN et al. 2000). Devido a seu pequeno tamanho e ultraestrutura simples, a
identificagdo taxon6mica desse género € uma tarefa dificil (KARLSON et al. 1996;
ANDERSEN et al. 1998; SUDA et al. 2002). Técnicas de microscopia Optica,
microscopia eletrbnica e microscopia de transmissdo, apesar de fornecerem
informacdes importantes sobre caracteristicas morfolégicas, ndo séo suficientes para
uma identificacdo precisa. Nas ultimas duas décadas, uma abordagem molecular
aplicada a taxonomia tornou-se o caminho mais eficiente e seguro para
identificacbes filogenéticas, especialmente a nivel especifico (ANDERSEN et al.
1998; KRIENITZ et al. 2000).

Figura 1 - Microscopia Otica
de Nannocloropsis
Sp. (40x)

Fonte: Foto do autor, 2015;
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Inicialmente descrito com ocorréncia exclusivamente marinha (HIBBERD
1981), este género também é registrado em aguas salobras (ANDERSEN, BRETT e
POTTER 1998; LIM et al. 2012). Nannochloropsis limnetica € a Unica espécie de
agua doce e vive em temperaturas proximas a 0°C (FIETZ et al. 2005; FAWLEY e
FAWLEY 2007). Seis espécies estdo incluidas no género Nannochloropsis: N.
oculata (Droop) Hibberd (1981), N. salina Hibberd (1981), N. gaditana Lubian (1982),
N. granulata (Karlson et al. 1996), N. limnetica (Krienitz et al. 2000), e N. oceanica
sp. nov Suda et al. (2002).

Nannochloropsis € globalmente distribuida e possui significante papel em
ambientes naturais, sobretudo na assimilacdo e incorporacéo de carbono orgéanico
dissolvido (FOGG 1995). Destacam-se como caracteristicas importantes desse
taxon, rapida capacidade de proliferacdo, assim como o fato de sintetizarem e
armazenarem grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados (AGPI’s), em
especial o acido eicosapentaendico (EPA). Dessa forma, espécies desse género sédo
amplamente utilizadas para alimentacdo em aquicultura, como fonte natural de
pigmentos e fonte alternativa na producdo de biocombustiveis. (VOLKMAN et al.
1993; APT e BEHRENS 1999; LUBIAN et al. 2000; TONON et al. 2002; FAWLEY e
FAWLEY 2007; SHI et al. 2008).

Floracbes de espécies de Nannochloropsis foram registradas em poucas
regides ao redor do mundo: N. gaditana no sistema lagunar de Camacchio, Italia
(ANDREOLI et al. 1999); Nannocloropsis sp. em Leganes, lloilo, Filipinas (CREMEN
et al. 2007); e N. limnetica na Alemanha, Minnesota e Dakota do Norte (FAWLEY e
FAWLEY 2007). Recentemente, um grande evento de floragdo de N. granulata foi
registrado na zona costeira do mar Bohai até o norte do mar Amarelo na China com
densidades celulares de 10° a 10*° por litro (ZHANG 2015).

Os registros de floracdo de espécies de Nannochloropsis sédo todos
relativamente recentes (registros nos ultimos 15 anos) e esparsos (em continentes
diferentes) (KHATOON et al. 2014, ZHANG et al. 2015), porém ndo ha como afirmar
que as atuais condicbes ambientais passaram a favorecer o processo de floracéo,
ou se, por dificuldades na identificacdo, as floracbes envolvendo esse taxon néo

eram adequadamente identificadas e registradas (ZHANG et al. 2015).
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2 Diacronema sp.

Diacronema sp. (Prauser) (Classe Pavlovophyceae) Green et Hibberd, é um
organismo unicelular moével, com formato ovalado e leve compressao ventral. Possui
dois flagelos inseridos ventralmente e um pequeno haptonema ndo visivel em
microscopia Otica (Figura 2). Tem como pigmento principal clorofila a e
diadinoxantina e fucoxantina como acessorios (KEES, LATASA e ESTRADA 2003).
O género Diacronema caracteriza-se por habitar desde aguas doces até salobras
(BENDIF et al. 2011).

Espécies pertencentes a este género sdo amplamente utilizadas como matérias-
primas na aquicultura de bivalves, crustaceos e peixes (RAINUZZO, REITAN e
OLSEN 1997, COUTTEAU, ACKMAN e SORGELOOS 1996). Devido a seu perfil
lipidico, composto de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI’s), tais
como docosahexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA) (IAMASAKI, MIl e
MITANI 2015), hoje hd um grande interesse biotecnoldgico para com espécies desse
grupo (HUANG et al 2014, SHAH et al 2014), principalmente para a producdo de
biodiesel (GUIHENEUF et al. 2011; CARVALHO et al. 2009). Muitos estudos
fisiol6gicos foram realizados para espécies de Pavlova e Diacronema objetivando
verificar as melhores condi¢des para otimizar a producdo de AGPI’s (CARVALHO et
al. 2006, BENDIF et al. 2011, PAL et al. 2011, VOOREN et al. 2012).

Alguns representantes desta classe sédo citados em eventos de floragbes em
ambientes costeiros e oceanicos (ex. Phaeocystis poucheti) (VELDHUIS, COLIJN e
VENECAMP 1986), com impactos sobre o funcionamento dos ecossistemas
marinhos, ciclos biogeoquimicos e mudancas climéaticas (MOESTRUP 1994), néo
havendo registros de floracdo para o género Diacronema, ao menos em ambientes
naturais. Um lago artificial e raso no Parque Natural Dofiana (Espanha), utilizado
unicamente para aquicultura, foi cenario de floracdo de Diacronema sp.
(RODRIGUEZ et al. 2014).
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Figura 2 - Microscopia Otica
de Diacronema sp.
(100x)

Fonte: Fotos do autor, 2015;

3 ConsideragOes sobre estresse ambiental

A dindmica de varidveis ambientais em um sistema lagunar tem influéncia
direta sobre o metabolismo do fitoplancton (REYNOLDS 2006). Compreender a acao
de cada fator, e até mesmo a sinergia destes, é um antigo desafio para o
entendimento do funcionamento desta comunidade. Muitos trabalhos relacionam o
estresse ambiental a alteracdes fisiolégicas no fitoplancton, sendo a fotossintese a
principal via metabdlica alterada (POWLES 1984; ARO, VIRGIN e ANDERSSON
1993). Do ponto de vista fisioldgico, estresse € a condicdo causada por fatores que
tendem a alterar um equilibrio (NILSEN e ORCUTT 1996). Estresse por variacao de
salinidade, temperatura e nutrientes, dentre outros, sdo apontados por Hagemann e
Erdmann, (1997) como inibidores do processo fotossintético. Para melhor
compreender esses mecanismos faz-se necessério compreender adequadamente o

processo fotossintético.
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4 Fotossintese

A fotossintese corresponde a sintese de compostos organicos a partir da
conversao bioldgica da energia luminosa em energia quimica. Para a realizacao da
fotossintese, os organismos fotossintetizantes dispdem de complexos antena,
constituidos por clorofila-a e pigmentos acessorios, responsaveis pela captacéo e
transferéncia da energia para uma regido especializada, onde ocorrem as reacdes
fotoquimicas, denominada de centro de reacdo, constituido por proteinas e
moléculas de clorofila a. O conjunto formado por esses complexos com centros de
reacdo origina duas unidades fotossintéticas distintas: fotossistemas | (PSI) e I
(PSIl). Ambas estédo arranjados em série e interligadas por uma cadeia de transporte
de elétrons, cujo fluxo € determinado em funcdo da diferenca do potencial de
reducdo entre os diferentes constituintes: plastoquinona (PQ), complexo citocromo
b6f, plastocianina (PC), ferredoxina e ferredoxina-NADP redutase (RAVEN et al.
2001, FALKOWSKI e RAVEN 2007). Ao absorver energia luminosa (féton), os
pigmentos fotossintéticos transferem elétrons de um orbital mais interno para um
mais externo (mais energético). O retorno para o estado fundamental transfere a
energia absorvida pelo elétron para um pigmento vizinho e, neste processo, parte da
energia € dissipada por emissdo de luz e/ou de calor (Figura3). A emissédo da luz
envolvida nesse processo é chamada de fluorescéncia e a sua medida € uma
ferramenta importante para o estudo do funcionamento e eficiéncia dos
fotossistemas dos organismos fotossintetizantes (FALKOWSKI e RAVEN 2007).

Estudos anteriores sugerem que a exposi¢cao a estresses ambientais, tais como
variacdo de salinidade, temperatura e estresse oxidativo, reduzem a atividade dos
fotossistemas (HAGEMANN e ERDMANN 1997). Estudos mais recentes afirmam
que ndo ha uma relagdo direta nesse processo, mas uma inibicao da restauracao do
PSII através da supressdo da sintese de proteinas nos casos de danos causados
por excesso de luz (TAKAHASHI e MURATA 2008).



19

Figura 3 - Esquema em Z da fotossintese
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Legenda: O esquema representa o transporte de elétrons entre os fotossistemas Il e |, a emissao
de fluorescéncia pela clorofila-a e a dissipacéo de calor.
Fonte: https://sites.google.com/site/geologiaebiologia/geologia-e-biologia- 100/conteudos-de-
biologia/obteno-de-matria/fotossntese-1#TOC-Mecanismo-fotossinttico.

Outro fator que pode interferir no processo fotossintético em ambientes aquaticos
€ a interacdo alelopatica, onde o aleloquimico age diretamente, provocando a
inibicdo da fotossintese (KORNER e NICKLISH 2002; LEU, GOUSSIAS e GROSS
2012).

5 Flutuagéo de salinidade e seus efeitos sobre o Fitoplancton

Todo organismo aquatico tem limitagdes em sua habilidade de suportar
mudancas de salinidade. A salinidade na LRF é resultado das trocas de massas
d’agua que se estabelecem com o mar através do Canal do Jardim de Alah, somada

as contribuicbes de aguas fluviais e pluviais. O resultado da mistura entre aguas
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doce e salgada determina a salinidade da &4gua, que no ano de 2012 teve variacdes
de 8 a 20,4 tendo esse mesmo padrdo para toda coluna d’agua. A flutuacao de
salinidade nesse ambiente € um os fatores que determinam o estabelecimento ou
ndo de muitas espécies fitoplanctonicas.

A ampla variagdo de salinidade sob a qual uma espécie particular pode
sobreviver esta diretamente relacionada com sua capacidade de osmoregulacéo
(REID 2012). Em ambientes aquaticos, sobretudo os costeiros, a flutuacdo de
salinidade é um fator de estresse significante, fato que justifica a alta especializacao
dos organimos fitoplanctonicos que vivem sob tais condi¢cdes, de modo a suportar
essas alteracdes (MALKKI 1999). Estudos realizados em sistemas com elevada
flutuacdo salina assinalam estes como possuidores de grande diversidade
(DOMINGOS e MENEZES 1998; CALJON 1983, 1987; TORGAN 1997). Dados mais
recentes apontam uma maior diversidade em salinidades intermediarias (TELESH,
SCHUBERT E SKARLATO 2011). Menezes et al. (2012) realizaram um estudo
comparativo entre a composicao floristica do Canal do Piraqué, posterior ao exutorio
da bacia de drenagem da Lagoa Rodrigo de Freitas e a do corpo principal da propria
Lagoa e registraram maior Vvariabilidade das populacées planctbnicas de
cianobactérias e microalgas no canal. Os autores afirmam que as condi¢cdes
especiais do canal, promovidas pelo aporte dos rios, alterariam a composicéo
quimica e fisica da agua, dentre elas a alta e frequente flutuacdo de salinidade.

Sabe-se que o estresse salino promove um desequilibrio i6nico que afeta
diversos processos metabolicos, tais como a fixagdo de carbono, fotossintese,
respiracdo e sintese de pigmentos (STEPIEN e KLOBUS 2006; CHO 2007; PAL et
al. 2011). De acordo com Rao et al. (2007), a capacidade de adaptacéo a salinidade
difere entre algas e elas sdo agrupados como halofilicas (necessitam de cloreto de
sodio para crescimento adequado) e halotolerantes (ndo necessitam de sal, mas tém
mecanismos de adaptacao para sobreviver em meio salino).

Muitos trabalhos avaliam a eficiéncia fotossintética através das atividades dos
fotossistemas (PSIl e PSI), que por sua vez sdo indiretamente influenciados pelo
estresse salino (POWLES 1984; ARO, VIRGIN e ANDERSSON, 1993; HAGEMANN
e ERDMANN, 197; ADIR et al. 2003; ALLAKHVERDIEV e MURATA 2004). A
extensdo do efeito de fotoinibicdo pode ainda ser aumentado por estresse ambiental
de forma geral, seja salino, por calor, frio ou estresse oxidativo (TAKAHASHI e
MURATA 2008).
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Legrand et al. (2003) afirmam que situacdes de estresse ambiental, como por
exemplo, alteracbes significativas de salinidade e/ou intensidades luminosas muito
altas, podem também conduzir determinadas populacdes fitoplanctonicas a produzir

aleloquimicos, de modo a sobrepujar outras popula¢cdes daguele mesmo ambiente.

6 Alelopatia

A composicao e dinamica das comunidades de algas s&o influenciadas nao
apenas por fatores ambientais fisicos e quimicos, mas também pelas interacdes
entre os membros dessa comunidade. Dentre essas interagdes, inclui-se o complexo
sistema quimico de sinalizacdo, com um conjunto de metabdlitos secundarios que
podem atuar como reguladores tanto positivos quanto negativos do crescimento de
espécies e, assim, também determinar a distribuicdo e abundancia das popula¢cdes
fitoplanctonicas (LEWIS 1986). Neste contexto, alelopatia pode ser entendida como
interacbes bioquimicas, tanto de estimulacdo quanto de inibicdo, entre diferentes
produtores primarios e microorganismos (MOLISCH 1937 e LEGRAND et al.2003).

Esse fenbmeno biolégico se d4 pela producdo e excrecdo de biomoléculas
gue afetam direta ou indiretamente o crescimento, sobrevivéncia e/ou reproducao de
outros organismos. Tais biomoléculas sao principalmente metabdlitos secundarios,
chamados aleloquimicos e s&o produzidos por plantas, algas, bactérias, corais e
fungos (MENDES e VERMELHO 2013). Embora os ecossistemas terrestres tenham
sido o foco da maioria das pesquisas, a alelopatia ocorre também em ecossistemas
aquaticos (EINHELLIG 1995).

A concepcao que considera como alelopatia apenas a interacdo quimica
causadora de efeitos negativos para o receptor ja rendeu a descricdo de possiveis
cenarios evolutivos para seu estabelecimento (LEFLAIVE e TEN-HAGE 2007). Por
outro lado, ndo foi encontrado nenhum trabalho que desenvolvesse de modo
semelhante um quadro tedrico compativel com o estabelecimento das chamadas
interacdes alelopaticas positivas (SAMPAIO, 2011). No entanto, a utilizacdo
ambigua do conceito ndo €é contestada por Keating (1977).
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Estudos pioneiros sobre a habilidade do fitoplancton afetar outros organismos
por interagBes quimicas comecgaram a ser realizados na década de 40 (PRATT et al.
1944; LEFEVRE e NISBET 1948; SIEBURTH 1960). InteracBes inibitorias em
habitats aquéticos foram registradas em alguns estudos, incluindo (i) inibicdo do
fitoplancton por macroéfitas (KORNER e NICKLISCH 2002; LEU et al. 2002); (ii)
inibicdo de algas e cianobactérias por outras cianobactérias (KEATING 1977,
SCHLEGEL et al. 1999, SUKENIK et al. 2002; SUIKKANEN et al. 2004; SEDMAK e
ELERSEK 2005); (iii) inibicAo reciproca entre dinoflagelados e cianobactérias
(VARDI et al. 2002); e (iv) inibicdo de bactérias, fitoplancton, e / ou ciliados por algas
(FISTAROL et al. 2003; SKOVGAARD e HANSEN 2003). Estudos que registram
efeitos positivos foram realizados por Keating (1977) que verificou efeito positivo ou
neutro de “filtrados celulares” de cepas de diversas espécies fitoplancténicas,
isoladas do lago Linsley, Connecticut — Estados Unidos, sobre espécies sucessoras

na din@mica da comunidade do lago e negativo sobre suas antecessoras.

SituacOes de estresse ambiental, tais como limitacdo de nutrientes, variacao
significativas de pH e temperatura, ou ainda flutuacao de salinidade, parecem induzir
a producdo de compostos aleloguimicos (LEGRAND et al. 2003). Além disso, a
propria interacdo entre espécies fitoplanctonicas pode promover liberacdo de
substancias de efeito alelopatico, sobretudo em eventos de floracédo, onde a presséo
competitiva torna-se maior (GRANELI e JOHANSSON 2003). Sendo assim, fatores
gue aumentam o efeito do aleloquimico podem alterar o equilibrio competitivo em
favor de organismos produtores desses aleloloquimicos. Em geral, o papel ecolégico
e 0 sinergismo entre diferentes compostos quimicos e o mecanismo de acéo
desempenhado pela maioria dos metabdlitos secundarios ndo é bem conhecido
(BABICA, BLAHA, e MARSALEK 2006; LEAO et al. 2010). Portanto, é essencial,
caracterizar a interacdo alelopatica em um sistema controlado para entender a
natureza das substancias em questdo e o seu objetivo biologico (SUKENIK et al.
2002).

A acao alelopatica negativa de Gracilaria lemaneiformis (Rhodophyta) sobre
Scrippsiella trochoidea (Dinophyta) foi demonstrada em laboratorio, onde o0s
principais alvos de inibicdo fotossintética foram a diminuicdo da quantidade e
tamanho do complexo antena e nimero de centros de reacao ativos, a diminuicao

da eficiéncia fotoquimica no PSIl e o bloqueio da cadeia de transporte de elétrons
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(CHANGPENG YE, HEPING LIAO, YUFENG YANG 2014). Semelhantemente
Lelong et al. (2011), registraram menos centros de reacdo ativos e diminuicdo da
eficiéncia fotossintética para atividades alelopaticas de Alexandrium minutum. Os
autores ainda afirmaram que os efeitos foram intensificados com o passar do tempo,
com o aumento da densidade celular.

Em relacdo ao género Nannocloropsis, hd apenas um registro de possivel
atividade alelopatica na costa de Bohai no mar Amarelo, na China, onde o processo
de floracdo de N. granulata causou perdas econdmicas devido a morte de uma
grande quantidade de moluscos, em especial os da espécie Argopecten irradians,
embora nenhuma evidéncia demonstrasse que a floracdo formada fora téxica, pois
nenhum composto quimico foi identificado (ZHANG 2015).

lamasaki, Mii e Mitani (2015) verificaram em seus estudos, auto-inibicdo no
crescimento de Diacronema lutheri (antes Pavlova lutheri) ao utilizarem meio de
cultura contendo exsudato de D. lutheri sob temperatura de 15°C e 20°C e estimulo
do crescimento em 25°C, caracterizando dessa forma atividade alelopatica para o
filtrado.

Legrand et al. (2003) afirmam que situacdes de estresse ambiental, como por
exemplo, alteracbes significativas de salinidade e/ou intensidades luminosas muito
altas, podem conduzir determinadas populacbes fitoplancténicas a produzir
aleloquimicos, de modo a sobrepujar outras populacées daquele mesmo ambiente.
Pelo fato de receber o aporte de agua doce através de seus tributarios por meio de
Canal Piraqué e se comunicar com o mar através do canal do Jardim de Alah
(Figura 4), a LRF experimenta abruptas variacdes de salinidade, sobretudo em
ocasibes de maré de sizigia ou ainda com o aumento do aporte dos rios
contribuintes nos periodos chuvosos (DOMINGOS et al. 2012). Dessa forma,
tornando-se um ambiente estressante a comunidade fitoplanctonica e possibilitando

possiveis interacdes alelopaticas entre estes organismos.
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Figura 4 -Mapa da Lagoa Rodrigo de Freitas
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Legenda: Mapa da Lagoa Rodrigo de Freitas, RJ, destacando (1) Canal do
Piraque e (2) Canal Jardim de Alah.
Fonte:https://www.arcgis.com/home/webmap/viewer.html?webmap=d58377189a
844bb4af0la774e6e71d2a

Neste contexto, estudos ecofisiologicos com énfase no efeito da salinidade,
associados a testes de interacdo, podem contribuir para uma melhor compreenséao
sobre a dindmica de populacdes de espécies fitoplanctbnicas e fornecer subsidios
para o entendimento de mecanismos controladores dos eventos de floragcdes na
Lagoa Rodrigo de Freitas.
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7 HIPOTESE

Considerando o0 exposto, a hipotese deste estudo é que a dindmica da
ocorréncia/dominancia de Diacronema sp. e Nannochloropsis sp. em floragdes na

Lagoa Rodrigo de Freitas é condicionada por:

i. Respostas ecofisoldgicas a variacao de salinidade;
i. Por interacbes bidticas mediadas por aleloquimicos. As interagfes

alelopaticas também apresentam variabilidade em nivel intraespecifico.



26

8 OBJETIVO

Investigar a influéncia da salinidade sobre o crescimento e interacdes entre
cepas de Nannochloropsis sp. e Diacronema sp. a fim de identificar as condi¢des
que contribuem para o melhor desenvolvimento de ambas no ambiente, assim como

possiveis padrdes de dominancia.

8.1 Objetivos especificos

) Avaliar a influéncia da salinidade sobre o crescimento e atividade

fotossintética de cepas de Nannochloropsis sp. e Diacronema sp.

1)) Investigar variabilidade intraespecifica entre cepas de Nannochloropsis
sp., através das respostas fisiologicas para taxas de crescimento e

eficiéncia fotossintética sob diferentes condigbes de salinidade

1)) Avaliar a existéncia de interac6es alelopaticas entre Nannochloropsis sp. e
Diacronema sp., sob diferentes condi¢cdes de salinidade, através do cultivo

de diferentes cepas em exsudatos de monoculturas.
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9 Metodologia

9.1 Cepas Estudadas

As cepas estudadas foram isoladas a partir de amostras coletadas, com auxilio
de rede de fitoplancton (malha de 20 um), na Lagoa Rodrigo de Freitas no ano de
2012, nos meses de maio, julho e setembro. Os individuos foram isolados com
microcapilar de vidro, com auxilio de microscépio 6tico, e transferidos para tubos de
ensaio, contendo meio /2 (GUILLARD 1975) (Quadro 1). Para preparacdo do meio
utilizou-se agua do mar filtrada em filtro GF/C de borosilicato com porosidade de
1,2um e diluida de maneira a alcancar a salinidade 14. Em seguida, as culturas
foram purificadas através de plaqueamento em meio /2 sélido (agar a 5% MERCK®),
em salinidade 14 e, apos 5 dias de crescimento, transferidas com auxilio de alca de
platina para tubos de ensaio contendo meio f/2 liquido com a mesma salinidade
(Figura 5). A salinidade 14 representa a média anual entre 0 maximo e o minimo de
salinidade registrado no ano de coleta das cepas (DOMINGOS et al. 2012). As
cepas foram identificadas em nivel de género, com base em analise molecular, pelo
Laboratério de Ficologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) (ALVES-
DE-SOUZA comunicacédo pessoal).

No presente trabalho foram estudadas trés cepas de Nannochloropsis sp.,
registradas como NN-M, NN-J e NN-S, e uma cepa de Diacronema sp. registrada
como DI. As cepas sdo mantidas no banco de cultivo do Laboratorio de Ecologia e
Fisiologia do Fitoplancton (LabAlgas), Departamento de Biologia Vegetal / IBRAG /
UERJ.



Quadro 1 - Composicao do meio f/2.

- NaNO; 0,075

- NaH,PO,4.2H,0 0,00565
- Solucédo Estoque de Metais Tragos ImL

NA; EDTA 4,369
FeCl,.6H,0 3,15g
CuS0,4.5H,0 0,019
ZnS0,4.7H,O 0,022g9
CoCl,.6H,0 0,01g
MnCl,.4H,0 0,189
Na,Mo4.2H,0 0,0069
- Miix de Vitaminas ImL
Cyanocobalamin (Vitamin Biy) 0,0005g
Thiamine HCI (Vitamin B,) 0,19
Biotin 0,00059

Fonte:
http://mel.xmu.edu.cn/UserFiles/Image/gomap/pdf/f_2_medium.p
df

Figura 5 - Cultivo

Legenda: Tubos de ensaio e Erlenmeyers com meio f/2 em inicio de
processo de aclimatacdo. Laboratério de Ecologia e
Fisiologia do Fitoplancton — Labalgas.
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9.2 Condicdes de Cultivo

Para a realizacdo dos experimentos, as cepas estudadas foram mantidas em
cultivos estanques unialgais clonais, em meio f/2 com salinidade 14 (14S), em
temperatura de 24+2°C e fotoperiodo de 12h (claro/escuro), com intensidade
luminosa de 80 pmol m? s™, obtida com utilizacdo de lampadas fluorescentes. A
iluminacéo do cultivo foi ajustada através de um sensor quantico (LiCor - LI-190SA)

acoplado a um radidmetro (LiCor - LI-250 light meter).

9.3 Aclimatacao das Cepas

As cepas foram previamente aclimatadas e mantidas nas diferentes salinidades
utilizadas neste estudo: 8, 14 e 20 (8S, 14S e 20S). A partir da salinidade média
(14S), utilizaram-se os minimos e maximos historicos de salinidades anteriormente
registradas num periodo de 10 anos (SOARES et al. 2012).

O processo de aclimatagdo inicial durou aproximadamente trés semanas,
possibilitando o crescimento de pelo menos trés geragbes. Os inOculos para 0s
experimentos foram retirados das culturas em aclimatacdo no inicio da fase

exponencial de crescimento.

9.4 Avaliagao do efeito da salinidade sobre o crescimento

O efeito da salinidade sobre o crescimento das cepas de Nannochloropsis e
Diacronema foi avaliado em cultivos estanques unialgais e realizados em frascos
Erlenmeyers de 300 mL, contendo 200 mL de meio de cultura, na temperatura de
24°C + 2, intensidade luminosa de 100 pmol m? s™ e fotoperiodo de 12 horas. Os

experimentos foram realizados em trés condi¢cdes de salinidade: 8S, 14S e 20S, em
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triplicata, durante 12 dias. Os tratamentos utilizados para cepas de Diacronema sp.
foram designados como DI-8S, DI-14S e DI-20S e paras as cepas de
Nannochloropsis sp. como NNM-8S, NNM-14S, NNM-20S, NNJ-8S, NNJ-14S,
NnJ20S, NnS-8S, NnS-14S e NnS-20S. Os inéculos iniciais para os experimentos
foram retirados de cultivos aclimatados nas condi¢des especificas a serem testadas,
no sétimo dia de cultivo. A concentracéo inicial dos cultivos foi de 50 pg L de
clorofila a. Para evitar a elevacdo do pH e consequente limitacdo de carbono, as

culturas foram aeradas com auxilio de compressor Boyu® S-4000 (Figura 6).

Figura 6 — Detalhe do sistema de aeragéo dos cultivos

Fonte: Fotos do autor, 2015;

9.4.1 Crescimento Celular

O crescimento foi monitorado diariamente através da concentracédo de clorofila a
in vivo, medida com auxilio de analisador de fitoplancton Phyto-PAM (Heinz
WalzGmbH, Effeltrich, Alemanha). As taxas maximas de crescimento (M) foram
calculadas a partir do aumento da Chl a. Os dados dos tratamentos foram ajustados
por regressdo nao linear ao modelo da curva logistica (equacao 1) com auxilio do
software SigmaPlot 12.5®.
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No*k

Ne = Norteng) exp i)

(1)

Onde N; = clorofila a (ug L™); t = tempo (dias); No = valor inicial de clorofila a (ug L™);
k = capaciade suporte (ug L), p = taxa intrinsica de crescimento (dia™).

O Rendimento maximo das culturas (Rmax) foi calculado pela razdo entre a
maxima biomassa alcancada por uma determinada cultura e a biomassa do
respectivo indculo (MARINHO e AZEVEDO 2007).

A quota celular, que é a quantificacdo média de clorofila a por densidade celular
foi obtida pela razdo entre a quantidade de clorofila e a densidade celular ao longo
da curva de crescimento (AZEVEDO 2013).

9.4.2 Atividade fotossintética

Os efeitos da salinidade sobre a atividade fotossintética foram avaliados
através de curvas rapidas de luz (CRL), estimadas pelas taxas de transporte de
elétrons (ETR) e determinadas com auxilio do Phyto-PAM (Figura 7). Esse
analisador realiza quantificagdo do sinal da fluorescéncia dos elétrons da clorofila a
do fotossistema Il (PSII) por pulso de luz com amplitude modulada (PAM). A partir
destes valores de fluorescéncia sdo determinados uma série de parametros que

caracterizam o estado do aparato fotossintético (KRAUSE; WEIS, 1991).
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Figura 7 - llustracdo da curva rapida de luz
(CRL) e seus parametros
fotossintéticos
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Fonte: J. Phycol. 12:421-430.

Um dos parametros que pode ser determinado € o rendimento da conversao
da energia luminosa em energia quimica, que ocorre durante a fotossintese. Este
rendimento, chamado de rendimento quantico, pode ser de duas categorias: efetivo,
caso o organismo fotossintético tenha permanecido em condicdo de iluminacdo

antes da analise; e potencial, caso o0 organismo tenha sido aclimatado ao escuro.

Neste estudo foi o rendimento quantico efetivo (¢PSlII), através da razéo entre
a diferenca da fluorescéncia maxima (Fmax) atingida, obtida através de um pulso de
luz que promove a saturacdo do PSII, menos o nivel atual de florescéncia obtida
previamente (F) e fluorescéncia maxima (Fmax) (Equacéo 2). Este parametro também
possibilita uma avaliacdo do desempenho de uma cultura sob uma determinada
situacao de estresse (KROMKAMP et al. 2009; SUKENIK et al. 2009).

Amostras dos cultivos com 3 mL foram expostas por 20 segundos a 21
intensidades luminosas variando de 16 a 1864 umol de fétons m? s*. As curvas
rapidas de luz (CRL) foram estimadas através da taxa de transporte de elétrons
(ETR), calculada multiplicando o ¢PSII, que corresponde eficiéncia do PSII, pela
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) versus o fator 0,5 (Equacdo 3), ja que
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apenas ~50% do quantum é distribuido para o PSIl (Genty et al. 1989). Os dados
obtidos no Phyto-PAM foram exportados para o programa SigmaPlot 12.5° e o
ajuste das CRL se deu pela equacédo 4 (RALPH & GADEMANN 2005) substituindo o
valor de fotossintese maxima (Pm) pela taxa méxima de transporte de elétrons
(ETRmax). O Ek, que corresponde ao ponto de saturacdo da fotossintese, foi
calculado dividindo ETRmnax por a (Equagdo 5) (FALKOWSKI 1994). A atividade
fotossintética atraves da CRL foi medida apenas para as cepas
de Nannochloropsis sp., pois durante a realizacdo destes experimentos os cultivos
da cepa de Diacronema sp. sofreram contaminacao e entraram em colapso. Novas
amostras foram coletadas na Lagoa Rodrigo de Freitas visando o isolamento de

cepas de Diacronema, mas sem sucesso até o momento.

OPSII = (Fnax — F)/Fmax (2)
ETR = ¢PSII x PAR x 0.5 (3)
P =Pm.(l-e —(aEd/Pm)) 4)
Ek = ETRmax/ 0 5)
Legenda:

OPSII = eficiéncia do PSII

ETR= Taxa de transferéncia de elétrons
PAR = Radiacao entre (400-700 nm)
Ed = Irradiancia

P = taxa fotossintética

Pm = taxa fotossintética maxima

a = inclinacao inicial da curva

A avaliacdo da atividade fotossintética através da CRL foi realizada apenas
para as cepas de Nannochloropsis sp., pois durante o desenvolvimento destes

experimentos os cultivos da cepa de Diacronema sp. sofreram contaminagcéo e
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entraram em colapso. Novas amostras foram coletadas na Lagoa Rodrigo de Freitas

visando o isolamento de cepas de Diacronema, mas sem sucesso até o momento.

9.5 Avaliacédo dos efeitos da salinidade sobre a interac&o entre as cepas

As cepas estudadas, ap0s o processo de aclimatacdo, foram mantidas em
monoculturas nas salinidades a serem testadas. Os experimentos de interagbes
foram realizados em duas etapas. A primeira etapa teve por objetivo produzir o
exsudato das cepas para ser posteriormente utilizado como meio de cultivo. Dessa
forma, erlenmeyers com capacidade de 1,5L contendo 1L de meio f/2 foram
inoculados com 150 pg.l-* de clorofila a da espécie em teste e mantidas por 20 dias,
até a chegada da cultura na fase estacionaria e nas condi¢des ja descritas no item
4.2. No 20° dia de cultivo, as células foram separadas do meio de cultivo atraves de
centrifugacéo (1.500 rpm, 10 min, 20°C), seguido de filtracdo em filtro de membrana
de celulose regenerada de 0,45um (Kasvi K15-1500), sendo produzidos um litro de
cada exsudato livre de células. Apés a etapa de filtracdo foi realizada a reposicao de
nutrientes nos exsudatos, seguindo o protocolo de preparo do meio /2.

Na segunda etapa, cada cepa foi inoculada nos diferentes exsudatos e nas
salinidades a serem testadas (8, 14 e 20S) para avaliar a possivel influéncia de
substancias presentes neles (Figura 8). Nessa fase os inéculos iniciais tiveram
concentracdo de 50ug.I-* de clorofila a e a partir deste ponto seguiram todo processo
descrito no item 4.4.

Para os controles do experimento foi utilizado meio /2 puro na salinidade a ser
testada. Medidas diarias de crescimento foram realizadas com auxilio do Phyto-
PAM. Os parametros da CRL foram medidos em 4 tempos distintos (Oh, 24h, 48h e
72h) visando observar se os efeitos do exsudato sdo atenuados ou intensificados
com o tempo.

Os resultados do efeito do exsudato foram expressos a partir da relacdo de
resposta (RR), calculada como a razdo entre as taxas de crescimento em cada
tratamento e a taxa de crescimento obtido no controle (Equacdo 6), que neste

experimento foi o valor de L obtido no tratamento com 14S.
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RR= |~ltratamento/ uControle (6)

9.5.1 Analises Estatisticas

Para verificar a existéncia de diferenca estatisticamente significativa
entre as taxas de crescimento, rendimento maximo, e 0s parametros das curvas
rapidas de luz (a, ETRmax € Ex), foram realizadas andlises de variancia unidirecional
(ANOVA One-way) ou bidirecional (ANOVA Two-way). Quando existentes, as
diferencas foram localizadas pelo teste a posteriori Holm-Sidak. Em todas as
analises, o nivel de significAncia assumido foi de p<0,05 e os testes estatisticos
foram realizados usando a ferramenta de pacote do programa Sigma Plot 12.5°.
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Figura 8 - Esquema do experimento de interagéo
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10 Resultados

10.1 Avaliacao dos efeitos da salinidade no crescimento de Diacronema sp. e
Nannochloropsis sp.

A cepa de Diacronema sp. (DI) apresentou maior taxa de crescimento em 14S
(u= 0,93), sendo estatisticamente diferente dos demais tratamentos. O menor pu foi
obtido em 8S (u=0,65) (F2.15 = 7,432; p<0,005) (Gréfico 1 e 2a e Tabela 1). Em
relacdo ao rendimento maximo, foi verificado no tratamento 14S o maior valor (Rmax=
30,12) e 0 menor em 8S (Rmax= 16,51), sem apresentarem diferenca significativa com
o tratamento 20S (Rmax= 24,24) (F2,390 = 7,573; p<0,005) (Gréfico 2b e Tabela 1).

Grafico 1 - Curvas de crescimento de Diacronema sp. nas
diferentes salinidades testadas
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A quota celular de clorofila a ndo apresentou variacdo entre as condi¢des de

salinidades testadas ou ao longo do tempo (Gréfico 3).

Grafico 2 - Taxas de crescimento (1) e Rmax de Diacronema sp. nas diferentes
salinidades testadas
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Tabela 1 - Andlise de variancia (ANOVA One-
Way) para os efeitos das cepas e da
salinidade sobre a taxa de crescimento e
redimento maximo de Diacronema sp.

Taxas de crescimento ()

Rendimento Maximo
(Rmax)

Resultados de Mdltiplas

Resultados de Mltiplas Comparagdes

Comparag6es (Holm-Sidak) (Holm-Sidak)
DI DI
8S A 8S A
14S B 14S B
20S A 20S AB

Legenda: As letras indicam grupos homogéneos para cada
salinidade, de acordo com o teste a posteriori Holm-

Sidak (p<0,05).
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Grafico 3 - Variagdo da quota celular de
Clorofila a de Diacronema sp. nas
diferentes salinidades testadas ao longo
do experimento.
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A cepa de Nannochloropsis sp. NN-M néo apresentou diferenca significativa
para a taxa de crescimento nas diferentes salinidades testadas. Entretanto na
salinidade 8S foi observado o menor valor de Rpyax= 200,39 dentre todos os
tratamentos (14S/Rmax= 351,11 e 20S/Rnmax= 337,43) (Grafico 4a, 5a e 5b) (Tabela 2
e 3).

A cepa NN-J ndo apresentou diferenca em seus valores de taxas de
crescimento (8S/0,175 14S/ 0,145 20S/ 0,142) (Tabela 2). Quanto a seus
rendimentos, em 14S verificou-se o maior valor (Rnhax=496,4), sendo diferente
apenas do tratamento 8S (p<0,05) (Grafico 4b e 5a e 5b) (Tabela 2 e 3).

A cepa NN-S apresentou menor taxa de crescimento em 20S (0,184), sendo
estatisticamente diferente dos demais tratamentos (8S/p= 0,318 e 14S/u= 0,376)
(Tabela 2). Contudo foi em 20S que a cepa atingiu seu maior Rnax (249,16), sendo
diferente dos demais tratamentos (8S/Rmax= 134,90 e 14S/Rma= 91,24) (p<0,05)
(Grafico 4c, 5a e 5b) (Tabela 2 e 3);



Grafico 4 - Curvas de crescimento das trés
cepas de Nannochloropsis sp.
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Gréafico 5 — Comparativos entre as taxas de crescimento (a) e Rmax (b) das
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Tabela 2 — Anélise de variancia (ANOVA
Two-Way) para os efeitos das
cepas e da salinidade sobre a taxa
de crescimento das cepas de
Nannochloropsis sp.

Fonte de Variacédo

CEPA quze = 196,265 p<0,001
SALINIDADE Fa26 = 14,179 p<0,001
CEPA x SALINIDADE Fs26= 18,292 p<0,001

Resultados de Multiplas Comparac¢des (Holm-
Sidak)
Comparacdes para Taxa de Crescimento:
Salinidade x Cepa

NN-M NN-J NN-S
8S Al Bl c1
14S Al B1 A2
20S Al Bl B3

Legenda: As letras A, B e C indicam grupos
homogéneos para cada salinidade e os
ndmeros indicam grupos homogéneos
para cada cepa nas diferentes
salinidades, de acordo com o teste a
posteriori Holm-Sidak (p<0,05).



Tabela 3 - Andlise de variancia (ANOVA
Two-Way) para os efeitos das cepas
e da salinidade sobre a rendimento
maximo das cepas de
Nannochloropsis sp
Fonte de Variacao

Fo26 =
CEPA 150 802 p<0.001
Fa26 =
SALINIDADE 16.009 p<0.001
CEPA x SALINIDADE Fa26= p<0.001
10,507 '

Resultados de Multiplas Comparac¢des (Holm-
Sidak)
Comparacg6es para Rendimento Maximo:
Salinidade x Cepa

NN-M NN-J NN-S

8S Al B1 Al
14S A2 B1 c1
20S A2 AB1 B2

Legenda: As letras indicam grupos homogéneos
para cada salinidade e os nimeros
indicam grupos homogéneos para cada
cepa nas diferentes salinidades, de
acordo com o teste a posteriori Holm-
Sidak (p<0,05).
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10.2 Avaliacado dos efeitos da salinidade sobre a atividade fotossintética de
Nannochloropsis sp. e Diacronema sp.

10.2.1 Rendimento quantico do PSII

O rendimento quantico (®) do PSII foi avaliado diariamente durante todo
experimento para todos os tratamentos dados as quatro cepas. Os dados mostram
uma maior variacdo desses valores para a cepa DI, cepa que teve sua taxa de
crescimento afetada pelas variacbes de salinidades testadas (Grafico 6). Ja as
cepas NN-M, NN-J e NN-S tiveram menores variacbes em seus rendimentos
quanticos (®) do PSII, contudo néao foi identificada uma relacdo direta com suas
respectivas taxas de crescimento (Gréfico 6).

Gréfico 6 - Rendimento quéntico () PSII de Diacronema sp.
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Gréfico 7 - Rendimento quantico (®) PSII das cepas
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10.3 Avaliacao do efeito da salinidade sobre as interagdes entre as cepas de
Nannochloropsis sp. e Diacronema sp.

10.3.1 Efeito do exsudato de Nannochloropsis sp. (NN-S) sobre o crescimento de
Diacronema sp (D).

Foram observadas diferencas entre as taxas de crescimento e Rmax da cepa
de Diacronema sp. (DI) cultivada em exsudato de Nannochloropsis sp. (NN-S) nas
trés salinidades testadas. A taxa de crescimento e Rmax foram maiores em 8S (u=
0,709, F,0 =6,413 p<0,032 e Rmax=98,51, F; 368 p< 0,001) (Grafico 7) (Tabela 4).

O crescimento da cepa DI em exsudato de Nannochloropsis sp. foi
comparado com o crescimento em meio /2 nas diferentes salinidades estudadas. A
razao de resposta para os tratamentos (RR) indicou o efeito negativo da salinidade,
que foi incrementado pelo exsudato de Nannochloropsis (NN-S) em relacédo a
condicao considerada controle (tratamento 14S em meio f/2 puro). (Grafico 11). Em
relacdo ao rendimento maximo, ocorreu um aumento em seus respectivos valores
(8S +3,2; 14S +1,16; 20S +1,5), onde apenas o tratamento 14S com exsudato de
NN-S nado foi estatisticamente diferente do tratamento 14S em meio f/2 puro
(F2,35=100,590 p<0,001).

Grafico 8 - Taxas de crescimento () e Rmax de Diacronema sp. no exsudato de
Nannochloropsis sp. (NN-S) nas salinidasdes testadas
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Tabela 4 - Anélise de variancia (ANOVA One-Way)
para os efeitos do exsudato de
Nannochloropsis sp. sobre a taxa de
crescimento e redimento maximo de
Diacronema sp.

Rendimento Maximo
Taxas de crescimento (1) (Rmax)
Resultados de Mdltiplas Resultados de Multiplas Comparagdes
Comparag6es (Holm-Sidak) (Holm-Sidak)

DI DI
8S A 8S A
14S B 14S B
20S B 20S B

Legenda: As letras indicam grupos homogéneos para cada
salinidade, de acordo com o teste a posteriori
Holm-Sidak (p<0,05).

Grafico 9 - Razédo de resposta (RR) entre controle e tratamentos
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Legenda: Razdo de resposta das taxas de crescimento de Diacronema sp. (DI) para
os tratamentos com meio /2 (salinidades 8 e 20) e para o exsudato de
Nannochloropsis (NN-S) em relacdo a condicdo considerada controle
(tratamento 14S em meio f/2 puro).

Em relacdo ao rendimento quéntico (®) do PSII verificou-se que os valores
obtidos nos cultivos contendo exsudato de Nannochloropsis sp. tiveram valores
relativamente superiores aos cultivos com meio /2 puro em todas as salinidades
(Grafico 10). Uma maior diferenca foi observada no tratamento 8S na fase log.



Gréafico 10 — Comparativo entre rendimento quéantico
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10.3.2 Efeito do exsudato de Diacronema sp. sobre o crescimento de
Nannochloropsis sp. (NN-S)

Nannochloropsis sp. (NN-S) apresentou maior 4 € Rnax em 14S (1,225 e 27,66)
(F2,0=14,122 p< 0,005). A menor taxa de crescimento foi observada em 8S e o menor

rendimento méaximo foi em 20S (Gréafico 13 e Tabela 5).

Grafico 11 - Efeito do exsudato de Diacronema sp. sobre o crescimento de
Nannochloropsis sp.
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Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA One-Way) para
os efeitos do exsudato de Diacronema
sp.sobre a taxa de crescimento e redimento
maximo de Nannochloropsis sp.

Rendimento Maximo
Taxas de crescimento () (Rmax)
Resultados de Mdltiplas Resultados de Multiplas Comparagdes
Comparacgdes (Holm-Sidak) (Holm-Sidak)

NN-S NN-S

8S A 8S A

14S B 14S A

20S A 20S B

Legenda: As letras indicam grupos homogéneos para cada
salinidade, de acordo com o teste a posteriori Holm-
Sidak (p<0,05).

Considerando o tratamento 14S em meio f/2 puro como controle, foi
observado que todos os tratamentos com exsudato apresentaram uma razao de
resposta (RR) positiva, diferentemente do que aconteceu com o crescimento da
cepa DI no exsudato de NN-S. Os resultados demonstram que o exsudato de DI
potencializou o crescimento de NN-S em todos os tratamentos (8S +0,53 ; 14S
+0,83 ; 20S +0,70) (Grafico 12). Em relacdo ao rendimento maximo, também ocorreu
um incremento em seus respectivos valores (8S +4,52 ; 14S +3,37 ; 20S +16,76),

quando coparados ao dados obtidos em meio /2 puro.



Gréfico 12 - Razao de resposta (RR) entre controle e tratamentos
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Legenda: Resposta positiva das taxas de crescimento de Nannochloropsis sp.
(NN-S) no exsudato de Diacronema sp. (Di).

Em relagao ao rendimento quéntico () do PSII verificou-se que os valores obtidos
nos cultivos contendo exsudato de Diacronema sp. tiveram valores superiores aos
cultivos com meio /2 puro em todas as salinidades (Gréfico 15).
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Grafico 13 - Comparativo entre rendimento quantico () PSII para
Nannochloropsis sp. (NN-S) em meio /2 puro e meio f/2
contendo exsudato de Diacronema sp. (DI).
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10.3.3 Avaliacédo da atividade fotossintética

A CRL foi utilizada para avaliar o efeito do exsudato de DI sobre a atividade
fotossintética de Nannochloropsis sp. (NN-S). Foi observado um aumento na
resposta do ETR no periodo apés o indculo no meio com exsudato (Gréafico 14). Ao
comparar os valores de ETR obtidos em meio f/2 com o meio f/2 com exsudato ficou

evidente a ocorréncia de um estimulo no transporte de elétrons (Grafico 14).

Grafico 14 - Demonstrativo das curvas rapidas de luz de Nannochloropsis
sp. (NN-S).
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Gréfico 14 - Demonstrativo das curvas rapidas de luz de Nannochloropsis
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A eficiéncia fotossintética (a) sofreu aumento em seus valores apds o

in6culo. Porém, em 72h ha uma queda destes valores, exceto para o tratamento

14S, que permaneceu em crescimento (Grafico 15). Os valores de ETRpax

aumentaram significativamente apos 48h, sendo menores na salinidade 8S

(Grafico 15). Os valores de Ek ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos e

sofreram aumento ao longo dos tempos avaliados (Grafico 15).

Grafico 15 - Parametros da curva rapida de luz
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11 DISCUSSAO

11.1 Clorofila como medida de crescimento

A contagem manual de células em microscopio, biovolume e a concentracdo
de pigmentos sdo amplamente usadas para estimar a biomassa algal (SMAYDA
1978 e JEFFREY et al. 1997). Entretanto, todos os métodos possuem limitagdes
técnicas. A contagem celular é trabalhosa, requer tempo e amostras bem
preservadas. Além disso, a fixacdo pode alterar o volume celular, dependendo do
tipo e concentracdo do fixador e da espécie que se esta trabalhando (MONTAGNES
et al. 1994). A utilizagédo da clorofila a, entretanto, é relativamente mais facil e rapido
de quantificar. Consequentemente, tal técnica € extensivamente utilizada para
estimar a biomassa fitoplanctonica (MARISOL e CATALAM 2000).

Contudo, alguns estudos como, por exemplo, o de Wood, Everroad e Wingard
(2005) questionam essa metodologia, afirmando que a concentracdo de clorofila,
assim como de proteinas, carboidratos e lipideos s6 podem ser usadas como
medida de crescimento, quando apresentam uma correlacao linear com o niumero de
células. Estudos que correlacionam clorofila a com densidade ou biovolume,
apresentaram valores de correlacdo altamente variaveis (JAVORNICKY 1974;
NICHOLLS e DILLON 1978; TOLSTOY 1979; DESORTOVA 1981; GRANBERG e
HARJULA 1982; KOUREISHEVICH 1983; LOTH 1985; FOY 1987; WHITE et al.
1988; VASSILEV et al. 1994).

A quota celular de clorofila a ndo variou significativamente durante o
crescimento das culturas no experimentos com a cepa DI de Diacronema sp.,
demonstrando que a clorofila a, nesse estudo, foi uma varidvel adequada para se
mensurar 0 crescimento para esta cepa. Entretanto, para as cepas NN-M, NN-J e
NN-S, as correlacbes entre clorofila a e densidade celular ndo puderam ser
estabelecidas devido a numerosa presengca de grumos (grupos de células), que
impossibilitaram a contagem automatica, através do Casy®, e até mesmo a

contagem manual, com camara de Neubauer. Bongiovani et al. (2013) observaram,



57

a impossibilidade de contagem celular ao trabalhar com espécies do
género Nannochloropsis, uma vez que suas células, muito pequenas (~2-4um), em
determinadas fases da curva de crescimento, tornavam a contagem impossivel.
Contudo, existem na literatura artigos que avaliaram crescimento e nao utilizaram luz
como variavel de tratamento, e sim a clorofila a como referéncia para o calculo de
taxa de crescimento (BONGIOVANI et al. 2013; PAL et al. 2011), como é o caso do
presente estudo, onde a variavel de interesse testada foi salinidade, o que nao

inviabiliza a clorofila a como medida de crescimento.

11.2 Avaliacao dos efeitos da salinidade sobre o crescimento de Diacronema
sp. e Nannochloropsis sp.

Espécies fitoplanctonbnicas consideradas oleoginosas, ou seja, espécies que
sintetizam e armazenam grande quantidade de lipideos e acidos graxos, possuem
capacidade diferenciada no ajuste interno para suportar a pressao osmatica, por
meio de compostos regulatérios (ex.: AGPIs e lipideos), tornando-os mais
resistentes a variacdo de salinidade (PAL et al. 2011). Tanto Nannochloropsis sp.
guanto Diacronema sp. sdo espécies com tal caracteristica (RODOLFI et al. 2008;
CHIU et al. 2009; SHAH et al. 2014).

Espécies dos géneros Nannochloropsis e Diacronema se classificam
geralmente como eurihalinas, devido a sua capacidade de suportar o estresse salino
(PAL 2011). As cepas NN-M e NN-J nao apresentaram diferencas significativas em
suas taxas de crescimento em relacdo as salinidades testadas, entretanto, a
variagao de salinidade resultou em reducédo das taxas de crescimento das cepas DI
(menor p em 8S e 20S) e NN-S (menor i em 20S).

Brand (1984), testou a tolerancia a variagdo de salinidade (baseado em taxa
de crescimento) de 46 espécies fitoplanctbnicas marinhas, salobras e de agua doce.
O autor encontrou uma ampla tolerancia nas espécies de ambientes

costeiros/salobro, refletindo a caracteristica de seus habitats de origem. Porém, é

importante ressaltar que em salinidades elevadas o crescimento de microalgas é
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suspenso devido a acumulacdo de solutos especificos que atuam como

osmoprotetores para estabilizar enzimas do metabolismo (FATIMA et al. 2007).

Em células que possuem parede, o mecanismo de tolerancia contra o
estresse salino € a osmorregulacao, realizada com ajuda da pressao de turgor, que
é a distensdo da camada protoplasmica e da parede da célula pelo conteddo liquido,
enquanto nas células livres de parede, é realizada por vacuolos contrateis. Neste
altimo caso, a célula aumenta a concentracdo interna de solutos e ions quando a
concentracdo no meio externo € maior. Da mesma forma, a concentracdo interna

desses solutos diminui quando a concentracao externa diminui. (LEE 2012).

Durante os experimentos nao foi observado qualquer tipo de alteracao
morfolégica nas espécies estudadas, fato que, associado ao conhecimento das
caracteristicas gerais das duas classes (Eustigmatophyceae e Pavlovophyceae)
permite afirmar que a dorméncia ndo € o mecanismo utilizado pelas cepas
estudadas em situacdo de estresse salino, como ocorre em Dinophyceae (LEE
2012).

Existem poucos estudos na literatura que avaliaram o crescimento de
espécies de Diacronema em relacdo a salinidade. Para cepas marinhas de
Diacronema lutheri (antes Pavlova lutheri) o crescimento 6timo foi observado em
torno da salinidade 35 (SHAH 2014; PEI et al. 2011). Enquanto cepas de D.
vlkianum, isoladas de ambientes salobros e marinhos, apresentam melhor
crescimento em salinidades entre 25 e 35 (ARMADA et al. 2013). Em nosso estudo
a cepa de Diacronema sp. obteve melhor crescimento na salinidade 14. Estes
resultados contrastantes podem refletir diferencas fisiologicas entre espécies do

género e/ou estar relacionados ao ecossistema de origem das cepas.

Alguns estudos tem demonstrado que espécies de Nannochloropsis podem
crescer em um amplo intervalo de salinidade (BOUSSIBA et al. 1987; FISHER et al.
1998) e possuem tolerancia para salinidade acima de 34, porém apresentam melhor
desenvolvimento em ambientes com salinidade mediana (PAL et al. 2011). Testes
com variacdo na salinidade, entre 13,5 e 81 de NaCl, mostraram que valores acima
de 27 afetaram o crescimento, fotossintese e fluorescéncia de uma cepa de
Nannochlosopsis sp. (ROLDAN et al. 2013). Outros estudos com espécies marinhas

de Nannochloropsis também registraram o crescimento méximo em salinidade 30
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(KHATOON et al. 2014), especialmente quando associada a tempertaturas de £30°C
(CHO et al. 2007).

Estes resultados demonstram que cepas marinhas testadas de
Nannochlosopsis sp. apresentam ampla tolerancia a salinidade, ou seja, s&o
eurihalinas, mas preferem valores de salinidade intermediarias (z 30). As cepas de
Nannochloropsis NN-M e NN-J demonstraram ter maior tolerancia ou serem mais
adaptadas a flutuacdo de salinidade do que as demais, uma vez que a variacédo de
crescimento em funcdo da salinidade n&o apresentou diferenca estatistica
significativa. Confirmando a classificacdo de eurihalina para Nannochloropsis sp.
Entretanto, a cepa Nannochlorpsis NN-S apresentou reducéo significativa da taxa de
crescimento em salinidade 20. Esta redugao no crescimento pode ser explicada pela
reducao nos valores de ®PSII, demonstrando que a salidade interferiu na eficiéncia
do PSII. Roldan et al. (2014), avaliando a resposta fisiolégica de Nannochloropsis
sp. para 4 salinidades distintas, observaram reducdo dos valores de ®PSII (-
88,16%) no tratamento de maior salinidade (54 g L™ NaCl). A diminuicdo de ®PSII
pela adicdo de NaCl pode estar relacionada com o aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS) gerados para inibir o metabolismo celular. Este aumento de ROS
pode afetar ndo soO a eficiéncia do PSIl, mas também seu mecanimo de reparacao
(HENLEY et al. 2002; AFFENZELLER et al. 2009).

Quando comparamos o rendimento maximo das culturas (Rnax) com as taxas
de crescimento (M), observamos que para a cepa DI esses valores foram
diretamente proporcionais, porém para as cepas NN-M, NN-J e NN-S (exceto no
tratamento 20S) os valores foram inversamente proporcionais. Sabe-se que
enquanto W possibilita uma avaliagdo da velocidade de incremento exponencial da
populacdo, 0 Rmnax permite inferir sobre a capacidade de produzir biomassa em
determinadas condi¢cbes de cultivo (MARINHO e AZEVEDO 2007). Esses dados
possibilitam interpretar qual tipo de estratégia foi utilizada pelas cepas estudadas
nas difrentes condi¢bes testadas. Organismos que investem primariamente seu
metabolismo para um rapido desenvolvimento vao apresentar maior 4 € menor Rpyax.
Por outro lado, menores taxas de crescimento e maiores valores de Rpmax
representariam organismos que investem primariamente na estocagem de
compostos organicos e tendem a crescer mais lentamente (ODUM 1988; MARINHO
e AZEVEDO 2007).
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Considerando esta aborgdagem, Marinho e Azevedo (2007) estudaram o
crescimento de duas cepas de espécies planctdonicas de uma represa eutrofica, uma
cianobactéria (Microcystis aeruginosa) e uma diatomacea (Aulacoseira distans), sob
condi¢cbes de limitacdo de nutrientes. Em seus testes, os autores verificaram que M.
aeruginosa apresentou U e Ryax diretamente proporcionais, enquanto para A. distans
os valores registrados de pu e Rmax foram inversamente proporcionais as condi¢cdes
testadas. Os autores atribuiram essa situagcédo a cinética de absorcao de nutrientes,
sendo que A. distans se mostrou mais rapida na absorcédo de nutrientes com valores
de p mais elevados e baixo Rnax, diferindo dos resultados e, consequentemente, da
estratégia de M. aeruginosa.

A Lagoa Rodrigo de Freitas (de onde foram isoladas as cepas estudadas) é
um sistema eutréfico e a disponibilidade de nutrientes ndo deve ser um fator
limitante ao crescimento e também, provavelmente, ndo foi nos experimentos
realizados, ndo ha como afirmar qual estratégia seria a mais eficiente para aquele
ambiente e qual medida (1 ou Rnax) € mais adequada para avaliar quais cepas
estariam mais adaptadas as condicbes de flutuacdo de salinidade. Entretanto,
levando em consideracdo que o estresse salino altera a quantidade e a composi¢ao
de solutos que atuam como osmoprotetores e que estes Sao necessarios para
estabilizar enzimas do metabolismo (FATMA et al. 2007), e que processos como
fixacdo de carbono, fotossintese e sintese de pigmentos sao prejudicados
(STEIPIEN e KLOBUS 2006; PAL et al. 2011). Dessa forma uma medida adequada
para definicdo do éxito das resposta e estratégias a flutuacdo de salinidade, além da
estabilidade no crescimento, € uma proporcionalidade entre taxa de crescimento e
rendimento maximo, uma vez que grandes variagcdes entre esses valores podem

refletir alteracdes negativas do metabolismo celular.

Os resultados dos efeitos da salinidade sobre o crescimento demonstram a
variabilidade interespecifica e intraespecifica nas respostas fisiolégicas das cepas
aqui avaliadas. E valido ressaltar que as quatro cepas aqui estudadas foram
isoladas de uma laguna costeira eutréfica tropical, o que explicaria em parte, a
diferenca entre os valores 6timos de salinidades aqui obtidos e os apontados na
literatura, como sendo relacionadas a diferencas ecofisiologicas entre cepas de
ambientes salobro e marinho. Dependendo da regido geografica, diferentes cepas

tém preferéncias distintas para com a salinidade. Salinidade 6tima pode ser uma
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funcdo de condi¢cbes imediatas a partir do qual a cepa foi inicialmente isolada
(CUCCHIARI et al. 2008).

11.3 Avaliacao do efeito da salinidade sobre as interagdes entre as cepas de
Nannochloropsis sp. e Diacronema sp.

A alelopatia é considerada, em geral, uma importante estratégia de competicéo
direta entre espécies, uma vez que a producdo e excrecdo de biomoléculas afetam
direta ou indiretamente o crescimento, sobrevivéncia e/ou reproducdo de outros
organismo, conferindo vantagem competitiva sobre outras espécies (LEGRAND et
al. 2003; IAS 1996; CEMBELLA 2003; GRANELI & HANSEN, 2006; ROY et al.
2013). Este processo geralmente implica em interacdo negativa, mas também pode
promover um efeito estimulatorio ao crescimento de outros organismos
(SUIKKANEN et al. 2005).

Embora os ecossistemas terrestres tenham sido o foco da maioria das
pesquisas, a alelopatia ocorre também em ecossistemas aquaticos
(EINHELLIG1995), e tém sido apontados por desempenhar um importante papel na
variabilidade plancténica, competicdo e formacdo de floracbes (PRATT 1966;
KEATING 1977; 1978; RICE 1984; WOLFE 2000; RENGEFORS e LEGRAND 2001;
VARDI et al. 2002; FIGUEREDO et al. 2007). Alguns grupos de algas,
especificamente, tém em seu historico registros de atividades alelopaticas e séo, na
maioria das vezes, foco de parte dos estudos que avaliam esse tipo de interacao:
primnesioficeas (FISTAROL et al. 2003; GRANELI e JOHANSSON 2003),
dinoflagelados (FISTAROL et al. 2004; WU et al. 1998), algas verdes (CHIANG et al.
2004) e cianobactérias (SUIKKANEN et al. 2004; 2005; FISTAROL et al. 2003).
Muitos sdo os autores que defendem a ideia de que, em geral, fatores que
promovam estresse para a ceélula atuem estimulando ou potencializando sua
atividade aleloquimica (VON ELERT e JUTTNER 1997; RENGEFORS e LEGRAND
2001; GRANELI & JOHANSSON 2003). Apesar do grande contetido sobre o assunto
em questdo, os registros de atividade alelopatica envolvendo os géneros

Nannochloropsis e Diacronema séo escassos, possivelmente devido a problematica
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de identificacdo de espécies desses géneros, que impossibilita o correto registro do

processo.

Pelo fato das duas espécies terem tamanho e formato da célula semelhantes,
0 que impossibilitaria ou dificultaria uma correta contagem celular, a utilizacdo de
exsudatos ao invés de um experimento de competicdo em bicultura foi adotado
neste estudo. A metodologia seguida nos permitiu comprovar a existéncia de
atividade alelopética, segundo conceito de SUIKKANEN et al. (2005), entre
Nannochloropsis sp. (NN-S) e Diacronema sp. (DI), além de demonstrar que a agao
das salinidades testadas, como fator estressante, ndo estimula diretamente o

processo de producao/acédo do metabalito.

Nos testes com exsudato, o filtrado de Diacronema sp. (DI) estimulou o
crescimento de Nannochloropsis sp. (NN-S) nas trés salinidades testadas, chegando
a dobrar a taxa de crescimento no tratamento 14S. Estes resultados, no entanto,
diferem do estudo de Yamasaki et al. (2015) que observaram inibicdo do
crescimento de Nannochloropsis sp. por exsudatos de Diacronema lutheri, obtido de
culturas sobre variacdo de temperatura. As diferentes variaveis testadas como fator
de estresse (temperatura X salinidade) podem explicar os distintos resultados
obtidos neste estudo e por Yamasaki e colaboradores (2015).

Outra possivel explicacdo para este estimulo ao crescimento poderia ser
atribuida a resquicios de matéria organica dissolvida existentes no exsudato,
provenientes do metabolismo celular. Estes, associados a adicdo de estoques antes
da segunda fase do experimento poderiam ter resultado em concentrac¢des finais de
fosfato orgéanico e inorganico no exsudato, maiores do que controle, determinando

um crescimento maior.

Além da avaliacdo da taxa de crescimento, o rendimento quéantico do (PPSII)
também foi mensurado. Ao comparar os valores de ®PSIl entre controle e
tratamentos para Diacronema sp. (DI) e Nannochloropsis sp. (NN-S) nota-se que o0s
valores obtidos nos tratamentos com exsudato foram superiores, demonstrando um
resposta fisioldgica distinta destas espécies quando crescidas em meio com
exsudato da espécie concorrente. Apesar da semelhanca nesses dados, as
respostas obtidas através da taxa de crescimento foram bem distintas. Uma possivel

explicacdo para este fato € que as avaliacbes realizadas neste trabalho estédo
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relacionadas ao transporte de elétrons no PSII, o que ndo necessariamente resulta
em fixacdo de carbono com aumento de biomassa.

O estimulo promovido pelo exsudato de DI em NN-S pode ser inicialmente
explicado/justificado com o incremento dos valores de ®PSII, o que n&do ocorre para
a inibicdo de crescimento promovida pelo exsudato de NN-S em DI, apesar da
semelhanca nos dados de ®PSIl. Em testes de salinidade com Synechococcus,
além da interferéncia no PSII foi verificada uma inibicdo do transporte de elétrons no
PSI (ALLAKHVERDIEV et al. 2000).

Em relacdo ao Rmax, 0S exudatos de DI e NN-S promoveram aumento de
valores, entretanto em proporc¢des bem distintas. O incremento do Rmax de DI chegou
a ser 3,2 vezes maior em 8S, enquanto NN-S foi 16,8 vezes maior em 20S. Tais
dados sugerem que a interferéncia do exsudato de NN-S agiu de modo a minimizar
ndo s6 a velocidade de crescimento, mas também a capacidade de producdo de
biomassa de Diacronema sp. (DI).

A CRL, nos testes de interacdo, foi usada apenas para avaliar o desempenho
da cepa NN-S. Em meio /2 puro foi observado que o transporte de elétrons aumenta
com o passar do tempo, possivelmente refletindo a fase exponencial da cultura. O
mesmo também ocorreu nos cultivos com exsudato de DI. Contudo, ao comparar as
taxas de transporte nos dois tratamentos, observa-se um significativo aumento no
tratamento com exsudato para todas salinidades testadas, promovendo também o
aumento do ®PSII, Ryax € 1 da cepa NN-S, quando crescida no exsudato de DI. Ou
seja, foi observado um estimulo alelopatico na capacidade fotossintética de NN-S
pelo exsudato de DlI.

Na avaliacdo dos paramentros da CRL, foi observado um aumento de q,
ETRnax € EK com o passar do tempo para todas as salinidades. Compostos
quimicos com ac¢ao alelopatica podem ser degradados, ou ainda, a prépria espécie
inicialmente afetada pode se adaptar ao aleloquimico (VON ELERT e JUTTNER
1996; GRANELI e JOHANSSON 2003).

Em nossa hipotese consideramos que diferentes respostas ecofisoldgicas
frente a salinidade e interacbes mediadas por aleloquimicos podem estar
relacionadas com a ocorréncia/dominancia de Diacronema sp. e Nannochloropsis

sp. em floragGes na Lagoa Rodrigo de Freitas, o que foi confirmado por este estudo.
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Em sintese, os resultados deste estudo evidenciaram que Diacronema sp.
tem preferéncia por condicdes mesohalinas (salinidade 14) e tem seu crescimento
afetado frente a din@mica de variacdo da salinidade relacionada ao aporte de aguas
marinhas e de &gua doce dos tributarios. Por outro lado, a variabilidade
intraespecifca de Nannochloropsis sp. demonstra ser relavante na adaptacédo desta
espécie ao ambiente, sendo que duas das trés cepas estudadas apresentam
tolerancia a variacao de salinidade observada na laguna (eurihalinas).

Nosso estudo também demonstrou a existéncia de interagdo bibtica entre
cepas das espécies estudadas que podem ser caracterizadas como interacdes
alelopéticas. Nannochloropsis sp. (NN-S) parece produzir e liberar moléculas que
inibem o crescimento de Diacronema sp. (DI), além de ser estimulada pelo seu
exsudato. Apesar destas evidéncias terem sido observadas em condi¢des
experimentais de laboratdrio, os mecanismos observados podem ser extrapolados
para o campo. Assim, as interacGes alelopaticas podem influenciar na dinamica das

populacdes destas espécies no ambiente natural.
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CONCLUSAO

o A clorofila a, nesse estudo, foi uma variavel adequada para mensurar as
taxas de crescimento. Com base nesses dados, foi possivel identificar as

provaveis estratégias em situacoes de flutacdo de salinidade.

o A salinidade representa um das varidveis que pode controlar as populagdes

de Diacronema sp. e Nannochloropsis sp. na Lagoa Rodrigo de Freitas.

o As cepas NN-M e NN-J suportaram maior amplitude de variacdo de
salinidade (eurialinas) e teriam maior capacidade de adaptagcdo a alteracédo
de salinidade no ambiente. Por outro lado, as cepas DI e NN-S, que tiveram
seu crescimento afetado pela variacdo de salinidade, estariam restritas a um
menor intervalo de flutuacdo de salinidade (estenohalinas), ou seriam

fortemente afetadas por essa variacdo no ambiente.

o O rendimento quéantico do PSII da cepa Nannochloropsis sp. NN-S foi afetado
na maior salinidade testada e possivelmente foi a causa de reducéo da taxa

de crecimento desta cepa nesta condigao.

o Nannochloropsis sp. apresenta variabilidade intraespecifica na resposta

fisioldgica a variacdo da salinidade.

o As cepas NN-S e DI apresentam atividade aleloquimica, que foi demostrado
por inibicdo (exsudato de NN-S) e estimulo (exsudato de DI) das taxas de

crescimento da espécie concorrente.
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Foi verificada uma tendéncia de aumento dos valores dos parametros da CRL
durante o decorrer do experimento com NN-S, dando a ideia de atenuacédo da

acdo do aleloquimico com o tempo.

Os efeitos do estimulo aleloquimico ao crescimento de Nannochloropsis sp.
(NN-S) estiveram relacionados ao incremento da atividade fotossintética,
contudo, a inibicdo de Diacronema sp. (DI) ndo parece estar diretamente

relacionada com a atividade do PSII.
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