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RESUMO

A alelopatia desempenha importante papel na ecologia das cianobactérias, ativando ou inibindo o crescimento
e a producdo de aleloquimicos, pelas interacfes entre praticamente todos 0s grupos presentes nos sistemas
aquaticos: cianobactérias, microalgas, zooplancton e macrdfitas. Dentre estes grupos, as maiores interagdes com
resposta ocorrem entre cianobacterias e macroéfitas. Fatores como temperatura, pH, nutrientes, degradacéo e taxa
de misturas interferem no resultado das interacdes alelopéticas. As cianobactérias produtoras de cianotoxinas
sd0 mais competentes para sobreviver em condi¢des adversas e obtém vantagem nas interagfes. As espécies
com maior potencial alelopatico sdo Microcystis aeruginosa e Raphidiopsis raciborskii e obtém vantagem em
grande parte das interagdes com outros grupos, pelos aleloquimicos produzidos. Ainda assim, quando em
competi¢do, Raphidiopsis raciborskii supera Microcystis aeruginosa. Dentre as picocianobactérias, 0 género
Synechococcus possui grande resisténcia e potencial alelopatico inibitério sobre a maioria dos grupos
fitoplanctdnicos, inclusive outras cianobactérias. As cianotoxinas desempenham um papel de aleloquimico. A
avaliacéo preliminar evidenciou a possibilidade de aplicacdo do Sistema de Anélise de Imagens Automatizado
Flowcam para estudo da alelopatia em cianobactérias, a partir de uma abordagem morfolégica.

PALAVRAS-CHAVE: Alelopatica. Cianobactéria. Aleloquimico

INTRODUCAO

Alelopatia é um fendmeno bioldgico pelo qual um organismo produz um ou mais compostos bioquimicos que
influenciam a germinacdo, crescimento, sobrevivéncia e reprodugdo de outros organismos da mesma
comunidade (Mello et al. 2012; Yunes 2019). Uma espécie que produz compostos alelopaticos tera vantagem
sobre seus concorrentes. Pode ser o resultado de uma sele¢do direta do metabolismo secundario ou um processo
secundario em que a biossintese de moléculas foi originalmente selecionada para outros fins (Leflaive and Ten-
Hage 2007). E uma caracteristica de certas plantas, bactérias, corais, fungos e microalgas.

Pode ser definido também como o efeito direto ou indireto prejudicial ou benéfico de uma planta sobre outra
por meio da liberacdo de compostos langados no meio ambiente, promovendo a interagcdo quimica entre os
micro-organismos e estabelecendo uma comunicacdo (Leflaive and Ten-Hage 2007).

Os produtos da alelopatia sdo conhecidos como aleloquimicos, metabolitos secundarios, que podem ter efeitos
benéficos (probioses) ou prejudiciais (antibioses) nos organismos-alvo e na comunidade. Entre os aleloquimicos
conhecidos estdo varios metabolitos extracelulares, incluindo polissacarideos, compostos de nitrogénio e
proteinas (Yunes 2019).

Metabolitos secundarios sdo aqueles compostos nao utilizados por um organismo para o metabolismo primario.
Além dos aleloquimicos, hormdnios e antibioticos sdo exemplos de metabolitos secundarios. A formagao desses
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compostos esté sujeita ao controle fisioldgico geral que, por sua vez, responde a fatores ambientais (Sliwinska-
Wilczewska et al. 2018); (Holland and Kinnear 2013).

Os aleloguimicos ndo sao imprescindiveis ao crescimento, desenvolvimento e reproducéo dos organismos, mas
conferem uma caracteristica importante na defesa das algas contra a herbivoria e exercem um efeito direto ou
indireto sobre a biota circundante, influenciando seu crescimento, fisiologia ou comportamento (Dias et al.
2017). Alguns aleloquimicos que apresentam toxicidade aguda contra animais sdo agrupados sob o termo
“toxina” (Leflaive and Ten-Hage 2007).

O potencial dos compostos produzidos como resposta alelopatica, depende principalmente da identificacdo do
organismo alvo e o tipo de resposta. A resposta pode ser de inibigdo ou estimulacdo do crescimento, ou inibicdo
ou estimulacdo de metabdlitos pelo organismo alvo. As cianobactérias, onipresentes na zona fética dos
ecossistemas aquaticos, estdo entre 0s organismos capazes de exibir propriedades alelopaticas (Dias et al. 2017).

As interacGes alelopéticas sdo um fator importante na determinacéo da distribuicdo e abundancia de espécies
nas comunidades vegetais e também sdo consideradas importantes para o sucesso de muitas plantas invasoras.
Dentro de uma populagdo de fitoplancton estudada, os efeitos alelopaticos das probioses e antibioses interagem
decisivamente na determinacdo de uma sequéncia de florescimento. Varios casos foram bem descritos, nos quais
a sucessdo de algas e a formagéo de floracGes estdo relacionadas a produgéo de compostos alelopéticos (Leflaive
and Ten-Hage 2007).

As cianobactérias sdo procariotos aquaticos fototroficos, altamente adaptaveis a uma grande variedade de
ambientes, incluindo ambientes extremos, porém mais comuns em ambientes aquaticos. Em condigdes fisico-
quimicas favoraveis podem se proliferar muito rapidamente formando grandes massas celulares conhecidas
como “floragdes”. Quando elas ocorrem, os metabolitos secundarios produzidos pelas cianobactérias de agua
doce podem atingir alta concentragdo no ambiente aquatico e alguns deles possuem propriedades alelopaticas
(Y. Wuetal. 2011).

As cianobactérias que foram sugeridas como ameacas a salde humana e ambiental em todo 0 mundo e também
possuem um potencial consideravel para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e outras aplicacfes
biomédicas (Gantar et al. 2008) podem produzir uma grande variedade de metabdlitos secundarios. Muitos
desses compostos apresentam atividade antialgal, antibiotica, antifingica, antiviral e inibidora de enzimas
(Sharma et al. 2011).

Metabdlitos de cianobactérias abrangem uma ampla variedade de classes quimicas, particularmente incluindo
uma diversidade de alcaldides e peptideos ricos em nitrogénio (Berry et al. 2008), porém o papel da maioria
destes metabolitos é relativamente desconhecido. A hipo6tese é a de que constituem defesa quimica contra
herbivoria e vantagem na competicdo das cianobactérias por recursos com outros organismos, como algas
macréfitas e outros micro-organismos presentes no plancton.

Alguns dos metabolitos secundarios produzidos por cianobactérias sdo provenientes de atividade alelopética,
conferindo a este grupo a condicdo de um dos maiores produtores de aleloquimicos e toxinas (B-Béres et al.
2015), constituidas por compostos aromaticos clorados, peptideos ciclicos e ndo ciclicos, policetideos,
alcaloides, acidos graxos. Alguns exemplos incluem as microcistinas, saxitoxinas, cilindrospermospsinas e
anatoxinas (B-Béres et al. 2015).

A maior ocorréncia onde metabdlitos secundarios de floragdes de cianobactérias em sistemas hidricos causaram
danos a salde humana ocorreu em uma clinica de hemodialise em Caruaru no estado de Permambuco em
fevereiro de 1996. Esse evento ficou conhecido mundialmente como “Surto de Caruaru”, no qual 132 pacientes
foram contaminados com hepatotoxinas de cianobactérias, e 52 pacientes vieram a 6bito devido a sindrome
causada pela intoxicacdo (Yunes, 2019).

Desde entdo, o monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas é regulamentado pelo anexo XX da portaria de
consolidacdo n° 5 do ministério da satde de 03 de outubro de 2017, que estabelece critérios minimos, frequéncia
de amostragem e ensaios nas capta¢des de tratamento para determinar a concentragdo de células e a produgdo
de cianotoxinas.
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Cada vez mais, tem sido um grande desafio para os gestores de sistemas hidricos de empresas de tratamento de
agua monitorar os reservatdrios para evitar ocorréncias de floracbes de cianobactérias e a producdo de
cianotoxinas, garantindo tomadas de decisfes rapidas. No entanto, ndo é possivel prever uma floracdo de
cianobactérias, porque as amostragens evidenciam “o passado” de uma agua possivelmente ja tratada e
distribuida.

O conhecimento sobre alelopatia de cianobactérias aplicado ao monitoramento ja realizado pelas companhias
de saneamento basico permitiria inferir sobre as interagdes alelopaticas, se ativam ou inibem a producéo de
cianotoxinas, porque sdo produzidas, e 0 mais importante, prever o comportamento dessas interagdes. Uma
compilacdo do conhecimento cientifico sobre esse tema atualizada pode ser uma ferramenta de consulta e analise
dos dados pelos gestores de mananciais.

O ensaio de identificacdo e contagem de cianobactérias realizado rotineiramente no monitoramento resulta em
um relatorio extremamente rico em informagdes, contendo os géneros de cianobactérias e densidade, porém
apenas a informacdo do total de células é usada para tomada de decisGes. O hidrobiélogo é o profissional
capacitado em realizar os ensaios que fornecem essas informagfes. Seu treinamento é complexo e exige
dedicacéo e profundo estudo, e talvez por isso ndo existam muitos profissionais capacitados a realizar tal ensaio.

Recentemente uma tecnologia derivada da combinacao de citometria de fluxo, microscopia e fluorescéncia tem
sido empregada para auxiliar os estudos em ficologia e auxiliado em atividades de gestao de recursos hidricos.
O sistema de analise de imagens automatizada tem sido empregado também no estudo em alelopatia. (Poulton,
2016)

Este trabalho priorizou revisar as interacfes alelopaticas dos géneros de cianobactérias mais frequentes e
problematicos, como Microcystis e Raphidiopsis, € um género emergente, a picocianobactéria Synecochoccus.
Quanto a producéo de aleloquimicos, abordaremos principalmente sobre a producéo de cianotoxinas.

A partir deste contexto questiona-se: Quais as interaces alelopéticas realizadas pelas cianobactérias? Seria
possivel aplicar o método automatizado de andlise e captura de imagens, para determinagdo de cianobactérias
nesses sistemas hidricos de modo a obter-se informag@es para o estudo das interagdes alelopaticas?

OBJETIVOS

O objetivo primario deste trabalho sera avaliar de modo preliminar a aplicabilidade do Sistema de Analise de
Imagens Automatizado no estudo da alelopatia.

O objetivo secundario foi reunir e organizar o conhecimento exposto na literatura recente sobre a atividade
alelopatica de cianobactérias nos sistemas hidricos, de forma a contribuir para a gestdo de mananciais.

Para isso, 0s seguintes subtemas foram abordados: (a) fatores biéticos e abiéticos que modulam a producéo de
aleloquimicos e os mecanismos celulares de ativagdo dessa producdo e; (b) interacBes alelopaticas entre as
principais cianobactérias formadoras de floragGes e potencialmente produtoras de cianotoxinas.

Subsidiar uma analise consistente do comportamento de sistemas hidricos pela composi¢édo do conhecimento
presente na literatura cientifica junto as informagdes geradas pelo Sistema de Andlise de Imagens Automatizado.

METODOLOGIA

O trabalho desenvolvido segue os preceitos de estudo exploratério. As consultas foram realizadas na base de
dados do Google Scholar, por permitir a pesquisa por relevancia, no periodo de pesquisa: 2006 a 2019.

Foram realizadas pesquisas combinadas com palavras chaves em portugués e inglés (?): “Alelopatia”,
“Aleloquimicos”,”’Cianobactéria”,”Microcystis”,  “Raphidiopsis”,  “Dolichospermum”,  “Cianotoxinas”,

“Microcistina”, “Cilindrospermopsina”, “Saxitoxina”, “anatoxina” e “Estresse”.
Foram encontrados e recuperados 82 artigos, dos quais 72 serviram como fontes de pesquisa para este trabalho.

As combinagdes de pesquisas mais representativas foram:
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“Alelopathy”, “Allelochemical” e “Microcystis” — 59 artigos.

“Alelopathy”, “Allelochemical” e “Anabaena — 47 artigos.e “Alelopatia”, e“Aleloquimicos” e
“Dolichospermum? -5 artigos. (Como o género Anabaena foi reclassificado para Dolichospermum, grande parte
dos artigos sobre este género estdo com a antiga classificagéo)

“Alelopathy”, “Allelochemical” e “Raphidiopsis” — 35 artigos.
“Alelopathy”, “Allelochemical” e “Cianotoxinas — 30 artigos.

Idioma — Apenas 2 publicacdes estdo em lingua portuguesa, os demais artigos pesquisados foram publicados em
lingua inglesa. Os artigos foram publicados por jornais internacionais, das areas de Microbiologia, Plancton,
Ficologia, Limnologia, Gerenciamento Ambiental e Toxicologia. Apos a coleta de dados, foi realizada a leitura
de todo o material, e selecdo do contetdo pertinente. Em seguida o contetdo foi separado em (2) grupos:

Assuntos gerais — Ecologia e métodos

Alelopatia por Interacéo entre microrganismos - classificado de acordo com o género de cianobactéria e em
seguida por interagdes.

REVISAO DA LITERATURA
1. Alelopatia em cianobactérias

O potencial alelopatico das cianobactérias foi revelado pela primeira vez pelo trabalho de Keating na década de
1970. Em um lago de &gua doce, foi demonstrada a capacidade de filtrados sem células das cianobactérias
dominantes, bem como da agua do lago, de induzir efeitos positivos ou negativos no crescimento de outras
cianobactérias e diatomaceas do mesmo lago. Além disso, esses estudos mostraram que essas interacfes
alelopéticas estavam correlacionadas a sucesséo de floragdes de algas nesse lago (Ledo et al. 2012). A primeira
pesquisa mais intensiva sobre as propriedades alelopéticas de cianobactérias foram iniciadas na de década de
80, com a caracterizacdo dos aleloquimicos produzidos pela cianobactéria Scytonema hofinanii (Mason et al.,
1982; Pignatello et al., 1983; Moore et al., 1984).

As cianobactérias sdo uma fonte prolifica de quase 800 metabdlitos secundarios bioativos diversos, originados
principalmente da peptideo sintetase ndo-ribossémica (NRPS) ou da biossintese mista de policetideo sintase
(PKS) NRPS (Ledo, Vasconcelos, and Vasconcelos 2009b).

Seu dominio ap6s o crescimento explosivo em certos ecossistemas de agua doce foi atribuido em parte a
capacidade de liberar aleloquimicos para 0 meio circundante, inibindo o crescimento de outros grupos de
fitoplancton (Bittencourt-Oliveira et al. 2016).

Varios géneros sdo descritos como alelopéticos ou potencialmente alelopaticos como: Anabaena; Calothrix;
Gomphosphaeria, Aphanizomenon, Hapalosiphon, Fischerella, Microcystis; Nodularia; Nostoc; Oscilalloria;
Phormidium; Scytonema e Trichormus (Erhard 2006; Legrand et al. 2003); Leptolyngbya e Raphidiopsis
(Figueredo et al., 2007).

Alguns aleloquimicos ou potentes aleloquimicos essenciais de cianobactérias foram identificados como
compostos aromaticos clorados, ciclicos e ndo ciclicos peptideos, policetideos, alcaldides e acidos graxos (Ledo
et al. 2009).

As funcdes estabelecidas até hoje para 0os metabdlitos secundarios de cianobactérias incluem armazenamento de
nitrogénio, protecdo UV, quelacdo de metais, defesa contra predacdo e deteccdo de quérum (Ledo et al.
2010)(Berry et al. 2008).

Foi relatado que os aleloquimicos produzidos por cianobactérias tém um papel ecoldgico, interferindo na
sucessdo fitoplanctdnica, na formacgéo de floragdes, na competicéo por recursos, interferéncias e aptiddo invasiva
e dominancia através de interagdes aleloquimicas, inibindo o crescimento de outros fitoplanctons (Leéo et al.
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2010; Leflaive and Ten-Hage 2007). A atividade alelopética é aumentada, quando as condi¢cdes ambientais sdo
abaixo do ideal, desencadeando estresse ambiental, aumentando a producdo de compostos alelopaticos ou
tornando o micro-organismo um alvo suscetivel (Leflaive and Ten-Hage 2007).

1.1. Modo de agdo dos aleloquimicos

Inibicdo da fotossintese - A inibicdo do crescimento e, eventualmente, a morte por inibicéo da fotossintese é
um modo de agdo bastante difundido para as cianobactérias. Os compostos alelopaticos cianobacterianos sao
geralmente solGveis em solventes organicos, insollveis em agua e tem um baixo peso molecular. Essas
propriedades os ajudam a alcancar as membranas tilacoides onde ocorre a fotossintese (Leflaive and Ten-Hage
2007).

Inibicdo enzimatica - Muitos organismos aquaticos produzem enzimas extracelulares essenciais para a nutricéo.
Cerca de 20% das cianobactérias isoladas de biofilmes de dgua doce sdo capazes de inibir a atividade da a-
glucosidase. Este pode ser um meio para inibir a hidrdlise da mucilagem produzida pelas cianobactérias
(Leflaive and Ten-Hage 2007).

Paralisia celular - A cianobactéria Anabaena flos-aquae pode induzir paralisia e, portanto, um estabelecimento
mais répido das células da alga verde movel concorrente Chlamydomonas reinhardtii (Leflaive and Ten-Hage
2007).

Inibicdo da sintese de acidos nucleicos - Dois alcaldides isolados de Fischerella sp.(12-epi-hapalindol E) e
Calothrix sp. (calotrixina A) exibem uma atividade inibidora direcionada contra a RNA polimerase de bactérias,
fungos e algas verdes. Esta atividade é fortemente dependente da concentracdo de polimerase e leva a inibicdo
do crescimento devido a inibicdo da sintese de proteinas. A calotrixina A também inibe a sintese de DNA (Gantar
et al. 2008)(Shao et al. 2013).

1.2. Fatores biéticos e abioticos

A produgdo de um aleloquimico pode ser estimulada ou minimizada por varios fatores bidticos e abiéticos (E
Granéli et al. 2006; Mello et al. 2012).

1.2.1. Fatores bi6ticos

Degradacdo - bactérias heterotréficas coexistentes que degradam substancias aleloquimicas foram
identificadas entre os fatores bioticos, interferindo na persisténcia dos aleloquimicos no ambiente natural. A
cianotoxina microcistina é suscetivel a degradagdo por bactérias: a atividade de bactérias degradadoras
diminuiram a concentracdo de microcistina do meio de cultura, causando a inibicao da atividade alelopatica
esperada neste ensaio e manutencdo do tamanho das col6nias de Microcystis. Neste caso a microcistina teria
participacdo no aumento do tamanho das coldnias de Microcystis, porém com a degradacdo da toxina,
observou-se a diminuicdo drastica do tamanho das col6nias (Gan et al. 2012; H. Ma et al. 2015).

Competicado - Presenca de concorrentes pode causar estresse abiotico, desencadeando mecanismos de defesa
e ativando vias metabdlicas. No entanto, a coexisténcia entre micro-organismos em longo prazo no mesmo
habitat pode levar ao desenvolvimento de mecanismos de adaptacao entre si, € a um composto alelopatico. Ja
no ambiente aquatico com uma comunidade complexa e a presenca de espécies diferentes, algumas
permanecerdo sensiveis ao composto (Leflaive, 2007).

Interacdes alelopaticas que ndo sdo detectaveis devido a adaptacdo podem se tornar evidentes sob estresse
fisico-quimico. Em condigdes de luz, nutrientes ou espaco limitado, a producdo de um composto alelopéatico
pode ser aumentada enquanto o alvo pode se tornar mais sensivel ((Barreiro Felpeto et al. 2018).

1.2.1. Fatores abioticos

Baixa taxa de mistura da coluna d’agua — a baixa taxa de mistura pode ser considerada um fator abi6tico, por
favorecer a atividade dos aleloquimicos e, assim, a concentragdo esses compostos. Além disso, favorece a
competigdo entre bactérias heterotréficas que ndo degradam os aleloquimicos e as capazes de degrada-los (Ledo,
Vasconcelos, and VVasconcelos 2009b).
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pH - é possivel que os compostos exsudados exibam atividade alelopatica em faixas especificas de pH; portanto,
o pH ndo deve ser considerado como um fator independente para os aleloquimicos. Meios de cultura com baixos
valores de pH (pH em torno de 6,0), podem ser um fator repressor de atividade alelopatica (Mello et al. 2012).
No caso de Oscillatoria laetevirens verificou-se que a producédo de potenciais aleloquimicos aumentou quatro
vezes quando o pH do meio de crescimento inicial aumentou de pH 8 para valores acima de 9 (Ledo et al. 2009).

Metais - As cianobactérias podem produzir aleloquimicos capazes de capturar metais trago essenciais no
ambiente aquatico, tornando-o biodisponivel (Dias et al. 2017). Foram descritos ligantes de cobre (Cu), cobalto
(Co), cadmio (Cd) e chumbo (Pb) (Ledo et al. 2009).

Nutrientes- A baixa quantidade de nutrientes pode desencadear uma resposta de estresse e ativacdo de
producdo de aleloquimicos que conferem vantagem competitiva para captura dos nutrientes disponiveis.
Condicbes de baixa concentracdo de nutrientes, como fosfato e magnésio, desencadeiam o aumento da
producdo de potenciais aleloquimicos Oscillatoria laetevirens. A producéo de exometabolitos com atividade
antimicrobiana, 4,4-di-hidroxibifenil e Norharmane, por Nostoc insulare ocorre somente em fase estacionaria
e em ambientes com privagdo de nutrientes (Leao, 2009). Aparentemente esses compostos estdo relacionados
respostas alelopéticas para inibir competidores por nutrientes (C. A. Weirich, Robertson, and Miller 2019).

Intensidade de luz - altas intensidades de luz podem atuar como um fator repressor de alelopatia (Mello et al.
2012).

Em sintese, dentre os fatores abidticos mais importantes que aumentam e estimulam a alelopatia estdo (Mello et
al. 2012) (Figura 1):

deficiéncia de nutrientes, como nitrogénio e compostos de fésforo no meio de cultura;
baixas intensidades de luz;

baixas temperaturas;

meio de cultura com pH alto (cerca de 9,0).

el NS s

Consequentemente, os fatores abidticos que atuam como repressores da alelopatia sdo (Mello et al. 2012):
1. altas intensidades de luz;

2. altas temperaturas;

3. nutrientes em excesso no meio de cultura (nitrogénio e fésforo);

4, meio de cultura com baixos valores de pH (pH em torno de 6,0).

1.3. Métodos de estudo de alelopatia

A pesquisa sobre alelopatia em ambientes aquéticos é focada: (1) na demonstragdo da producdo de compostos
alelopéticos por um organismo;(2) na compreensao de fatores permanentes que influenciam a producéo; (3) na
identificacdo e caracterizacdo dos compostos e sua via de biossintese; e (4) na estimativa do papel e da
importancia dos alelopaticos em interacdes no campo (Leflaive and Ten-Hage 2007).

Existem diferentes tipos de interages envolvendo compostos aleloquimicos e os principais estudos de alelopatia
sdo iniciados determinando o organismo produtor (alelopatico) e um organismo alvo (sensivel). Nos estudos de
alelopatia consultados para a elaboracéo desta revisao, os métodos empregados foram baseados essencialmente
em ensaios com culturas, empregando meios sélidos ou liquidos. Os principais desenhos experimentais
utilizados foram (Dias et al. 2017):

a. Monoculturas - Preparagdo das culturas com 0s organismos separados para avaliar o0 comportamento
sem o interferente de competicdo e permitindo que 0s organismos se desenvolvam sem pressdes e estresse.
b. Culturas cruzadas - Paralelamente, as culturas séo cruzadas com as células do organismo competidor.

Neste tipo de cultura além da interacdo entre micro-organismos € avaliado o fator “competi¢do”, principalmente
em relacdo aos nutrientes.

c. Adicéo de filtrados, extratos brutos da cultura adversaria com ou sem células. Na sua maioria 0s ensaios
sdo realizados com extratos filtrados sem células, permitindo a observagdo dos efeitos dos compostos sem o
interferente de competicdo pelos nutrientes presentes no meio de cultura, ou ainda adicionando um composto
isolado ao meio de cultura para avaliar o efeito da atividade especifica.
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d. Adicdo de extratos filtrados com residuos de células — apesar de pouco empregado, é também um ensaio
importante. Um exemplo foi observado para a toxina cilindrospermopsina (CYN), no qual foi evidenciado que
os efeitos inibitérios dependem da presenca de detritos: extratos brutos livre de detritos celulares causaram maior
inibicéo de crescimento do que as células extratos contendo detritos. Esses resultados sugerem que matriz celular
pode ter um papel significativo no efeito de CYN. Genericamente, os detritos celulares podem servir como uma
parte de ligacdo temporaria da superficie dos compostos bioativos dissolvidos, levando a diminuicéo dos efeitos
inibitorios e ainda podem conter maior quantidade de diferentes compostos benéficos associados as particulas
(por exemplo, nutrientes e compostos semelhantes a hormdnios (Prince et al. 2008).

Além do estudo das interagbes em culturas, métodos analiticos sdo empregados para o isolamento e a
determinacdo da estrutura de compostos alelopaticos, como: ressonancia magnética nuclear, raios X, UV,
espectroscopia de massa, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa espectrometria de massa
/ massa. Uma grande dificuldade para o isolamento de bioativos compostos é que eles geralmente sdo produzidos
em quantidades muito baixas, uma vez que produzir uma quantidade baixa de um ativo altamente ativo é uma
estratégia mais econdmica para a célula (Leflaive and Ten-Hage 2007). A aplicacdo desses métodos geralmente
¢ associada a um bioensaio para determinar qual fracdo contém o composto ativo (Mello et al. 2012).

Como na microscopia cléssica, uma abordagem de aprendizado de méaquina recente tem sido empregada para
detectar e quantificar morfoespécies potenciais produtores de aleloquimicos usando citometria de fluxo de
imagem baseada em FlowCAM.

1.4. Diversidade de cianobactérias e alelopatia

Os principais representantes de cianobactérias que desempenham atividade alelopaticas e suas interaces, sao
0s géneros Microcystis, Raphidiopsis, Anabaena/Dolichospermum, Planktothrix, Aphanizomenon. Esses, sdo
muito frequentes nos sistemas hidricos brasileiros e causadores de florag6es de cianobactérias. J& Phormidium,
apesar de pouco frequente, € um género que possui uma maquinaria biossintética poderosa na producéo de
aleloquimicos para finalidades biotecnoldgicas (Dias et al. 2017).

Mais a frente, apresentamos um importante representante das picocianobactérias, Synechococcus. Este género
tem se mostrado emergente em alguns sistemas hidricos por crescerem muito rapidamente e causarem floracGes
(Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

1.4.1. Interacdo alelopatica entre cianobactérias

A seguir estdo relacionadas as principais interacdes entre as cianobactérias levantadas na literatura.

Nos experimentos de interagdo Microcystis aeruginosa com outras cianobactérias, demonstram grande
vantagem competitiva com Microcystis wesenbergii, Dolichospermum e Planktothrix, aparentemente
relacionada a condi¢cdo de produtora de microcistina tornando-a mais competente nas interacGes. Fatores
abidticos de temperatura e nutrientes influenciaram na dominancia deste género.

Yang et. al.,(2014), relataram um experimento entre duas espécies de Microcystis. Microcystis aeruginosa
(produtora de microcistina inibiu o crescimento de Microcystis wesenbergii (ndo produtora de microcistina).
Apesar do estresse da interacdo ter ativado a producdo de microcistina em Microcystis aeruginosa, o efeito
inibitério de Microcystis aeruginosa sobre M. wesenbergii possivelmente esta relacionada a outros compostos
produzidos por essa interacao.

Microcystis wesenbergii se mostrou também suscetivel a Anabaena, porém ndo é possivel saber se a inibi¢do
deve-se a producdo de algum aleloquimico ou competi¢do, uma vez que Anabaena apresenta uma taxa de
crescimento maior que Microcystis wesenbergii. A teoria matematica prevé que a area superficial relativa de M.
wesenbergii € menor que o de Anabaena, consequentemente, Anabaena absorve os nutrientes com mais
eficiéncia do que Microcystis wesenbergiii (Yang et al. 2014).

Em relacdo a competicdo com a cianobactéria filamentosa Planktothrix, o género Microcystis causou efeito
inibitdrio, reduzindo o crescimento de Planktothrix, diminuindo do tamanho de tricoma (filamento) e induzindo
a producdo de compostos. Néo foi possivel identificar especificamente os compostos que causam as alteraces
fisiolégicas e morfologicas observadas das células de Planktothrix, porém constatou-se que co-cultura induz
compostos especificos como resposta de Microcystis a presenca de Planktothrix (Briand et al. 2019).
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A interacdo de Microcystis aeruginosa (produtora de microcistina) e Dolichospermum sp, resultou em aumento
da concentracdo microcistina de Microcystis aeruginosa. A interacdo apresentou efeito alelopatico positivo em
Dolichospermum sp. quando a concentracdo de microcistina-LR estava abaixo de 0,1 ug/L e negativo quando a
concentragdo de MC-LR superou 1 pg/L.

Em outro experimento realizado, por Chia (2016), Microcystis também dominou sobre Dolichospermum, porém
o fator nutricional foi determinante na dominéncia entre os organismos.: (1) Em condicBes repletas de
nutrientes, Microcystis liberou metabédlitos secundarios que inibiram o crescimento de Dolichospermum,
suprimiram a fixacéo de nitrogénio e suprimiu a producéo de anatoxina-a. (2) Em condig¢des de deficiéncia de
nitrogénio, Dolichospermum inibiu o crescimento de Microcystis e a producdo de microcistina, sugerindo que,
nessas condi¢des, Microcystis possui efeito alelopatico diminuido, favorecendo Dolichospermum que pode fixar
nitrogénio sob condicdes de baixo nitrogénio (N). Esse resultado ndo indica que Dolichospermum produza
aleloquimicos para inibir Microcystis, mas que Dolichospermum foi menos inibida por Microcystis em
condicbes de baixo N. Ao mesmo tempo que a deficiéncia de nitrogénio é um fator determinante no
desenvolvimento de Microcystis e inibe a producéo de microcistina (Mathias A. Chia et al. 2018).

Em resumo, os nutrientes afetardo diretamente as interacfes entre Microcystis e Dolichospermum. Ambientes
com baixa concentragdo de nitrogénio permitirdo a dominéncia de Anabaena sobre Microcystis, enquanto o
inverso ocorrera sob altos nutrientes e baixas condi¢Ges de P, com essa alternancia entre géneros parcialmente
controlada por interacdes alelopéticas entre as espécies.

Até aqui vimos que Microcystis dominou sobre as populacdes de Microcystis wesenbergii, Planktothrix e
Dolichospermum e apresentou forte atividade alelopatica inibitéria. No entanto a competéncia Microcystis é
inferior a Tychonema e Raphidiopsis.

A Phormidiaceae Tychonema bourrellyi, apesar de ndo existir no Brasil, apresenta forte efeito alelopatico
inibidor em Microcystis aeruginosa, por uma indugdo da morte celular pelo aleloquimico B-lonona. Shao et al.,
(2013), decidiram avaliar o efeito de Tychonema sobre Microcystis ap6s evidéncias de que espécies de
Microcystis raramente eram detectadas nas areas dominadas por Tychonema na China (Shao et al. 2013).

Microcystis aeruginosa também é inibida em ensaios de co-cultura com Raphidiopsis raciborski que, sob
competi¢do, produz aleloquimicos que inibem o crescimento e ativam a formagéo de colénias em Microcystis
aeruginosa. Nesse caso, a mucilagem representa uma resposta do mecanismo de defesa de Microcystis, que pode
atuar como um envelope protetor, desempenhando um papel importante na seletividade de nutrientes e na defesa
contra a intoxicagdo por metais. Existe analogia na formagéo de col6nias em Microcystis aeruginosa como uma
defesa contra herbivoria (Mello et al. 2012).

Em 2007, Figueredo também testou a habilidade alelopatica de Raphidiopsis raciborskii contra Microcystis
aeruginosa e alguns grupos de fitoplancton. Nesse estudo, ele verificou que os metabodlitos alelopéaticos
comprometeram a maquinaria fotossintética de alguns grupos fitoplanctonicos, sendo que Microcystis
aeruginosa apresentou a maior e mais alta sensibilidade a Raphidiopsis raciborskii entre 0s representantes
avaliados.

Um estudo realizado por Rzymski e colaboradores (2014), para avaliar a competicdo entre Raphidiopsis
raciborskii ndo produtora de cilidrospermopsina e Microcystis aeruginosa resultou em inibi¢do do crescimento
de Microcystis aeruginosa pelas cepas de Raphidiopsis ndo produtora de cilindrospermopsina por algum
aleloquimico analogo a toxina.

Apesar de Raphidiopsis inibir o crescimento de Microcystis, ndo possui a mesma atividade contra Planktothrix,
onde em cultura se inibiram mutuamente. Fatores abioticos interferiram na dominéncia entre os géneros.
Planktothrix dominou sob altas concentragdes de nitrogénio, baixa intensidade de luz e altas concentragdes de
nutrientes e foi drasticamente inibido pela privacdo de nitrogénio, em contraste com Raphidiopsis. Apesar de
ndo ter sido observado nenhum efeito alelopético significativo, taxas de crescimento significativamente menores
foram obtidas em culturas mistas, o que pode refletir outras interacdes de interferéncia entre as espécies (Ammar
et al. 2014).

Interessante notar que esses trés géneros: Planktothrix, Microcystis e Raphidiopsis comumente coexistem em
sistemas hidricos e ambientes eutrofizados. A relagdo apresentada de que Planktothrix é inibida por Microcystis
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que é inibida por Raphidiopsis que ndo inibe Planktothrix, indica um forte indicio de sucessdo ecolégica entre
esses géneros.

Ao mesmo tempo, em floragdes de cianobactérias, onde coexistiam cepas toxicas e ndo-toxicas, a cepa produtora
de microcistina pode obter a vantagem sobre subpopulagdes ndo-tdxicas (Omidi, Esterhuizen-Londt, and
Pflugmacher 2019a).

1.4.2. Interacdo alelopéatica entre cianobactérias e microalgas verdes

A competicdo entre culturas da cianobactéria Chrysosporum (Aphanizomenon) ovalisporum produtora de
cilindrospermopsina e a microalga verde bentdnica Chlorococcum sp, resultou na inibicdo do crescimento da
microalga verde, porém, ainda assim, foi observado algum efeito inibitério no crescimento da cianobactéria. A
microalga verde foi capaz de produzir compostos anticianobacterianos inibitérios ao crescimento de
Aphanizomenon, porém o efeito foi neutralizado a medida que a populacdo de cianobactéria aumentava em
propor¢do a da microalga (Béres, 2015). O autor aponta que a inibicdo ndo foi resultante da limitacdo de
nutrientes, mas possivelmente devido a presenca de cilindrospermopsina e / ou outros aleloquimicos (Figura
11).

Microcystis aeruginosa demonstrou efeitos alelopéticos, inibindo o crescimento de Chlorella vulgaris através
da liberacdo de &cido linoleico e ainda se beneficiando do composto de sinalizacdo celular 6xido nitrico
produzido por C. vulgaris, que estimula um mecanismo de feedback positivo da liberacdo de acido linoleico por
Microcystis aeruginosa.

Experimentos realizados entre co-culturas de Microcystis aeruginosa e microalgas verdes, demonstraram que a
temperatura interfere no efeito alelopatico (Ledo, Vasconcelos, & Vasconcelos, 2009a):

a) As culturas de Chlorela vulgaris foram estimuladas na temperatura de 20°C e inibidas em temperatura maiores
de 25°C. (Ma et al., 2015).

b) Com Scenedesmus obliquus o efeito inibitorio de crescimento causado por Microcystis aeruginosa ocorreu
apenas entre 20 e 30°C. Temperaturas inferiores a 20°C o efeito alelopatico foi estimulante (Qiu et al. 2017).
Estes ensaios sugerem que o impacto no crescimento e fotossintese resultantes das interagGes alelopaticas entre
cepas toxicas e ndo toxicas de Microcystis aeruginosa e outras espécies do fitoplancton sdo dependentes da
temperatura. A vantagem dos efeitos nocivos a baixas temperaturas se transformou em efeitos deletérios a
temperaturas altas.

Os experimentos realizados por (Wang et al. 2017), demonstraram que os efeitos de Microcystis aeruginosa
sobre representantes de microalgas, dependem das fases de crescimento da cianobactéria. Com relacdo aos
efeitos alelopaticos em ensaios de co-cultura, constatou-se que Microcystis aeruginosa na fase de crescimento
exponencial e estacionéria inibiram significativamente o crescimento de Scenedesmus quadricauda, Chlorella
pyrenoidosa e Cyclotella meneghiniana. A fase de declinio estimulou o crescimento em todas as espécies
durante a fase de declinio de Microcystis aeruginosa. Os efeitos negativos de Microcystis aeruginosa no
crescimento de duas algas verdes comuns e uma espécie de diatomaceas ocorreu durante sua fase de crescimento
exponencial e estacionario.

Um estudo entre cepas toxicas (produtoras de microcistina) e ndo-toxicas (deficientes em microcistina) de
Microcystis aeruginosa e Desmodesmus subspicatus, uma alga verde de agua doce, foi realizado em ensaio de
co-cultura demonstrou que tanto as linhagens tdxicas e nao téxicas de Microcystis, afetaram negativamente o
crescimento da alga verde, contudo, a inibigdo do crescimento em co-cultivo com o Microcystis toxica foi
significativamente maior e ocorreu em dias anteriores, evidenciando a provavel importancia da microcistina para
Microcystis toxica. A interacdo entre Desmodesmus sp e Microcystis toxica ndo ativou a produgdo de
microcistina. (Omidi, Esterhuizen-Londt, and Pflugmacher 2019a). Os autores ainda informam que os efeitos
inibitérios de Microcystis no crescimento da alga verde ndo estavam estritamente relacionados a microcistina,
mas também ao aumento da liberacdo dos outros metabdlitos secundarios. Estudos anteriores mostraram que
outros metabdlitos secundarios de Microcystis, como micropeptina, microviridina, microgenina, bem como
alguns compostos ndo identificados, podem interferir nas interagdes entre espécies (Schatz et al. 2007).
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1.4.3. Interacdo alelopatica entre cianobactérias e bactérias

A interacdo de Microcystis contra Pseudomonas indicou que Microcystis coloniais sdo menos suscetiveis as
propriedades algicidas de Pseudomonas que as Microcystis unicelulares, reforgando os indicios do carater
protetor do exopolissacarideo (EPS) que forma a mucilagem caracteristica de Microcystis, um fendmeno analogo
como uma resposta morfologica a predadores (Rios et al. 2016).

Um exemplo de efeito alelopatico mutualmente positivo ocorre com a interagdo entre Microcystis e bactérias
heterotroficas. Nesse caso, a producdo de EPS por Microcystis resulta na agregacdo celular e produgdo de
mucilagem. A formacé&o de coldnias de Microcystis facilita a manutencdo de alta biomassa por um longo tempo,
e 0 crescimento de bactérias heterotroficas é aumentado pela secrecdo de EPS de Microcystis aeruginosa,
permitindo formular a hip6tese de que as mudancas morfoldgicas ndo sdo uma estratégia defensiva contra as
bactérias heterotréficas, mas o resultado de ac6es muatuas. Porphyrobacter, lavobacteriaceae e uma bactéria ndo
cultivada poderiam ser bactérias especializadas responsaveis pela agregacdo de Microcystis aeruginosa (Rios et
al. 2016).

1.4.4. Interacédo alelopatica entre Cianobactérias e Zooplancton

A recuperacao do envelope mucilaginoso também foi observada quando Microcystis aeruginosa cultivada foi
exposta, direta ou indiretamente, a zooplancton ou ao fitoflagelado Ochromonas sp. O aumento celular de
Microcystis foi notado quando esses organismos foram expostos direta e indiretamente ao zooplancton e, nesse
caso, essa alteracdo morfoldgica poderia ser considerada como um mecanismo de defesa contra predacdo (Rios
etal. 2016).

Raphidiopsis raciborskii tdxica pareceu reduzir a aptiddo e o crescimento de Daphnia magna, em parte devido
a producdo de cilindrospermopsina. J& a cepa Raphidiopsis raciborskii ndo produtora de cilindrospermospina,
apresentou a mesma atividade neste microcrusticeo, porém em menor grau (Leflaive and Ten-Hage 2007).

O tamanho relativamente grande, a toxicidade e / ou a palatabilidade reduzida de Raphidiopsis raciborskii
também podem reduzir a herbivoria. E comum observamos no Brasil, Raphidiopsis na forma espiralada,
indicando uma estratégia para minimizar a aptiddo do zooplancton (Figueredo, Giani, and Bird 2007). Os
ambientes dominados pelas espécies geralmente tém copépodes com comportamento alimentar seletivo e,
portanto, baixa ingestdo de alimentos nocivos (Holland and Kinnear 2013).

O fitoflagelado Cryptomonas pode se alimentar de Microcystis aeruginosa toxica. O resultado da interacdo
diminui a producédo de microcistina-LR (Holland and Kinnear 2013)

1.45. Interacédo alelopatica entre Cianobactérias / Cianotoxinas com Macrdfitas

Plantas aquéticas produzem substancias que inibem o crescimento de cianobactérias. A macrofita submersa,
Myriophyllum spicatum induziu estresse alelopatico e morte programada em Microcystis aeruginosa em um
sistema de co-cultura (He et al. 2016).

A microcistina LR inibiu o crescimento, reduziu a producéo de oxigénio fotossintético e causou alteragdes no
padrao de pigmento. Ceratophyllum demersum e Myriophyllum spicatum foi testado por seu poder alelopéatico
em macrofitas aquaticas (Erhard 2006)(Zhu et al. 2010).

O pirogalol, um aleloquimico produzido por macrofitas, apresenta propriedades positivas na producdo de
microcistina, por inducédo da expressdo do gene de sintese de microcistina mcyB de Microcystis aeruginosa. Em
contrapartida, o pirogalol pode ter efeito alelopatico em Microcystis aeruginosa (dano oxidante). As analises de
expressdo de psbA, recA, grpE e fabZ indicaram que as membranas sdo o primeiro alvo dos danos do pirogalol
a Microcystis. (Shao et al. 2009). A anatoxina-a induziu o estresse oxidativo causando efeitos alelopéticos
negativos na macrofita submersa Ceratophyllum demersum. Neste experimento foi verificado que a macrofita
pode interagir com a anatoxina-a, com base na reacdo imediata de seus sistemas de defesa enzimética a toxina
(Ha and Pflugmacher 2013).

Culturas mistas entre Microcystis aeruginosa e a lentilha Lemna japonica mostraram que houve inibigéo
reciproca do crescimento (Xian 2015). Neste experimento, os autores sugeriram que producdo de microcistina
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intracelular pela Microcystis foi uma resposta a producdo de um aleloquimico pela lentilha, e que as
microcistinas liberadas no meio extracelular foram causadas por lise natural ou fisica.

O composto, acido pirogalico, produzido por plantas aquaticas, teve efeitos prejudiciais dependentes da dose no
crescimento e na fotossintese de Raphidiopsis raciborskii (Z. Wu, Shi, and Yang 2013). (Anexo A).

1.5. Picocianobactérias

Picocianobactérias sdo cianobactérias com tamanho de célula na faixa de 0,2-2,0 um. Foram reconhecidas nos
altimos anos como componentes importantes do fitoplancton, ndo apenas em aguas doces e ecossistemas
salobras, mas também nos oceanos, constituindo uma importante ligacdo na cadeia alimentar e base da producéo
primaria e serem responsaveis por até 80-90% da producdo total de carbono em habitats aquaticos(Barreiro
Felpeto et al. 2018).

A caracteristica morfolégica do pequeno tamanho permite que as picocianobactérias possam flutuar
efetivamente na &gua, apesar da auséncia de aerdtopos (vacuolos de gas), permitindo que ela se beneficie da
luminosidade da superficie. Além disso, também devido ao seu tamanho pequeno, eles também tem uma alta
relacdo superficie-volume, permitindo uma taxa mais rapida de captacdo de nutrientes e, portanto, taxa de
crescimento, em comparagdo com células maiores de fitoplancton (Barreiro Felpeto et al. 2018).

Ha evidéncias que Synechococcus sp. sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico, portanto sdo fortes
concorrentes na comunidade fitoplancténica e isso Ihes permite constituir a maior fracdo da producdo primaria
nos ecossistemas aquaticos do mundo (Barreiro Felpeto et al. 2018).

Recentemente, uma picocianobactéria Cyanogranis ferruginea (Figura 14).; tem sido encontrada nos sistemas
hidricos brasileiros, ainda com mais frequéncia que Synechococcus e outras picoplanctdnicas. Apesar de ter sido
incluida neste levantamento bibliografico ndo foram encontradas informagdes que direcionem para os fatores
que regulam o seu crescimento.

1.5.1. Fator abiotico: Irradiancia

Airradiancia é um dos principais fatores que controlam o crescimento, a atividade fotossintética e a distribuicdo
de picocianobactérias. As cianobactérias sdo geralmente reconhecidas como preferindo baixa intensidade de luz
para o crescimento. Synechococcus sp. conseguem se adaptar a irradiancia em uma faixa ampla de intensidade,
desenvolvendo-se com sucesso em aguas superficiais bem iluminadas e em aguas mais profundas com baixa
luminosidade. Essa capacidade adaptativa é conferida devido a modulacdo da composicdo dos pigmentos
fotossintéticos para usar melhor a luz disponivel e proteger-se dos efeitos desfavoraveis da luz excessiva,
tolerando irradiancia tdo alta quanto 2000 pmol de fétons.m2.s%. A irradiancia também pode desempenhar um
papel importante na regulagdo da producédo aleloquimica em algumas espécies de picocianobactérias (Barreiro
Felpeto et al. 2018).

1.5.2. Fator abi6tico: Temperatura

As picocianobactérias atingem taxas maximas de crescimento em temperaturas mais altas que outras
cianobactérias e, portanto, serd potencialmente promovido pelo futuro aquecimento climatico.

Em estudos realizados por (Sliwinska-Wilczewska, Pniewski, and Latata 2016) foi evidenciado que o aumento
da temperatura de 15°C a 30°C aumentou a abundancia de picocianobactérias e que a produgdo de substancias
alelopaticas por picocianobactérias é regulada pela temperatura (Barreiro Felpeto et al. 2018). Esses estudos
indicaram que alta luminosidade, temperatura e baixa salinidade afetaram as picocianobactérias testadas,
aumentando sua atividade alelopética (Barreiro Felpeto et al. 2018).

A picocianobactéria Synechococcus sp. é capaz de produzir e liberar compostos ndo identificados que tem efeito
alelopético negativo de inibicdo em todas as assembléias fitoplancténicas. As diatomaceas dos géneros Navicula,
Chaetoceros, Amphora, Coscinodiscus, Grammatophora e Nitzschia sdo os organismos mais afetados, porém
podem principalmente influenciar cianobactérias filamentosas coexistentes tanto negativamente quanto
positivamente (Barreiro Felpeto et al. 2018).

AESABESP - Associagdo dos Engenheiros da Sabesp 11



Encontro Técnico

AESABESP

35° Congresso Nacional
de Saneamento e
Meio Ambiente

Investigacdes recentes sugerem que Synechococcus sp. pode sintetizar 2-metilisoborneol (MIB) e geosmina
(1,2,7,7-tetrametil-2-norbomeol; GSM). Também foi demonstrado que o MIB é produzido e secretado durante
o ciclo celular de cianobactérias (fase exponencial) enquanto o0 GSM ¢€ liberado somente ap6s a morte das
células. Os efeitos toxicos desses compostos para outros organismos ainda ndo foram demonstrados, mas
influenciam a qualidade da agua e dos organismos (Barreiro Felpeto et al. 2018).

Synechococcus sp. e Synechocystis sp. apresentam atividade antimicrobiana contra fungos, bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Foi observada atividade antibidtica contra duas bactérias Gram-positivas,
Clavibacter michiganensis subsp. insidiosum e Cellulomonas, enquanto ndo foram encontrados efeitos
inibitérios contra o fungo Candida albicans e bactérias Gram-negativas (Vassilakaki and Pflugmacher 2008).

Synechococcus leopoliensis é capaz de produzir antimicrobiano contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus. A producdo de agentes antimicrobianos é mais ativa na temperatura de 35°C, pH 8 e 15 dias de
incubacdo. Porém altos niveis de atividade antimicrobiana de Synechococcus leopoliensis poderiam ser
atribuidos a natureza quimica dos suplementos (Sliwinska-Wilczewska, Pniewski, and Latata 2016).

Apesar da importancia ecoldgica das cianobactérias picoplanctbnicas, pouco se sabe sobre seus efeitos
alelopéticos em outros organismos. Sabe-se que as picocianobactérias produzem uma variedade de compostos
bioativos, cuja nocividade a animais e humanos foi claramente demonstrada. Ao mesmo tempo, o papel
funcional desses compostos, particularmente em termos de fisiologia e ecologia das cianobactérias que os
produzem, permanece amplamente desconhecido. A producdo e liberacdo de compostos alelopaticos com
propriedades diferentes podem dar as espécies produtoras uma vantagem competitiva e construir sua estratégia
eficaz. Além disso, compostos alelopaticas secretados por picocianobactérias podem ser responsaveis pela
selecdo natural de organismos e sucessao ecoldgica. Os resultados de estudos que as picocianobactérias podem
servir como uma fonte potencial de compostos bioativos interessantes, cujo modo de agdo em organismos-alvo
requer investigacdo detalhada (Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

A vantagem competitiva sobre outros organismos devido ao seu amplo potencial de adaptagdo as mudancas nas
condi¢cbes ambientais e sua atividade alelopética, confirmam o carater perigoso de floragdes de
picocianobactérias em ambiente aquético. Esse tipo de floracdo tende a se espalhar e permanecer por muito
tempo, causando mudancas drasticas e adversas nos ecossistemas aquaticos (Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

Foi sugerido que a atividade alelopatica exibida pela picocianobacteria Synechococcus sp. é provavelmente uma
das principais estratégias competitivas que afetam algumas das espécies de fitoplancton coexistentes nos
ecossistemas aquaticos (Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

A crescente ocorréncia de picocianobactérias em grandes densidades em habitats aquaticos resultantes de
eutrofizacdo e aquecimento global representa uma séria ameaca aos seres humanos e aos ecossistemas.
Claramente, é necessario aumentar nosso conhecimento sobre a producdo de aleloquimicos por cepas de
picocianobactérias, a fim de evitar possiveis efeitos adversos de sua ocorréncia (Sliwinska-Wilczewska et al.
2017).

1.5.3.  Synechococcus x Cianobactérias filamentosas

A picocianobactéria Synechococcus sp. (Figura 16). produz diferentes aleloquimicos nas interacbes com
cianobactérias filamentosas, contra Nostoc sp. e Phormidium sp, inibiu significativamente o crescimento
estimulou o crescimento de Anabaena flos-aquae e em Rivularia, ndo houve interferéncia no crescimento, mas
houve danos &s membranas celulares inibindo a fotossintese. Em Anabaena e Nostoc houve o aumento da
concentragdo de carotendides, indicando ativagdo de sistema de resposta fisiologica de protecdo ao dano
alelopético, porém o ensaio demonstrou que Synechococcus pode produzir diversos aleloquimicos, capazes de
inibir varios mecanismos de atividade (Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

Synechococcus sp. produziu aleloquimicos que causaram efeito inibitério sobre Nodularia spumigena,
desencadeando respostas fisiologicas, levando a reducdo do teor de clorofila a (Cl-a) e carotendide (Car),
distorcoes na forma celular e, freqiientemente, lise celular. e, surpreendentemente, ndo houve efeito reciproco
das cianobactérias filamentosas. O mesmo efeito foi observado tanto em co-culturas quanto em filtrados sem
células (Barreiro Felpeto et al. 2018).
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Segundo, (Sliwinska-Wilczewska et al. 2017), Synechococcus sp. é capaz de fixar nitrogénio atmosférico,
produzir as cianotoxinas microcistinas (MC-LR e MC-YR) o aminoécido neurotoxico ndo proteico, p -N-
metilamino-I-alanina (BMAA).

Toleram niveis elevados de luz e se adaptam a diferentes irradiancias. Podem alterar a composi¢do dos
pigmentos fotossintéticos para usar melhor quantidade de luz disponivel e proteger-se dos efeitos desfavoraveis
da luz excessiva e de pouca luz. Essa habilidade confere vantagem as picocianobactérias em aguas com pouca
luminosidade (Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

A variacdo na intensidade da luz, temperatura e salinidade da 4gua deve ser considerada na estimativa dos efeitos
potenciais da alelopatia por picocianobactérias em ambientes aquaticos, e atingem taxas maximas de
crescimento em temperaturas mais altas do que outras cianobactérias (Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

S. leopoliensis produziu um aleloquimico antimicrobiano sob a temperatura de 35°C, pH 8 contra a bactéria
gram-positiva Staphylococcus aureus. Porém os autores sugeriram que a natureza quimica dos suplementos do
meio de cultura do ensaio, foram 0s responsaveis pela producdo do agente antimicrobiano de S. Leopoliensis
(Sliwinska-Wilczewska et al. 2017).

fotossintese pela toxina (Holland and Kinnear 2013).
2. Aplicacao do sistema de analise de imagens automatizado Flowcam no estudo da alelopatia

Estudos preliminares utilizando o sistema de analise de imagens por citometria de fluxo para a realizacdo do
ensaio de cianobactérias, demonstrou que é possivel obter informacdo em tempo real da dinamica da comunidade
aquatica, detectando caracteristicas importantes no estudo da alelopatia, como: tamanho de coldnias,
concentragdo de pigmentos, representatividade de géneros presentes, quantificagdo em nimero de organismos e
area.

A operacdo do equipamento requer o processamento da diluicdo das amostras de &gua, limitando a deteccdo de
microrganismos presentes em menor concentracdo. Entretanto, demonstrou eficiéncia ao detectar cianobactérias
predominantes potenciais produtores de metabélitos secundarios.

O equipamento ndo detectou cianobactérias picoplancténicas, como Synechococcus e Cyanogranis; De acordo
com a especificacdo técnica do equipamento essa limitacéo ja era conhecida.

As grandes vantagens sdo a velocidade de andlise em relagdo ao método classico por microscopia e a
possibilidade de registro permanente das imagens.

CONSIDERACOES FINAIS

Por todos os resultados apresentados, é impressionante observar a complexidade de interagdes lideradas pela
cianobactérias e quantidade de questionamentos que ainda precisam de respostas.

Dentre as cianobactérias mais preocupantes, a Raphidiopsis se apresenta com grande ameaga pelo seu potencial
competitivo e de producdo de aleloquimicos de forma constitutiva, independente de interagéo.

A Microcystis é 0 género que apresenta 0 maior sistema defensivo entre as cianobactérias, possivelmente por
indmeros processos adaptativos e evolutivos, que se perpetuaram no fenétipo de género.

Um resultado observado em todos os trabalhos, é que aleloquimicos, principalmente as cianotoxinas, sdo
moléculas indicadoras de estresse abidtico ou por competicdo. N&do é vidvel para a cianobactéria produzir uma
molécula que exige um alto grau de energia, sem a real necessidade de defesa. Isso é comprovado em condi¢des
ideais de desenvolvimento, as cianobactérias ndo produzem aleloquimicos.

As cianobactérias produtoras de cianotoxinas sdo mais adaptadas e competitivas em relacdo as ndo toxicas, e
mostram-se mais aptas a se perpetuarem nos ambientes aquaticos de uma maneira geral., Mesmo as

AESABESP - Associagdo dos Engenheiros da Sabesp 13



Encontro Técnico

AESABESP

35° Congresso Nacional
de Saneamento e
Meio Ambiente

cianobactérias ndo tdxicas, podem produzir compostos de defesa e estratégia de adaptacdo para determinados
concorrentes.

Dentre as picocianobactérias, a mais estudada foi Synechococcus, aparentemente pelo seu poder adaptativo e
competitivo. Recomenda-se atencéo especial a este género. Como verificado ela inibe uma grande variedade de
micro-organismos e principalmente os géneros de cianobactérias mais competitivos.

Infelizmente faltam estudos sobre concentracGes ambientalmente relevantes, que poderiam fornecer resultados
mais precisos, e indicar o que deve ser dado atengéo.

A aplicacdo de meios com metabdlitos purificados é necessaria para especificar efeitos exatos, embora 0 uso
deles possam levar a respostas mais fracas do que o0 uso de extratos brutos. Faltam resultados sobre o papel dos
aleloquimicos e estudos sobre sinergismo entre as cianotoxinas.

O maior desafio é extrapolar os resultados obtidos em laboratorio para 0 meio aquético, porém as informacgoes
apresentadas neste trabalho podem fornecer algumas respostas para 0s gestores de monitoramento de sistemas
hidricos.

De modo geral, o Sistema de Anélise de Imagens Automatizado, forneceu informagdes que poderao dar indicios
do comportamento do corpos hidricos e as interagdes alelopaticas presentes, comparando-se a literatura
cientifica sobre alelopatia. No entanto, serd necessario analisar variados pontos de monitoramento e ensaios
comparativos para determinar com precisao as limitagdes e potenciais ganhos na aplicagdo dessa metodologia
no estudo da alelopatia ou ainda nas atividades obrigatdrias na determinagdo de cianobactérias para cumprimento
de legislagdes.
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