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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos estudar a influéncia da temperatura
sobre o crescimento de uma cepa de O. cf. ovata em cultivo, avaliar o potencial
mixotrofico da populagdo de O. cf. ovata da costa leste Fluminense e verificar a
produgdo de palytoxina e ovatoxinas por duas cepas isoladas localmente. Para
tanto, a cepa LCA-E7 foi cultivada em meio L2/2, irradiancia de 60 umol fétons m™s”
! e fotoperiodo de 12 horas e parametros de crescimento foram medidos a 16, 20 e
26 °C. A fim de avaliar o potencial mixotréfico de O. cf. ovata foram realizados
ensaios usando células em cultivo e da populacado natural de O. cf. ovata. Visando
identificar presas e/ou vacuolos digestivos em células de O. cf. ovata o fluorocromo
especifico para material genético DAPI e o marcador de compartimentos acidos
LysoSensor™ Yellow/Blue DND-160 (PDMPO) foram usados nos diferentes
ensaios. A toxicidade das cepas LCA-E7 e LCA-B7 foi testada usando o método LC-
MS/MS. Maior taxa de crescimento e rendimento maximo de O. cf. ovata foi
observado a 20 e 26 °C em relagcédo a 16 °C. Pequena parcela (< 0,5%) da
populacado de O. cf. ovata estudada apresentou evidéncia de fagotrofia e uma maior
parcela desta (46%) foi marcada de maneira difusa por LysoSensor, o que foi
interpretado como evidéncia de osmotrofia. Outras espécies de dinoflagelados epi-
benténicos foram marcados com o mesmo padrao pelo sensor. As analises em
LC/MS-MS permitiram a identificagdo e quantificagdo de ovatoxina-a, -b, -c, -d & -e.
As concentragdes dessas toxinas nos extratos analisados variaram entre 20-171
pg.cel’ de OVTX-a, 23-205 pg.cel’ de OVTX-b, 3-37 pg.cel’ de OVTX-c e 3-80
pg.cel’ de OVTX-d+e. OVTX-a e OVTX-b foram os componentes encontrados em
maiores concentragdes nos extratos das cepas LCA-E7 e LCA-B7. Esse resultado
ressalta o risco que as frequentes floracdes de O. cf. ovata podem representar na
costa leste Fluminense e a importadncia de estudos relacionados aos fatores

envolvidos na formacao desses eventos.
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ABSTRACT

This study aims to study the influence of temperature on the growth
parameters of O. cf. ovata strain LCA-E7, to evaluate the mixotrophic capability of
the O. cf. ovata field population from Rio de Janeiro coastline and to identify and
quantify palytoxin and ovatoxins produced by strains LCA-E7 and LCA-B7.To
measure growth parameters, LCA-E7 strain was cultivated in L2/2 medium, with
photon flux density of 60 pmol m?s™ and light/dark cycle of 12h:12h and under three
temperature regimes, 16, 20 and 26 °C. In order to evaluate O. cf. ovata mixotrophic
potential, the fluorochrome DAPI and the acid compartments marker LysoSensor™
Yellow/Blue DND-160 (PDMPO) were used in different assays. LCA-E7 and LCA-B7
strains toxicity was assessed using LC-MS/MS. The results indicated higher
O. cf. ovata growth rates and maximum yield at 20 and 26 °C comparing to 16 °C. A
small fraction (< 0,5%) of the O.cf. ovata population showed evidence of
phagotrophy and a larger share of this population (46%) presented a diffuse
LysoSensor marking, which was interpreted as evidence of osmotrophy. The same
die pattern was observed in other epi-benthic dinoflagellate species. Analysis by
liquid chromatography tandem mass spectrometry identified OVTX-a, -b, -c, -d and -
e. Estimated concentrations varied between 20-171 pg[OVTX-a].ceII'1, 23-205
pg[OVTX-b].ceII'1, 3-37 pg[OVTX-c].ceII'1 and 3-80 pg[OVTX-d+e].ceII'1. OVTX-a and
-b were the major components of the toxin profile produced by strains LCA-E7 and
LCA-B7. This result highlights the risk that O. cf. ovata blooms may represent in the
study area and the importance of studies related to the factors that trigger these

events.
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Aspectos da fisiologia, toxinologia e estratégias de nutricao do

dinoflagelado Ostreopsis cf. ovata

CAPITULO 1

1.1- Introducao Geral

Espécies de microalgas quando submetidas a condi¢cdes favoraveis podem
se multiplicar, aumentando sua biomassa e formando eventos conhecidos como
floracoes. A densidade de células que caracteriza tais floragées varia de acordo
com a espécie em estudo e o conceito de floracao pode ser melhor definido pelos
seus potenciais efeitos deletérios do que por um valor especifico de densidade
(Smayda, 1997).

Das 5000 espécies de fitoplancton marinho conhecidas, aproximadamente
300 foram reportadas como formadoras de floragbes. Dentre essas, cerca de 80
espécies sao capazes de produzir toxinas. As floragbes de microalgas podem ser
consideradas nocivas por alterarem o equilibrio de ecossistemas devido a elevada
biomassa produzida e/ou pelos efeitos negativos causados pelas toxinas produzidas
por determinadas espécies (Hallegraeff, 1995).

Os impactos causados pela elevada biomassa de microalgas em
ecossistemas aquaticos incluem: descoloragdo da agua, possiveis danos fisicos e
obstrugdo das branquias de organismos aquaticos e deplegcdo de oxigénio
dissolvido. A diminuigdo na concentracdo de oxigénio ocorre devido a
decomposicdo da biomassa morta acumulada e resulta, muitas vezes, na morte de
peixes e invertebrados por anoxia. Por outro lado, as floragbes de algas nocivas
(FANs) causadas por microalgas produtoras de toxinas, além de poderem levar a
morte peixes, moluscos, mamiferos e aves marinhas, representam um risco a saude
publica ja que podem causar intoxicagdo de seres humanos pela ingestao de frutos
do mar contaminados. As FANs também tém gerado prejuizos econdmicos ao
turismo e as atividades de pesca e aquicultura (Hallegraeff, 1995; Fogg, 2002).

Dentre as microalgas produtoras de toxinas esta o dinoflagelado epi-
bentdnico Ostreopsis ovata Fukuyo 1981 (Figura 1.1), que é capaz de produzir uma
das toxinas marinhas mais letais conhecidas, a palytoxina (Lenoir et al., 2004) e
toxinas analogas, tais como ostreocina-D (Usami et al., 1995) e ovatoxinas-a,-b,-c,-d
& -e (Ciminiello et al., 2010).



Figura 1.1. Célula de Ostreopsis cf. ovata em microscopia 6tica. Escala = 10 ym.

O género Ostreopsis compreende dinoflagelados tecados que sé&o
geralmente encontrados associados a macroalgas ou outros substratos, como areia
e corais (Tindall e Morton, 1998). Espécies de Ostreopsis geralmente ocorrem com
outros dinoflagelados epi-bentbnicos dos géneros Gambierdiscus, Coolia,
Prorocentrum e Amphidinium. O género Gambierdiscus é conhecido por produzir
toxinas que causam a sindrome da ciguatera pelo consumo de peixes contaminados
(Lehane e Lewis, 2000). Entretanto, devido aos multiplos sintomas que a ciguatera
provoca (problemas gastrointestinais e neuroldgicos, podendo ser fatal), acredita-se
que outras toxinas originadas na comunidade de dinoflagelados epi-benténicos
possam contribuir na intoxicagdo humana (Tindall e Morton, 1998).

O género Ostreopsis € caracteristico de regides de clima tropical e
subtropical (Lenoir et al., 2004). Relatos da distribuicdo de espécies de Ostreopsis
incluem a Polinésia Francesa, Havai, Australia, Flérida, Filipinas, Singapura, Vietna,
México, Porto Rico, Belize, Venezuela, llhas Virgens, Arquipélagos de Comores,
llhas Bermudas, Bahamas, Ilhas Cook, Indonésia, Malasia, Madagascar e Zanzibar
(Faust et al., 1996; Tindall e Morton, 1998, Rhodes, 2010). Entretanto,
principalmente na ultima década, houve um aumento na quantidade de estudos que
reportam a ocorréncia e novos eventos de floracdo de Ostreopsis em regides
temperadas como no Mar Mediterraneo (Tognetto et al., 1995; Brescianini et al.,
2006; Monti et al., 2007; Ciminiello et al., 2006), Japao (Taniyama et al., 2003) e
Nova Zelandia (Shears e Ross, 2009).

Segundo Rhodes (2010), a expanséo da distribuicdo de Ostreopsis na ultima
década se deu devido ao maior numero de pesquisas sobre o género e ao aumento
na facilidade de sua identificacdo. Contudo, Granéli et al. (2011) sugerem que o

aumento da temperatura da superficie do mar, em decorréncia do aquecimento
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global, pode ser um fator determinante para a expansé&o da distribuicdo e o aumento
da frequéncia e intensidade de floracbes de Ostreopsis ovata.

Tindall e Morton (1998) enfatizam que diferentes fatores podem estar
relacionados a distribuicdo e formacdo de floragbes de dinoflagelados epi-
bentbnicos, tais como temperatura, turbuléncia da agua, disponibilidade de
substratos para fixagao, intensidade luminosa, precipitacao e condi¢gdes nutricionais.
Em geral, espécies de Ostreopsis apresentam maior crescimento no verao em
ambientes de baixa hidrodinAmica e elevada salinidade e disponibilidade de
nutrientes (Barone, 2007; Pistocchi et al., 2010).

No Mar Mediterraneo existe registro da ocorréncia do género Ostreopsis
desde os anos 70 (Taylor, 1979), e a espécie O. ovata foi encontrada pela primeira
vez na regiao em 1994 na costa do Mar Tirreno (Tognetto et al., 1995). Embora nao
se tenha certeza da ocorréncia de O. ovata no Mar Mediterraneo antes de registros
dessa espécie comecarem a ser feitos, os eventos de floragdes intensas de O.
ovata com formagao de biofilme marrom sé se tornaram frequentes recentemente
(Pistocchi et al., 2010). Efeitos nocivos de floragcbes de O. ovata também
comegaram a ser registrados nos ultimos anos (Sansoni et al., 2003; Brescianini et
al., 2006; Ciminiello et al., 2006; Tichadou et al., 2010). Intensas floragbes dessa
espécie tém ocorrido na costa do Mar Mediterraneo desde o verao de 1998, quando
causaram impactos a comunidade benténica e banhistas foram intoxicados devido a
inalacdo de spray marinho na costa da Toscana, Italia (Sansoni et al., 2003). Em
2005, intensa floragdo de O. ovata em Genova, também na Italia, levou a
intoxicacdo de centenas de banhistas que precisaram de cuidados médicos apods
exposicao ao spray marinho. Tais pacientes mostraram sintomas como febre,
bronco constricdo, dispnéia leve, conjuntivite e irritagdo na pele (Ciminiello et al.,
2006). Desde entao, eventos semelhantes tém sido documentados na ltalia,
Espanha, Franca, Croacia, Tunisia e Grécia, e no verao de 2009 numerosos casos
de pacientes sintomaticos na Argélia foram relatados em decorréncia de floragbes
de O. ovata (Tichadou et al., 2010).

No Brasil, O. ovata foi reportada pela primeira vez em 2001 no Canal de Sao
Sebastido, em Sao Paulo (Figura 1.2) (Naves e Freitas, 2001). Extratos obtidos a
partir da populacdo local apresentaram atividade hemolitica e efeito inibidor no
desenvolvimento de ovos de ouricos (Naves e Freitas, 2001). O. ovata foi

posteriormente registrada em janeiro de 2004 na llha do Arvoredo em Santa
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Catarina associada a uma floragdo de Trichodesmium (Silva et al., 2006) (Figura
1.2).

Extensas floragbes de O. ovata foram reportadas na costa de Arraial do
Cabo, Rio de Janeiro, nos verdes de 1999 e 2002 (Figura 1.2). Tais floracdes
causaram envenenamento e morte de ouricos do mar (Echinometra lucunter)
(Granéli et al., 2002; Ferreira, 2006) (Figura 1.3), e indicios da presenga de um
analogo da palytoxina, denominado de ostreocina, foram detectados na populagao
natural de O. ovata em 2002 (Granéli et al., 2002). Efeito similar sobre ourigcos
marinhos (Evechinus choloticus) foi observado na costa da Italia devido a floracéo
de O. ovata (Sansoni et al., 2003) e na Nova Zelandia em 2004, quando a
densidade desse herbivoro declinou de 50 a 60% por influéncia de floracdo da
espécie O. siamensis (Shears e Ross, 2009).

Mais recentemente, floragcdes de O. ovata foram observadas em Arraial do
Cabo e Armacéo dos Buzios, Rio de Janeiro, em junho e dezembro de 2006 (Figura
1.2, 1.4) e abril e setembro de 2007 (Nascimento et al., 2008; Nascimento et al.,
2010). O. ovata também ja foi registrada em Pernambuco em amostras coletadas
em 2006 e 2007 (Figura 1.2) (Nascimento, 2006 e dados nao publicados). Na Bahia,
banhistas apresentaram sintomas como garganta inflamada, dor de cabeca,
mialgia, sensagdo de febre, tosse e rinorréia. Nessa ocasido, um analogo da
palytoxina com espectro de massa caracteristico de ovatoxina-a foi detectado em
extratos da populagéo local de O. ovata (Figura 1.2). Entretanto, ndo se pode
afirmar que ovatoxina-a foi a causa dos sintomas apresentados pelos banhistas
(Proenca et al., 2010). Em 2010, O. cf. ovata foi também encontrada nas praias de

Penha e Bombinhas, em Santa Catarina (Figura 1.2) (Tibirica et al., 2010).
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Figura 1.2. Locais onde a ocorréncia de Ostreopsis cf. ovata ja foi registrada na

costa do Brasil.

Figura 1.3. Floragao de Ostreopsis cf. ovata em Arraial do Cabo em 1998 e 2002. a
& b - biofilme de O. cf. ovata cobrindo comunidade de macroalgas. ¢ & d - Ourigos
perdendo espinhos. e - Ourico apresentando necrose. Fotos: C.E.L.Ferreira.



Figura 1.4. Floragao de Ostreopsis cf. ovata na praia do Forno, Arraial do Cabo, em

dezembro de 2006 — Biofilme marrom de O. cf. ovata cobrindo macroalga. Foto:
C.E.L.Ferreira.

Considerando o risco que as frequentes floragdes de O. cf. ovata podem
representar na costa leste Fluminense, esses eventos merecem atengdo com

relagao a sua toxicidade, assim como os fatores que os acarretam.

1.2- Area de Estudo

Nas diferentes etapas deste estudo foram usadas duas cepas de O. cf. ovata,
LCA-E7 e LCA-B7, isoladas da Praia da Tartaruga em Armacao dos Buzios, Rio de
Janeiro (Figura 1.5). Além disso, a populac&o natural de O. cf. ovata de diferentes
estacdes de amostragem em Arraial do Cabo foi também estudada (Figura 1.5).

O municipio de Armagao dos Buzios (22°44'49"S 41°52'55"W) possui area de
71,7 km?. O clima da regido é seco com temperatura atmosférica média anual de 25
°C. A precipitagdo média anual é de 800 mm e podem ocorrer até cinco meses de
seca (Dantas et al., 2009). Arraial do Cabo (22°57'58"S 42°01'40"W) possui area de
158,1 km? com 35 km de praias oceanicas. O clima é quente e umido com
temperatura atmosférica média de 25 °C no verao e entre 17 e 23 °C no inverno. A
média pluviométrica anual também é de 800 mm (Prefeitura Municipal de Arraial do
Cabo, 2011). O ambiente marinho em Arraial do Cabo sustenta rica fauna e flora
recifal com diversas espécies de peixes habitando diferentes zonas do costdo
rochoso que € coberto basicamente de uma diversa comunidade de algas epiliticas
(Guimaraens e Coutinho, 1996). Esponjas, ascidias, briozoarios, hidrozoarios sao
também importantes componentes do bentos marinho nesta regidao (Lages et al.,
2006).
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Figura 1.5. A) Mapa do Brasil. B) Mapa do estado do Rio de Janeiro. C) Costa do
estado do Rio de Janeiro. 1- Armagao dos Buzios (Praia da Tartaruga), 2- Arraial do
Cabo.

A produtividade marinha dos municipios de Armacao dos Buzios e Arraial do
Cabo ¢ influenciada pelo fenébmeno da ressurgéncia que consiste no afloramento
das massas de agua mais profundas, frias e ricas em nutrientes, o que favorece a
produtividade primaria e influencia a cadeia alimentar da regido (Silva et al., 2006).
Este fenbmeno ocorre em razdo do vento Nordeste soprar paralelo a costa o que
forca o deslocamento da corrente superficial para alto mar, carregando a agua
quente da corrente do Brasil e permitindo que a agua mais profunda do Atlantico Sul
aflore (Silva et al., 2006). Na costa leste do Rio de Janeiro a ressurgéncia ocorre
entre 0os municipios de Macaé ao norte e Marica ao sul e tem seu ponto central no
Focinho do Cabo, na ilha de Cabo Frio (Arraial do Cabo). Nessa regido, quando o
fenbmeno da ressurgéncia ndo estd acontecendo, a agua superficial geralmente
apresenta temperatura acima de 21° C, salinidade entre 35 e 36 e baixa
concentragdo de nutrientes. Ja em periodos de ressurgéncia a temperatura da agua
cai abaixo de 18 °C, podendo chegar a 13 °C e a concentragdo de nutrientes,

principalmente nitrato, se torna mais elevada (Valentin, 1984).



1.3- Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos estudar aspectos fisioldgicos e
ecolégicos de O. cf. ovata de maneira a melhor compreender os fatores
relacionados a formacao de floracbes dessa espécie, como a temperatura e a
estratégia de nutricdo. Pretendeu-se também investigar a producao de palytoxina e
analogos por cepas de O. cf. ovata isoladas localmente, a fim de avaliar o risco
potencial de tais floragbes para a saude publica. Tais objetivos foram explorados em
quatro capitulos:

O CAPITULO 2 trata do estudo da influéncia da temperatura sobre
parametros de crescimento de uma cepa de Ostreopsis cf. ovata usando culturas
em laboratdrio;

O CAPITULO 3 descreve a investigacdo acerca do modo de nutricio de
Ostreopsis cf. ovata a partir de experimentos com culturas e estudo da populagao
natural dessa espécie, avaliando sua habilidade em realizar mixotrofia, ou seja,
obtencao de energia pela combinagao de fotossintese e heterotrofia;

O CAPITULO 4 aborda a identificagdo e quantificacdo de toxinas (palytoxina
e ovatoxinas) produzidas por duas cepas de Ostreopsis cf. ovata (LCA-E7 e LCA-
B7), isoladas da Praia da Tartaruga, Armacao dos Buzios, Rio de Janeiro, usando
meétodo de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS).
Esse estudo foi feito em colaboragdo com o Dr. Steve Morris do CEFAS (Center for
Environment, Fisheries & Aquaculture Science);

No CAPITULO 5 uma discussdo geral é apresentada a fim de integrar os
pontos estudados e responder os objetivos levantados.

Apesar de um estudo prévio sobre a biologia molecular de uma das cepas
utilizadas nesse trabalho ter confirmado que esta se trata da espécie Ostreopsis
ovata (Mariangela Menezes, comunicacdo pessoal), devido a falta de dados
moleculares associados a espécie O. ovata da localidade de onde foi primeiramente
isolada (localidade tipo), Penna et al. (2010) recomendaram cautela ao citar a
espécie e, por esse motivo, o presente trabalho adotou a nomenclatura Ostreopsis
cf. ovata. Entretanto, a nomenclatura utilizada nos trabalhos citados nesse estudo

foi respeitada.


http://www.cefas.co.uk/about-us/structure/steve-millward.aspx
http://www.cefas.co.uk/about-us/structure/steve-millward.aspx

CAPITULO 2

Influéncia da temperatura sobre parametros de crescimento e fisiologia de
Ostreopsis cf. ovata

2.1- Introdugao

A temperatura € um dos importantes fatores que controlam as atividades
diarias e sazonais dos organismos vivos e pode ser limitante ao seu crescimento e
sobrevivéncia. Segundo Margalef (1968), a combinacao de temperatura e salinidade
rege os processos fundamentais da mecanica marinha, desde o aporte de
nutrientes, a mistura e dispersédo de populagdes, além de influenciar na viscosidade
da agua e outras propriedades importantes.

O crescimento dos microorganismos pode ser afetado diretamente pela
temperatura, que influencia processos enzimaticos da maioria das atividades
celulares, incluindo captacdo de nutrientes, sintese molecular, respiragao,
fotossintese, divisdo celular e mobilidade (Taylor 1987; Martinez et al. 1999). Por
outro lado, a influéncia da temperatura no crescimento destes organismos também
pode ser indireta quando, por exemplo, altera a solubilidade de gases importantes
no meio como o oxigénio e o gas carbdnico (Martinez et al. 1999).

Em microalgas geralmente se observa aumento da taxa de crescimento com
0 aumento da temperatura ambiente até um valor 6timo, depois do qual a taxa de
crescimento declina abruptamente (Darley, 1982). A temperatura 6tima de
crescimento para varias espécies de fitoplancton marinho e de agua doce varia
entre 18 °C e 25 °C (Darley, 1982). Cepas dos dinoflagelados Alexandrium
tamiyavanichii e A. minutum isoladas da Malasia quando cultivadas a 15, 20, e 25
°C e irradiancias de 10, 40, 60 e 100 pmol de fluxo de fotons m? s™', por exemplo,
apresentaram maiores taxas de crescimento associadas a valores mais elevados de
temperatura e irradiancia e ndo cresceram a 15 °C (Lim et al., 2006). Maiores taxas
de producgao de toxina nessas espécies foram obtidas em maiores temperaturas, e
os autores sugerem que esses resultados podem representar uma adaptagao
fisiolégica de espécies tropicais de Alexandrium. Xu et al. (2010) testaram o
crescimento de Prorocentrum donghaiense a 10, 15, 20, 24, 27 e 31 °C, e apesar de
ter ocorrido crescimento entre 10 e 27 °C, o crescimento 6timo dessa espécie

ocorreu a 27 °C. A influéncia da salinidade no crescimento de P. donghaiense
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também foi testada, mas notou-se que a temperatura foi o fator de maior influéncia
sobre a taxa de crescimento. Prorocenfrum minimum quando cultivada sob
diferentes temperaturas cresceu entre 13 e 31 °C e a faixa de crescimento 6timo
ocorreu entre 16 e 26,5 °C, com maior taxa de crescimento a 26,5 °C (Grzebyk e
Berland, 1996).

Dinoflagelados epi-bentbnicos isolados de regides tropicais e subtropicais
apresentam, em geral, taxa de crescimento acima de 0,1 divisbes por dia em
cultivos mantidos entre 22 e 31 °C. Entretanto, a faixa de temperatura 6tima de
crescimento para esse grupo, em cultivo, varia de 25 a 29 °C (Tindall e Morton,
1998). Em um estudo que testou o crescimento de dinoflagelados epi-benténicos
em diferentes temperaturas, Ostreopsis heptagona e O. siamensis apresentaram
maior crescimento a 25 °C, enquanto Prorocentrum lima, P. concavume P.
mexicanum tiveram crescimento o6timo entre 26 e 28 °C e Gambierdiscus
toxicus e Coolia monotis a 29 °C (Morton et al., 1992).

O género Ostreopsis ja foi registrado em ambientes com temperatura
variando entre 7 e 30 °C no Mar Mediterraneo (Monti et al., 2007; Mangialajo, et al.,
2008; Selina e Orlova, 2010). Na costa do Rio de Janeiro, as floragbes de O. ovata
que ocorreram em 1998, 2002, 2006 e 2007 em Armacgao dos Buzios e Arraial do
Cabo coincidiram com periodos nos quais a temperatura do ar foi superior a 23 °C.
Esses dados podem indicar a influéncia direta da temperatura sobre a formacao de
floragcbes de O. cf. ovata, como ja sugerido por Granéli et al. (2002), ou ainda que a
temperatura pode representar um conjunto de condigdes ambientais como presséo
atmosférica, irradiancia e hidrodinamica que favoreca o desenvolvimento desses
eventos.

Dados do IPCC (Intergovernmental Panel on Climate Change) apontam que
as emissdes continuadas de gases estufa na atmosfera poderdo levar a um
aumento de 1,8 a 4,0 °C da temperatura média mundial ao longo do século 21
(IPCC, 2007). Existem opinides controversas sobre a influéncia do aumento da
temperatura superficial da agua do mar em decorréncia do aquecimento global e o
crescimento de O. ovata. Lejeusne et al. (2009) relacionam as evidéncias de
aumento da temperatura da superficie do Mar Mediterraneo com a expansao de O.
ovata e suas floragdes na regido. Granéli et al. (2011) também sugerem que a
elevacado da temperatura da superficie do mar pode ser um fator importante para o

aumento da frequéncia de floragbes de O. ovata. Por outro lado, Rhodes (2010)
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argumenta que, aparentemente, o clima ndo € um fator determinante para a
formacao de floragdes de Ostreopsis, ja que estas sao registradas tanto em regides
de clima tropical quanto temperado. Torna-se importante, portanto, estudar o efeito
da temperatura sobre o crescimento de O. cf. ovata a fim de obter subsidios para
melhor compreender essa questdo. Além disso, investigagées sobre a tolerancia de
dinoflagelados a diferentes faixas de temperatura podem prover conhecimento
sobre os processos de adaptagdo desses organismos a seus ambientes (Kobiyama

et al., 2010) e informagéao estratégica para programas de monitoramento.

2.2- Objetivo
Estudar a influéncia da temperatura sobre paradmetros de crescimento e
producao de clorofila-a e feofitina por cepa de Ostreopsis cf. ovata isolada da Praia

das Tartarugas, Armacao dos Buzios, Rio de Janeiro.

2.3- Material e Métodos

A fim de avaliar a influéncia da temperatura sobre parametros de crescimento
e quota celular de pigmentos (clorofila-a e feopigmentos) de O. cf. ovata a cepa
LCA-E7 de O. cf. ovata do banco de culturas de microalgas do Laboratério de
Ciéncias Ambientais (LCA) da UENF foi cultivada em meio de cultura L-2/2
(Guillard, 1995), preparado em agua do mar (salinidade 35) filtrada em filtro de fibra
de vidro GF/F e autoclavada. O meio L2 diluido foi usado ja que as células
apresentaram formato aberrante quando cultivadas em meio L2 com concentragao
padrdo. As culturas estoque foram mantidas a temperatura de 24 °C, irradiancia de
60 pmol de fluxo de fétons m? s™ (radiacao fotossinteticamente ativa) e fotoperiodo
de 12 horas, sendo essa a condi¢cido padrao de cultivo.

Durante os experimentos foram realizados cultivos sob temperatura de 16, 20
e 26 °C. As condigdes de irradiancia e fotoperiodo foram mantidas como na
condicdo padrdao de cultivo. Antes de cada experimento, as células foram
aclimatadas a nova condicdo de temperatura pelo tempo correspondente a pelo
menos quatro geragdes (~ 20 dias no caso de O. cf. ovata, cepa LCA-E7).

Os cultivos foram realizados em tubos de vidro com 10 mL de meio L-2/2. Em
intervalos de tempo regulares (3 dias para os experimentos a 20 e 26 °C e 5 dias a
16 °C) e em horario fixo, trés tubos (réplicas) foram amostrados. Dos 10 mL

contidos nos tubos, 5 mL foram filtrados em filtro de fibra de vidro Millipore para
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posterior analise da clorofila-a e feofitina e o restante da amostra foi fixado com
lugol neutro para contagem do numero de células usando camara de Sedgewick-
rafter. A clorofila-a e feofitina foram extraidos das células contidas nos filtros
utilizando solugédo de acetona 90% e a absorbancia do extrato foi medida em
espectrofotdmetro (UV-160A, Shimadzu) a 750 e 665 nm. Para analise de feofitina
esse extrato foi acidificado e a absorbancia novamente lida a 750 e 665 nm
(Carmouze,1994). A concentracdo dos pigmentos foi determinada usando a
equacéo de Lorenzen (1967).

A taxa de crescimento das células em diferentes condigcdes de temperatura
foi determinada a partir da variagado dos valores de densidade de células (In1 — Ing)
no tempo, sendo representado pela inclinacdo da reta. Neste calculo foram
considerados apenas os dias correspondentes a fase de crescimento exponencial.
Os valores de rendimento maximo da cultura (a maior densidade de células obtida
durante o cultivo) e tempo de duplicagao (tempo de duplicagdo = In 2/taxa de
crescimento) também foram determinados.

O teste de Lilliefors foi usado para verificar a normalidade dos dados, usando
o programa SAEG, e os testes paramétricos ANOVA e Tukey-Kramer foram
realizados usando o programa GraphPad InStat a fim de testar as diferengas entre

os parametros de crescimento obtidos em cada temperatura de cultivo.

2.4- Resultados

A cepa LCA-E7 apresentou taxas de crescimento de 0,11, 0,19 e 0,22
divisdes por dia (div.d™) a 16 °C, 20 °C e 26 °C (Tabela 2.1). Houve diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,01) e o teste de Tukey-Kramer revelou que
as taxa de crescimento a 20 e a 26 °C foram significativamente maiores que a taxa
de crescimento a 16 °C (p<0,01). Entretanto, ndo foi encontrada diferenca
significativa entre as taxas de crescimento a 20 e 26 °C (p>0,05).

Os tempos de duplicagcao encontrados foram de 6,1, 3,6 e 3,2 dias para as
culturas de O. cf. ovata incubadas a 16, 20 e 26 °C, respectivamente. Houve
diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,01), sendo que os tempos de
duplicacédo a 20 e 26 °C foram menores que o tempo de duplicagdo a 16 °C
(p<0,001), e ndo houve diferencga significativa entre os valores encontrados a 20 e
26 °C (p>0,05).

O rendimento maximo também foi diretamente proporcional a temperatura
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testada: 929 células.mL™ a 16°C, 17.867 células.mL™ a 20 °C e 19.844 células.mL"
a 26 °C (Tabela 2.1). Houve diferenga significativa entre os tratamentos (p<0,01),
sendo que nao houve diferengca entre os rendimentos maximos a 20 e 26 °C

(p>0,05), e esses valores foram maiores que o rendimento maximo encontrado a 16
°C (p<0,001).

Tabela 2.1. Taxa de crescimento (y), rendimento maximo (RM), e tempo de
duplicagéo (em dias) da cepa LCA-E7 de Ostreopsis cf. ovata cultivada em meio
L2/2 a 16 °C, 20 °C e 26 °C. Valores seguidos pela mesma letra em cada coluna
nao foram significativamente diferentes pelo teste de Tukey-Kramer.

Temperatura ] RM Tempo de
(°C) (div.dia™) (células.mL™) duplicagdo
(dias)
16 0,114 929 A 6,14
20 0,198 17.867 B 36°
26 0,228 19.844 B 3268

Temperaturas maiores possibilitaram maior taxa de crescimento e rendimento
maximo e menor tempo de duplicagdo de O. cf. ovata. A 16 °C foi registrada baixa
taxa de crescimento e rendimento maximo, e apds aproximadamente duas semanas

a cultura entrou em fase de declinio (Tabela 2.1, Figura 2.1).
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Figura 2.1. Curvas de crescimento da cepa LCA-E7 de Ostreopsis cf. ovata mantida
a 16, 20 e 26 °C.
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A determinagdo da concentragdo de clorofila-a e feopigmentos, produto de
degradagao da clorofila-a, durante o experimento de crescimento em cultivo é
importante a fim de avaliar o estado fisiolégico das culturas.

As culturas mantidas a 16 °C, além de terem apresentado baixo crescimento,
apresentaram aspecto esbranquicado bem diferente das demais. A quota celular de
clorofila-a das células mantidas a 16 °C mostrou valores similares, e por vezes
superiores, aqueles das células mantidas a 20 e 26 °C, com tendéncia de aumento
ao longo dos 20 dias de cultivo (Figura 2.2a). Contudo, este é um artefato causado
pelo baixo numero de células dessa cultura, inferior ao numero de células
encontrado nas culturas mantidas a 20 e 26 °C. As concentragdes de clorofila-a por
volume de meio demonstraram as baixas concentragbes deste pigmento nas
culturas mantidas a 16 °C (Figura 2.2c, Tabela 2.2). As concentracdes de feofitina
por célula e por volume a 16 °C também foram baixas (Figura 2.2b & d, Tabela 2.2)
0 que mostra que a condi¢cado de estresse causada pela menor temperatura testada
nao provocou degradacado de clorofila-a, mas pode ter afetado a produgdo deste
pigmento.

A 20 °C a concentracdo de clorofila-a variou entre 35 e 134 pg.cel ' e entre
13 e 1593 pg.L™". Nas culturas mantidas a 26 °C a variagao foi entre 43 e 132 pg.cel
T e 69 e 1192 pgL” (Tabela 2.2). Em ambas as temperaturas as maiores
concentragbes de clorofila-a foram observadas no inicio da fase exponencial de
crescimento e decresceram no final do experimento (Figura 2.2a & c).

A concentracdo maxima de feofitina foi maior a 26 °C do que a 16 e 20 °C,
especialmente a feofitina por volume de meio (Tabela 2.2). A variacao de feofitina
por volume durante o tempo de cultivo mostra que a partir do décimo dia de cultivo a
26 °C a producéo de feofitina comegou a aumentar e atingiu o pico préximo ao fim
do experimento (Figura 2.2d), que coincide com a queda das concentragdes de
clorofila-a (Figura 2.2c). Este padrao pode indicar que apesar da maior temperatura
testada ter levado a maior taxa de crescimento e rendimento maximo, também
propiciou maior degradacgao da clorofila-a.

Foram encontrados elevados valores de desvio padrao referentes as
concentragbes médias de clorofila-a e feopigmentos. E possivel que isto seja
causado pelo fato das culturas de O. cf. ovata formarem agregados de células, que
por mais que se tenha cuidado em desfazé-los previamente a coleta das amostras

dificultam a amostragem de células dessa espécie.
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Tabela 2.2. Valores minimos e maximos das concentragdes de clorofila-a e feofitina
por célula (pg.cel") e por volume (ug.L™") obtidos nos experimentos de crescimento

de Ostreopsis cf. ovata (cepa LCA-E7) a 16, 20 e 26 °C.

Temperatura (°C) Clorofila-a Feopigmentos Clorofila-a Feopigmentos
min — max min — max min — max min — max
(pg.cel)  (pg.cel”) (ug.L™) (ug.L™)
16 0-132 0-04 0-113 0-28
20 35-134 1,6 —40 13 — 1593 11 -52
26 43 - 132 6,5 — 56 69 — 1192 38 — 354
azo clreties b 250 Feopigmentos
200 —— 16 0C
;g 190 200 - 200C
1:: < 150 <+cAes 26 0C
C 2000 Clorofila-a d

ug.L?

Figura 2.2. Variagao da concentracao de clorofila-a e feofitina ao longo do tempo de
cultivo de Ostreopsis cf. ovata (cepa LCA-E7) a 16, 20 e 26 °C, a - Quota celular de

clorofila-a. b - Quota celular de feopigmentos. ¢ - Concentragao de clorofila-a por
volume. d - Concentracao de feofitina por volume.
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2.5- Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam a hipotese de que
maiores temperaturas estimulam o crescimento de O. cf. ovata ja que, apesar das
células terem se mantido nas trés temperaturas testadas, seu crescimento foi maior
em temperaturas mais elevadas (20 e 26 °C). A 16 °C a taxa de crescimento foi
aproximadamente metade das taxas de crescimento a 20 e 26 °C. Do mesmo modo,
os rendimentos maximos observados a 20 e 26 °C foram aproximadamente 20
vezes maiores que o obtido a 16 °C (Tabela 2.1). As baixas concentragdes de
clorofila-a por volume de cultura durante o tempo de cultivo e o aspecto
esbranquicado das células confirmam seu estado fisiolégico comprometido a 16 °C.

Zingone et al. (2010) testaram o crescimento de trés cepas de O. ovata
isoladas de trés pontos distintos da costa italiana (Trieste, Nancona e Napoli) sob
diferentes temperaturas (14, 18, 22, 26, 30 e 34 °C) e dois valores de irradiancia (50
e 200 pmol de fluxo de fétons m? s™). Esses autores verificaram que O. ovata
cresceu na faixa de temperatura de 18 a 30 °C. A 14 °C as células se mantiveram,
mas nao houve crescimento e a 34 °C as células morreram. A maior taxa de
crescimento encontrada foi de 1.2 div.dia™ e ocorreu a 26 °C sob 200 pmol de fluxo
de fotons m?s™ (Tabela 2.3).

Granéli et al. (2011), ao cultivarem cepa de O. ovata isolada de Genova,
Italia, em meio F/10 sob 140 pmol de fluxo de fotons cm?s™ a 16, 20, 24, 26, 28 e
30 °C, verificaram que a cepa ndo cresceu a 16 °C e que maiores temperaturas
possibilitaram maiores taxas de crescimento. As taxas de crescimento encontradas
foram de 0,74, 0,59 e 0,53 div.dia” a 30, 29 e 26 °C, respectivamente (Tabela 2.3).
Segundo esses autores, a maior densidade de células (5.670 células.mL™) foi obtida
a 26 °C, seguida dos rendimentos maximos alcangados a 28 e 30 °C de 5.410 e
5.130 células.mL™, respectivamente. S6 houve diferenca significativa entre o
rendimento maximo obtido a 30 °C e aqueles a 16, 20, 24 e 28 °C e entre 28 °C e 16
e 20 °C (Granéli et al., 2011).

Rhodes et al. (2000) testou o crescimento de cepa de O. siamensis isolada
de Northland na Nova Zelandia e cultivada em meio GP (20%) sob 100 umol de
fluxo de fotons m? s a 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C. A espécie O. siamensis
apresentou crescimento 6timo (0,3 div.dia™) a 25 °C, mas nessa temperatura as

células morreram apds quatro dias de cultivo (Tabela 2.3). O crescimento foi mais
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lento a 20 °C, mas a cultura se manteve por mais tempo. A 10 e 30 °C as células
morreram e a 15 °C a cultura sobreviveu, mas nao houve crescimento.

Ballantine et al. (1992), ao testar o crescimento de uma cepa de Ostreopsis
lenticularis isolada da costa de Porto Rico e crescida sob diferentes temperaturas
(20, 22, 24, 26, 29, 31 e 33 °C) e irradiancias (10-150 pymol de fluxo de fétons m2s’
'), encontrou crescimento 6timo (1,50 div.dia™) a 29 °C e irradiancia de 60 umol de
fluxo de fotons m2s™. A 20 °C as culturas ndo cresceram e s6 se mantiveram por
duas semanas. Na temperatura maxima testada (33 °C) as culturas tiveram um
rapido crescimento inicial, mas morreram em seguida, sem uma fase estacionaria
bem estabelecida. O rendimento maximo também foi encontrado a 29 °C e foi de
2711 células.mL™" (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Intervalo de temperatura (T) testado por varios autores para o
crescimento de cepas de Ostreopsis de diferentes areas geograficas e as
respectivas taxas de crescimento (p) 6timo, rendimento maximo (RM) e
temperaturas correspondentes.

O. lenticularis

Condicdes de Intervalo M otimo
Espécie Local cultivo (i(r;radiéncia deT(°C) (div.dia’)- RM (cél mL")- Referéncia
; testado (T,°C) (T,°C)
e fotoperiodo)
Italia 200 pmol de fluxo
(Trieste, . 21 ) ) ) Zingone et
O. ovata Nancona e de foton_s ms e 14-34 1.2-(26) al. (2010)
; 15:9 h
Napoli)
ltalia 140 pymol de fluxo Granéli et
O. ovata . de fotons cm-? s™ 16 - 30 0,7 - (30) 5.670- (26) al. (2011)
(Génova) e 16:8h
Northland 100 umol de fluxo
O. siamensis (Nova de fotons cm-2 5™ 5-35 0,3 - (25) - Fgrczgg(s);)t
Zelandia) e 14:10h '

Caribe 60 umol de fluxo

Rico) 16:8h et al. (1992)
Brasil

O.cf ovata ~ (AMMaga0 B0 umolde fluo 46 o5 02.(26)  19.844-(26)  Fresente
Buzios- 12 h
RY)

17

(Porto de fotonsm?s'e  22-33 1,5 - (29) 2.711- (29) Ballantine



Como mostrado na tabela 2.3, a temperatura associada a maior taxa de
crescimento encontrada no presente estudo (26 °C) esta de acordo com a
temperatura 6tima de crescimento descrita na literatura para Ostreopsis em cultivo,
que é entre 25 e 30 °C.

Os resultados obtidos em cultivo corroboram com o que tem sido encontrado
em Armacéao dos Buzios e Arraial do Cabo, ja que os eventos de floragées de O.
ovata registrados na regiao ocorreram quando a temperatura do ar foi superior a 23
°C (a temperatura da agua nao foi medida) (Granéli et al., 2002; Nascimento et al.
2010). Sansoni et al. (2003) relataram floragées mais intensas de O. ovata na costa
da ltalia (Mar Mediterraneo) quando a temperatura média da agua atingiu maximo
de 25°C, em 1998. Em 2006, floragbes mais intensas de O. ovata foram
encontradas na ltalia quando a temperatura da superficie do mar estava entre 26 e
30 °C (Mangialajo et al., 2008). Em Civitavecchia, regido do Lacio em Roma, a
ocorréncia de O. cf. ovata coincidiu com o aumento da temperatura da agua do mar
e abundancias mais elevadas dessa espécie foram encontradas quando a
temperatura foi entre 28 e 29 °C (Tognetto et al., 1995). Além disso, floragdes de O.
cf. siamensis ocorreram na costa do Marrocos, Africa, em 2004, 2008 e 2009,
quando a temperatura da superficie do mar variou entre 20 e 24 °C (Silva et al.,
2010). Shears e Ross (2009) estudaram floracdo de O. siamensis na Nova Zelandia
em 2004 e constataram que esta ocorreu em periodo de baixa hidrodindmica e
temperatura da agua mais elevada que a temperatura média ao longo do ano (20
°C).

Contudo, nem sempre as floragcbes de O. ovata coincidem com elevados
valores de temperatura. Em Cannero Riviera, no norte do mar Adriatico, foi
verificado que a densidade de O. ovata aumentou quando a temperatura da agua
estava em decréscimo (de 21,8 para 16,8 °C) (Totti et al., 2010). Selina e Orlova
(2010) registraram O. cf. ovata e O. cf. siamensis no Mar do Jap&o quando a
temperatura da agua variou de 7 a 25 °C, e maior abundancia de Ostreopsis spp.
(10.970 células por peso seco de macroalga) foi encontrada a temperatura de 9 °C.
Vila et al. (2001) n&o observaram correlagdo clara entre a abundancia relativa de
dinoflagelados epi-bentdnicos e a temperatura ao longo da costa da Espanha.

Considerando que os trabalhos que ndo registraram correlagéo positiva entre
densidades de Ostreopsis e a temperatura (Selina e Orlova, 2010; Totti et al., 2010;

Vila et al., 2001) foram feitos no ambiente, ndo se pode dizer que estes confrontam
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a hipotese de que O. ovata cresce melhor em temperaturas mais elevadas, ja que
no ambiente outros fatores estdo envolvidos e podem ser mais importantes na
formacao de floragbes dessa espécie. Como exemplo, Totti et al., (2010) verificaram
que apesar das floracdes de O. ovata terem ocorrido em temperaturas mais baixas,
o hidrodinamismo nestas ocasides estava favoravel ao seu crescimento. Vila et al.,
(2001) também apontaram o hidrodinamismo e a disponibilidade de substrato como
fatores determinantes para a abundancia de espécies de dinoflagelados epi-
benténicos na costa da Espanha, no Mar Mediterraneo.

Pode-se considerar que a temperatura € um fator importante para a formacao
de floragdes de O. cf. ovata e é aconselhavel que a densidade dessa espécie seja
monitorada durante meses de temperatura mais elevada. Por outro lado, a
temperatura ndo deve ser avaliada isoladamente, e outras variaveis como
disponibilidade de substrato, salinidade, luminosidade e hidrodinamismo e suas
relagbes com a temperatura devem ser consideradas para o estabelecimento de

critérios em possiveis programas de monitoramento de floragées de O. cf. ovata.
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CAPITULO 3

Investigagao de mixotrofia em dinoflagelados epi-benténicos com
énfase em Ostreopsis cf. ovata

3.1- Introdugao

Ao longo de sua trajetéria evolutiva, os organismos fitoplancténicos
desenvolveram diferentes estratégias para adquirir os elementos necessarios ao
seu crescimento (Jones, 1994). As células autotroficas utilizam nutrientes
inorganicos e luz para produzir energia a partir do processo de fotossintese. Em
contraste, os organismos heterotréficos utilizam matéria organica para suprir sua
necessidade energética. Por outro lado, existem organismos que s&do capazes de
combinar os processos de fotossintese e heterotrofia para obter energia e estes séo
chamados mixotréficos (Jones, 1994).

O termo mixotrofia significa “nutricdo mista” (Jones, 1994) e dois tipos de
heterotrofia podem ser considerados em sua definicdo: o processo de fagotrofia,
que é a ingestao de particulas organica com formagao de vacuolos digestivos; e a
osmotrofia, que é a absorcdo de matéria organica dissolvida (MOD) (Carvalho,
2007).

Jones (2000) revisou classificacdo feita por Jones (1997) que dividiu os
organismos mixotréficos em quatro grupos considerando a fagotrofia como
estratégia heterotrofica:

Grupo A - inclui os organismos que sao predominantemente heterotroficos,
mas sao capazes de se manter por fotossintese quando a concentracao de presas é
limitante;

Grupo B - inclui os organismos predominantemente fotossintetizantes que se
beneficiam da fagotrofia para obtengdo de carbono suplementar em condigbes de
limitac&o por luz;

Grupo C- mixotréficos predominantemente fotossintetizantes que realizam
fagotrofia a fim de suprir uma necessidade nutricional devido a baixa disponibilidade
de nutrientes inorganicos dissolvidos especificos;

Grupo D- mixotroficos que ingerem presas para se manterem apenas quando
apresentam baixa taxa de crescimento durante prolongado periodo de limitagcao de

luz ou escuridao.
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Existe, portanto, um gradiente de mixotrofia que varia entre os organismos
que soO obtém energia por heterotrofia aos estritamente autotréficos. O dinoflagelado
autotrofico Gyrodinium galatheanum, por exemplo, pode realizar fagotrofia para
aumentar a eficiéncia fotossintética, especialmente em condi¢cdes de escassez de
nutrientes e baixa luminosidade (Li et al., 1999). O dinoflagelado Fragilidium
subglobosum é um tipo de mixotrofico facultativo, ja que é capaz de crescer em
condicbes estritamente heterotroficas ou autotréficas, mas tem seu crescimento
aumentado em condigdes mixotréficas (Skovgaard, 1996). Ja o dinoflagelado
Gymnodinium gracilentum é tipicamente fagotréfico, mas retém cloroplastos de
algas ingeridas a fim de obter uma fonte de carbono alternativa em situagdes de
baixa densidade de presas (Skovgaard, 1998).

A mixotrofia pode ter diferentes finalidades. Dependendo da espécie e das
condicbes as quais esta esta submetida, a heterotrofia pode ser realizada a fim de
obter suplemento de carbono organico, suprir necessidades nutricionais devido a
baixa luminosidade, deple¢do de nutrientes inorganicos ou elementos trago
necessarios ao crescimento (Stoecker et al., 1997; Li et al., 1999). Diferentes fatores
podem influenciar a ocorréncia de mixotrofia, tais como intensidade luminosa,
concentracdo de nutrientes inorganicos, densidade de presas, temperatura, pH e
matéria organica dissolvida. Além disso, a resposta de organismos mixotréficos a
esses fatores pode variar de espécie para espécie (Carvalho, 2007). Ja foi descrito,
por exemplo, que elevada intensidade luminosa inibe a fagotrofia em Fragilidium
subglobosum (Skovgaard, 1996) enquanto estimula a fagotrofia em Prorocentrum
minimum (Stoecker et al., 1997).

A mixotrofia tem sido apontada para explicar floragbes de algumas espécies
de dinoflagelados (Jacobson e Anderson, 1996) e acredita-se que pode ocorrer em
organismos da maioria das ordens de dinoflagelados incluindo: Prorocentrales,
Dinophysiales, = Gymnodiniales, Noctilucales, Gonyaulacales, Peridiniales,
Blastodiniales, Phytodiniales e Dinamoebales (Stoecker, 1999). Dentre as mais de
1.000 espécies de dinoflagelados existentes (Steidinger e Baden, 1984), 40 sao
consideradas mixotroficas e espécies que foram inicialmente classificadas como
estritamente autotréficas tém sido reclassificadas como mixotréficas (Jacobson e
Anderson, 1996; Li et al., 1996; Jeong et al., 2004; 2005).

No processo de fagotrofia em dinoflagelados as presas ingeridas podem ser

outros dinoflagelados, membros de outras classes de algas, ciliados, nematddeos e
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larvas de poliquetas (Graham e Wilcox, 2000). Dependendo do tamanho da presa e
da estrutura do dinoflagelado fagotrofico, as estratégias de captura podem variar.
Espécies atecadas geralmente engolfam as presas inteiras e as digerem em um
vacuolo digestivo. Nas espécies fagotroficas tecadas as presas podem ser ingeridas
inteiras através de uma abertura ventroposterior, como ocorre em espécies de
Ceratium (Bockstahler e Coats, 1993), ou ter parte do seu conteudo celular sugado
através de um tubo peduncular que se projeta da regido ventral da célula na area do
cingulo (Graham e Wilcox, 2000). Esse pedunculo pode servir também para a
sustentagcdo a substratos (Graham e Wilcox, 2000). O género Dinophysis e a
espécie Peridiniopsis berolinensis (Jacobson e Andersen, 1994; Graham e Wilcox,
2000) sdo exemplos de dinoflagelados que utilizam pedunculo para a captura de
presas. Essa ultima espécie inicialmente estende um filamento citoplasmatico para
estabelecer contato com a presa e posteriormente ingere a presa inteira ou parte do
seu conteudo (Graham e Wilcox, 2000). F. subglobosum é um exemplo de
dinoflagelado tecado com habilidade peculiar em ingerir presas inteiras. Essa
espécie expande o espaco entre suas placas tecais permitindo a entrada da presa,
0 que é possivel, acredita-se, por esse organismo possuir maior numero de placas
tecais de tamanho menor (Graham e Wilcox, 2000).

Considerando a osmotrofia, existem diferentes estratégias para internalizacao
da matéria organica dissolvida (MOD) e o uso destas depende do tamanho da
molécula a ser absorvida (Lindehoff, 2009). A matéria organica considerada
dissolvida consiste de compostos organicos menores que 0,2 um (Lindehoff, 2009).
Estes s&o divididos em matéria organica de alto peso molecular (1KDa), como por
exemplo acidos umicos e fulvicos, peptideos e matéria orgénica polimérica; e de
baixo peso molecular (< 1KDa) como uréia, aminoacidos dissolvidos, aminas,
amidas, purinas, acidos nucléicos, polipeptidios e polissacarideos (Glibert e
Lengrand, 2006; Lindehoff, 2009).

Em teoria, a matéria organica de baixo peso molecular pode passar
passivamente pela membrana celular durante o processo de osmose. Entretanto,
isso sO6 ocorre quando a MOD se encontra em elevadas concentracbes fora da
célula, o que nao é frequente no ambiente (Lindehoff, 2009). Outro inconveniente
para o processo de absorgéo direta de MOD é que no ambiente grande parte dos
compostos organicos dissolvidos sado de alto peso molecular e devido ao seu

tamanho precisam ser transportados ativamente para o interior da célula (Glibert e
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Lengrand, 2006). O processo de pinocitose € uma estratégia usada para
internalizacdo de MOD em organismos osmotroficos. Este processo consiste na
formacdo de uma vesicula em torno da molécula a ser internalizada (Lindehoff,
2009). A pinocitose esta no limiar entre a osmotrofia e a fagotrofia, que resulta na
formacao de vacuolos digestivos, e espécies como Alexandrium spp. podem usar a
mesma via para capturar MOD ou presas (Glibert e Lengrand, 2006).

Algumas espécies de microalgas tém a habilidade de quebrar moléculas
organicas na superficie da célula usando enzimas que podem oxidar ou hidrolisar
moléculas orgéanicas (Glibert e Lengrand, 2006). Em células de Prorocentrum
minimum, por exemplo, a enzima leucina amino peptidase € um exemplo de
protease que hidrolisa peptideos e libera aminoacidos. J&4 a enzima fosfatase
alcalina é responsavel pela hidrolise de fontes organicas de fosforo, como
fosfolipidios, e sua atividade aumenta em situacdo de limitagcdo por fosforo
(Dyhrman, 2005). Existem também enzimas com atividade intracelular que podem
ter a funcdo de hidrolisar a MOD dentro da célula (Glibert e Lengrand, 2006). Como
exemplo, a enzima uréase, que é constitutiva de muitas espécies de microalgas e
tem sua atividade aumentada em espécies de algas nocivas capazes de
metabolizar uréia (Fan et al., 2003).

A mixotrofia pode propiciar maiores taxas de crescimento (Glibert e
Lengrand, 2006; Burkholder et al., 2008). Em algas nocivas, a mixotrofia associada
ao efeito alelopatico das toxinas sobre seus predadores e competidores pode
contribuir para formagdo e manutencdo de floragdes (Burkholder et al., 2008).
Sheng et al. (2009) comprovaram que a karlotoxina, toxina produzida pelo
dinoflagelado Karlodinium veneficum, possui efeito imobilizador sobre as presas
desse organismo mixotrofico. Outros autores ja sugeriram a liberagao de toxinas por
microalgas nocivas mixotréficas como estratégia para imobilizacdo de presas
(Skovgaard e Hansen, 2003; Tillman, 2003). Estep e Maclntyre (1989) sugeriram
que espécies do género Chrysochromulina realizam um processo que eles
denominaram dasmotrofia, que consiste em usar toxinas extracelulares para
perfurar a membrana celular de presas, induzindo a liberacdo de compostos
organicos que ficam entao disponiveis para incorporacgao.

A capacidade mixotréfica de espécies de Ostreopsis ja foi especulada e
sugerida anteriormente. Faust et al. (1996) e Faust (1998) ao analisarem células de

Ostreopsis provenientes da populacao natural de Belize por microscopia eletrénica
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de transmiss&o (MET) e microscopia Otica, respectivamente, observaram células
contendo diatomaceas céntricas, ciliados e pequenas microalgas e sugeriram que a
habilidade mixotréfica pode ser comum no género. Faust e Morton (1995) e Faust
(1998) ainda observaram células de Ostreopsis contendo estrutura esférica de cor
avermelhada e sugeriram que tais estruturas sejam presas ingeridas, possivelmente
um ciliado. Estes autores especularam que em células de Ostreopsis as presas sao
internalizadas através de um poro ventral, observado através de MET. Tal poro
possui tamanho variavel e é possivel que tenha capacidade de contragcdo e
extensao, sendo semelhante a um pedunculo que seria usado para captura de
presas e liberagdo da mucilagem produzida por células do dinoflagelado (Faust e
Morton, 1995; Faust et al., 1996; Faust, 1998). Barone (2007) observou, por
microscopia o6tica, uma estrutura alongada na parte ventral de células de Ostreopsis
que poderia ser um pedunculo usado no processo de fagotrofia, e ainda levantou a
questdo de que a produgdo de mucilagem e toxinas por O. ovata pode estar
envolvida na imobilizacdo de predadores e/ou presas.

A espécie O. cf. ovata € dominante na comunidade de dinoflagelados epi-
bentbnicos na costa leste do Rio de Janeiro e forma densas floragbes com
frequéncia na regido (Nascimento et al. 2010). Estudos sobre as taxas de
crescimento de cepas de dinoflagelados epi-bentbnicos isoladas de Armagédo dos
Buzios em condi¢des controladas de laboratério mostraram que duas cepas de O.
ovata apresentaram taxas de crescimento menores que as de cepas de
Prorocentrum lima, Coolia malayensis e Amphidinium sp. (Corréa et al., 2007).
Dessa forma, esse capitulo visou avaliar a habilidade de O. ovata em realizar
mixotrofia, considerando que esta estratégia pode contribuir para o desenvolvimento

de floragdes da espécie.

3.2- Objetivo

Avaliar o potencial mixotrofico de Ostreopsis cf. ovata a partir de
experimentos em laboratorio e usando populagdes naturais de dinoflagelados epi-
bentdnicos de Armacgao dos Buzios e Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, considerando
que esta habilidade pode ser uma vantagem ecoldgica para o desenvolvimento de

floragcbes da espécie.
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3.3- Material e Métodos

A fim de investigar a capacidade de Ostreopsis cf. ovata de realizar nutrigdo
mixotrofica, foram inicialmente oferecidas presas potenciais a culturas da cepa LCA-
E7 mantidas sob condi¢do padrdo de cultivo (ensaios 1 e 2). Posteriormente, os
ensaios de mixotrofia compreenderam testes com a populacdo natural de O. cf.

ovata coletada em Arraial do Cabo e Armacao dos Buzios, RJ (ensaios 3 e 4).

3.3.1) 1° Ensaio de mixotrofia: teste com culturas de Ostreopsis cf. ovata e
possiveis presas detentoras de auto-fluorescéncia alaranjada

Foram realizados experimentos usando cepas cultivadas em laboratério de
forma a oferecer presas potenciais ao dinoflagelado O. cf. ovata (cepa LCA-E7)
segundo metodologia descrita por Li et al. (1996). Para tanto, uma aliquota de 2mL
de uma cultura de Rhodomonas sp. (Cryptophyta) foi adicionada a 100 mL de uma
cultura de O. cf. ovata, mantida na condicdo padrdo de cultivo para avaliar o
potencial de ingestao de células de Rhodomonas sp. por O. cf. ovata. Apos 2 horas
de incubacgao, as células de O. cf. ovata foram observadas em microscoépio de epi-
fluorescéncia (Axio Plan Zeiss, Germany) para verificar a presenca de inclusdes
alaranjadas, ja que criptéfitas como Rhodomonas sp. possuem ficoeritrina, pigmento
que possui autofluorescéncia amarelo-laranja quando excitado por luz azul ou
ultravioleta. A cepa de Rhodomonas sp. foi cedida pelo Dr. Sérgio Lourenco da
Universidade Federal Fluminense.

Além dos experimentos usando o microscopio de epi-fluorescéncia, o
citbmetro de fluxo foi usado com o intuito de monitorar a intensidade de
fluorescéncia da clorofila-a e da ficoeritrina de uma mistura de culturas de O. cf.
ovata (cepa LCA-E7) e Rhodomonas sp., e identificar a ocorréncia de um padrao
que pudesse indicar predagao de células de Rhodomonas sp. por O. cf. ovata. Para
tanto, foram estabelecidas misturas de culturas de O. cf. ovata e Rhodomonas sp.
nas propor¢des (v/v) 1:1, 2:1, 10:1 e 1000:1, e tais misturas foram analisadas no

citbmetro de fluxo no tempo zero e apés 30, 60 e 90 minutos.

3.3.2) 2° Ensaio de Mixotrofia: uso do fluorocromo especifico para material
genético, DAPI
O resultado dos experimentos de observacao da fluorescéncia natural da

ficoeritrina nao foi satisfatério, pois a fluorescéncia da ficoeritrina se confundiu com
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a clorofila-a que apresenta fluorescéncia na faixa do vermelho. Por esse motivo, se
fez necessaria a marcagao prévia de possiveis presas com marcador de
fluorescéncia distinta da clorofila-a. Para tanto, células de Rhodomonas sp. foram
marcadas com o fluorocromo DAPI (4’, 6-Diamidino-2-phenylindole) que possui
fluorescéncia azul.

Uma aliquota de 4mL de uma cultura de Rhodomonas sp. contendo 397.000
céls.mL™ foi marcada com 16 pL de DAPI 1 mg.mL . Apés uma hora, 1 mL da
cultura marcada foi adicionado a 9 mL de uma cultura de O. cf. ovata (cepa LCA-E7)
contendo 8.167 céls.mL™" (proporcéo 5:1). O controle consistiu da adigdo de 1mL do
filtrado de uma cultura de Rhodomonas sp. a 9 mL de cultura de O. cf. ovata. Foram
testados tempos de incubacgao de 1, 2, 3 e 4 horas. Apds a incubacgao, 2 mL da
mistura foram fixados com paraformaldeido 4% e as células de O. cf. ovata foram
observadas em microscopio de epi-fluorescéncia (Axio Plan Zeiss, Germany) com

luz UV (100—400 nm) para observagao de presas marcadas no seu interior.

3.3.3) 3° Ensaio de Mixotrofia: teste com populagdo natural de Ostreopsis cf.
ovata e marcagédo dos nucleos de possiveis presas com DAPI

Com o intuito de avaliar a presenca de presas em células da populagao
natural de Ostreopsis cf. ovata de Armacgdo dos Buzios e Arraial do Cabo, o
fluorocromo DAPI foi utilizado a fim de marcar os nucleos de O. cf. ovata e de
possiveis presas encontradas em seu interior. Antes da marcacao das ceélulas com
DAPI foi adotado procedimento para remocado de pigmentos das células e,
consequentemente, da fluorescéncia da clorofila-a e pigmentos acessérios, evitando
sua interferéncia na observacgao nitida dos nucleos. Este procedimento foi testado,
anteriormente ao teste com amostras naturais, em laboratério usando a cepa LCA-
B7 de O. cf. ovata e mostrou ser eficiente nesse propdsito.

Para obtencdo das células de O. cf. ovata, um total de 17 amostras de
macroalgas foram coletadas, tendo sido 8 amostras de Sargassum vulgare
provenientes da Praia da Tartaruga, Armacado dos Buzios e 4 amostras de
Sargassum vulgare, 1 de Spyridia sp. e 4 de Amphiroa sp. coletadas na Pedra
Vermelha, llha de Cabo Frio, Arraial do Cabo. Cada macroalga foi colocada em
saco plastico ao qual foi adicionado em torno de 50 mL de agua do mar filtrada, e as
amostras foram agitadas durante 2 minutos para dissociacdo dos organismos

epifitos.
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A suspensédo de epifitos foi filtrada em uma malha de 125 ym para retirar
particulas maiores e o volume final foi medido. Do volume total (50 mL) 20 mL foram
retirados e divididos em dois tubos falcon contendo 10 mL cada para tratamento das

células e avaliacdo da presenca de presas em seu interior.

Remocgéo dos pigmentos das células de Ostreopsis cf. ovata

Aos tubos falcon contendo 10 mL da suspensdo de epifitos foram
adicionados 1,5 mL de solugdo de tampédo fosfato (fosfato de sédio 100 mM
suplementado com NaCl 1 mM) e as células foram fixadas com 3 mL de
paraformaldeido 10% diluido em agua destilada estéril. As amostras foram
homogeneizadas e armazenadas em refrigerador por 30 minutos e em seguida
centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e
aos pellets foram adicionados 5 mL de tampao fosfato diluido (10X) em agua
destilada estéril para lavagem das células. As amostras foram armazenadas
novamente no refrigerador por 30 min.

Apos centrifugacdo, os sobrenadantes foram removidos e 5 mL de etanol
70% foram adicionados a cada tubo. A mistura foi homogeneizada em vortex e
armazenada novamente no refrigerador por 30 minutos. Apos centrifugagao (2000
rom por 3 minutos), os pellets foram ressuspensos novamente em 5 mL de etanol
70% e armazenados no refrigerador por 30 minutos. Finalmente, as amostras foram
centrifugadas (2000 rpm por 3 minutos) e as células ressuspensas em 1 ml de
etanol 70%, transferidas para eppendorffs estéreis e mantidas a - 20 °C até a
andlise. Tanto os procedimentos de fixagdo quanto despigmentacdo das células
foram feitos no Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM) em

colaboracdo com o Dr. Wanderson Fernandes Carvalho.

Marcacgéo das células de Ostreopsis cf. ovata com DAPI

Para marcacdo das células da populagdo natural de O. cf. ovata, a
suspensao de células fixadas e armazenadas em etanol 70% foi centrifugada por 1
min a 1300 rpm. O sobrenadante foi removido e as células ressuspensas em 100 uL
de tampao fosfato diluido (10x).

Antes da observagdo das células, 2 yL de solugdo de DAPI (50 pg/mL) foram
adicionados a solucéo de células e o eppendorff foi mantido no escuro durante 15

minutos. Logo apdés a marcacgao, foram preparadas laminas para observagcdo em
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microscopia o6tica e de epi-fluorescéncia com luz UV (Axio Plan Zeiss, Germany).
Todo volume contido nos eppendorffs foi observado quanto a presenca de células
de O. cf. ovata contendo presas ou outras caracteristicas que indicassem presenca
de vacuolos digestivos. Foram anotadas as caracteristicas das 15 primeiras células
de O. cf. ovata observadas em cada uma das 17 amostras, totalizando 255 células

observadas.

3.3.4) 4° Ensaio de Mixotrofia: investigagdo da presenga de vacuolos
digestivos em células da populagdo natural de Ostreopsis cf. ovata utilizando
LysoSensor™ Yellow/Blue DND-160 (PDMPO)

Tendo em vista que o teste utilizando DAPI sé é eficaz nos casos em que o
nucleo da presa permanece intacto apds esta ser ingerida por células de O. cf.
ovata, o marcador de compartimentos acidos LysoSensor™ Yellow/Blue DND-160
(PDMPO) (LysoSensor) foi testado na tentativa de identificar a presenca de
vacuolos digestivos em células da populagao de O. cf. ovata de Arraial do Cabo.

Marcadores do tipo LysoSensor sdo bases fracas que podem ser
seletivamente concentradas em organelas acidas como resultado de protonacéo.
Tal protonagao resulta em fluorescéncia da molécula e, devido a esta estar
positivamente carregada, ndo atravessa membranas facilmente, ficando retida em
organelas acidas. O LysoSensor™ Yellow/Blue, especificamente, possui faixa de
pH mais ampla de atuagcdo. Em organelas mais acidas emite fluorescéncia
predominantemente amarela quando excitado por luz azul (488nm), enquanto em
organelas menos acidas e quando excitado por luz UV (360 nm) emite
fluorescéncia azul (Molecular Probes, 2007).

A fim de obter individuos da populagdo natural de O. cf. ovata foram
realizadas coletas de amostras de macroalgas da regido de Arraial do Cabo nos
meses de agosto e dezembro de 2010, visando comparar amostras em que a
espécie € dominante, como ocorre frequentemente nos meses de verédo (dezembro
de 2010), com aquelas nas quais a densidade de O. cf. ovata costuma ser mais
baixa, padrao tipico de meses de inverno, representado pelas amostras coletadas
em agosto de 2010.

Em agosto de 2010 foram coletadas 4 amostras de macroalgas na Prainha, 2
na Pedra Vermelha (llha de Cabo Frio) e 4 no Banco de Sargassum (llha de Cabo

Frio). Amostra do plancton com rede de 20 ym de abertura de malha para teste
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prévio do sensor também foi coletada. Em dezembro de 2010 foram coletadas 3
amostras de macroalgas na Prainha, 3 amostras no Banco de Sargassum e 2 na
Praia dos Anjos. As espécies de macroalgas correspondentes de cada amostra
estdo descritas na tabela 3.1.

As macroalgas foram coletadas juntamente com a por¢do de agua em seu
entorno, colocadas em sacos plasticos e agitadas por 2 minutos para dissociacao
dos organismos epifitos. Em seguida, o volume total da suspensao de epifitos foi
medido e 50 mL foram fixados com lugol neutro para contagem de células. O
volume restante foi filtrado inicialmente em uma malha de 125 ym para retirada de
particulas maiores e posteriormente em malha de 20 ym para concentracdo das
células de interesse. Os epifitos foram entdo ressuspensos em aproximadamente
30 mL de agua do mar, transferidos para tubos falcon de 15 mL ou 50 mL e
deixados em repouso para sedimentacao das células.

Apds obtengao do concentrado de células, 1 mL deste foi transferido para
eppendorff ao qual foram adicionados 2 pL de LysoSensor. A mistura foi deixada
incubando no escuro por 5 minutos e células de O. cf. ovata e outras espécies de
dinoflagelados epi-benténicos foram observadas em microscopia 6tica e de epi-
fluorescéncia com luz UV (Olympus BX51) para detecgdo de vacuolos digestivos
(vesiculas de fluorescéncia amarela ou azul).

As densidades médias por peso Umido de macroalga (cél. g PU™) de O. cf.
ovata e outras espécies de dinoflagelados epi-bentbnicos associados a trés
amostras de macroalgas coletadas na Prainha, Arraial do Cabo, nos meses de
agosto e dezembro de 2010, foram calculadas apds contagens usando-se

microscoépio optico invertido.
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Tabela 3.1. Macroalgas coletadas em agosto e dezembro de 2010 em Arraial do
Cabo para obtengéo de células de Ostreopsis cf. ovata e teste com LysoSensor. N°:
numero de identificagdo da amostra de macroalga.

Agosto de 2010 Dezembro de 2010
Estagéo N° Espécies de macroalgas Estagéo N° Espécies de
macroalgas
Amphiroa fragilissima 1 Spyridia
° Amphiroa Amphiroa
2
Prainha 3 Jania capillagfea .+ Amphiroa Prainha .
fragilissima Amphiroa
Dictyota ciliolata + 3
4 Canistrocarpus cervicornis +
Spyridia hypnoides + Hypneia
spinella + Champia vicillardii
1 Spyridia 1 Sargassum
Amphiroa fragilissima + Jania Sargassum +
2 capillacea + Neosiphonia Amphiroa +
Banco de gorgoniae + Amphiroa beauvoisii Banco de 2 Padina + Dictyota
Sargassum Sargassum
3 Amphiroa + Jania + Bryozoa
3 Padina
4 Amphiroa
Amphiroa 1 Spyridia
Vepri?er?ha 1 Praia dos Anjos
° Amphiroa + Hypnea spinella ° Sargassum

3.3.5) Ultraestrutura de Ostreopsis cf. ovata

Ao observar o interior das células de O. cf. ovata para analise de vacuolos
digestivos, ficou evidente a necessidade de uma melhor compreensdo de sua
organizagao celular de forma a identificar suas organelas com mais precisdo. Para
tanto, foi utilizada técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET).
Amostras da macroalga Sargassum vulgare foram coletadas na Prainha (Arraial do
Cabo, Rio de Janeiro) em janeiro de 2010. As macroalgas foram colocadas em
sacos plasticos aos quais foram adicionados 40 mL de agua do mar filtrada e os
organismos epifitos dissociados por agitagdo durante 2 minutos. A suspensao de
epifitos foi filtrada em malha de 125 ym, e 10 mL do filtrado foram transferidos para
tubos falcon de 50 mL e fixados com 20 mL de solucéo de fixagao (paraformaldeido
4%, glutaraldeido 1%, cloreto de calcio 5 mM, em tampéo Cacodilato 0,1 M,
contendo 5% de sacarose).

Apos 64 horas de fixacdo, a mistura foi centrifugada a 2800 rpm por 10 mim,
o sobrenadante foi retirado e as células das duas amostras transferidas para tubos

falcon de 15 mL. Os pellets foram lavados trés vezes com 2 mL de tampéo
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Cacodilato 0,1 M por 30 minutos. Antes da ultima lavagem as células foram
transferidas para eppendorffs. Apos centrifugacao a 2500 rpm por 10 min o pellet foi
ressuspenso em 1 mL de tampao Cacodilato e foram adicionadas duas gotas de
tetroxido de ésmio 1% e duas gotas de ferricianeto de potassio 1,6% (pos fixagao).
O material foi incubado por 1 hora no escuro a temperatura ambiente. Apds o tempo
de pos fixacdo as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 mim e as células
foram lavadas duas vezes com tampéao Cacodilato 0,1 M por 30 minutos.

Apods centrifugacéo iniciou-se a sequéncia de desidratacdo em acetona 30%,
seguida por acetona 50% e 70%. No dia seguinte, as células foram desidratadas em
acetona 90% e trés vezes com acetona 100% (30 min em cada diluicdo). Apds a
desidratacdo, as células foram incluidas em resina de Epoxi. Para isso, foram
adicionadas as células diferentes diluicbes de acetona:epdxi (3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 e
apenas epoxi). O tempo de incubacgao foi de 6 horas para cada etapa, com excegao
da etapa de diluicdo de 1:1 na qual o tempo de incubagéo foi de 24 horas. Apds
inclusdo, a resina foi seca em estufa a 70 °C por 48 horas. Os eppendorffs foram
cortados e o material foi moldado em forma de piramide e cortado em
ultramicrétomo (REICH ercuts Leica).

Finalmente, para contrastar as amostras, uma gota de acetato de uranila 5%
foi adicionada a cada corte ultrafino coletado em grades de cobre e estes foram
deixados no escuro por 20 min. Em seguida, as amostras foram secas e coradas
com uma gota de citrato de chumbo. Apds 5 minutos o material foi lavado com agua
destilada e apds secar por 1 hora as células foram observadas no Microscopio
Eletronico de Transmissao (Zeiss — TEM 900).

O preparo das amostras e interpretacdo das imagens para ultraestrutura de
O. cf. ovata foram feitos em colaboragdo com o Prof./Dr. Edésio José Tendrio de

Melo e a doutoranda Cristiane Virgilio do Laboratério de Biologia Celular da UENF.

3.4- Resultados

No 1° ensaio de mixotrofia, a predacdo de Rhodomonas sp. por células de O.
cf. ovata ndo pbéde ser confirmada em microscopia de epi-fluorescéncia, ja que a
fluorescéncia laranja da ficoeritrina presente nas espécies de criptofitas €
semelhante a fluorescéncia vermelha da clorofila-a. Sendo assim, caso tenha

ocorrido predagao, essa nao pbéde ser registrada (Figura 3.1).
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Figura 3.1: Micrografia em microscopia de epi-fluorescéncia de cultura mista de
Ostreopsis cf. ovata (célula indicada pela seta), cepa LCA-E, e Rhodomonas sp.
(células menores e alaranjadas). Cultivo em laboratério. Aumento de 200x. Escala
=10 uym.

Quanto aos resultados obtidos no citdbmetro de fluxo, nas misturas de culturas
de O. cf. ovata e Rhodomonas sp. nas proporc¢oes de 1:1, 2:1 e 10:1 (v/v) nao foi
encontrado padrao que indicasse predacao de Rhodomonas sp. por O. cf. ovata.
Além disso, nessas propor¢gdes a populacdo de O. cf. ovata nado pdde ser
claramente identificada nos graficos devido ao baixo numero de células dessa
espécie. Na proporcao de 1000:1 foi notado, durante o tempo de monitoramento, a
formacdo de uma terceira populacdo com fluorescéncia mais intensa que poderia
representar a presenca de células de O. cf. ovata que se alimentaram de células de
Rhodomonas sp. (Figura 3.2). Entretanto, ndo se pode afirmar que a predagéo é a
Unica razao para o padrao de fluorescéncia distinto encontrado, ja que as pequenas
células de Rhodomonas sp. sao frageis e quando se rompem seus cloroplastos
ficam expostos e sua fluorescéncia fica mais intensa devido a auséncia do
envoltério celular. Além disso, com a morte das células, a fragao de detritos ganha
mais componentes, podendo gerar um padrao de fluorescéncia distinto durante o
tempo monitorado com o citbmetro de fluxo. Sendo assim, optou-se pelo uso de

técnica de microscopia para o estudo de mixotrofia por O. cf. ovata.
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Figura 3.2. Resultado obtido por citometria de fluxo de mistura de culturas de
Ostreopsis cf. ovata e Rhodomonas sp. na proporgao de 1000:1. a - tempo zero, b -
apods 30 min, ¢ - apos 60 min, d - apés 90 min. Aumento de populagdo de
fluorescéncia distinta ao longo do tempo de incubacédo (em destaque pelo circulo).
Notar que a porcentagem da nova populagédo formada aumenta de 0,07% no tempo
zero para 0,65 % apos 90 min de incubacdo. FL2-H (eixo x) - fluorescéncia emitida
na faixa de = 585 nm que corresponde a luz laranja (ficoeritrina). FL4-H (eixo y) -
fluorescéncia emitida na faixa de = 600 nm correspondente a luz vermelha (clorofila-
a).

O marcador de material genético, DAPI, que apresenta fluorescéncia azul, foi
testado no 2° ensaio de mixotrofia com o propdsito de marcar células das presas
(Rhodomonas sp.), facilitando sua visualizagdo apds a ingestdo destas por O. cf.
ovata. Entretanto, o DAPI presente no meio de cultivo causou marcagao
inespecifica da bainha de mucilagem das células de O. cf. ovata, o que

impossibilitou a visualizagéo nitida do interior destas células (Figura 3.3).

Figura 3.3. Micrografia em microscopia de epi-fluorescéncia de célula de Ostreopsis
cf. ovata com duas células de Rhodomonas sp. (indicadas pelas setas). Notar
marcagao azul (DAPI) da bainha de mucilagem de O. cf. ovata. Cultivo em
laboratério. Aumento de 400x. Escala = 10 uym.

No 3° ensaio de mixotrofia, o resultado do teste usando culturas de O. cf.
ovata para retirada dos pigmentos das células com a finalidade de marcar com

DAPI e visualizar apenas o nucleo dessas células foi satisfatorio, ja que possibilitou
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a marcacéao do nucleo e a observagao da posi¢cao desta organela na célula, além de
ter eliminado a interferéncia da fluorescéncia vermelha da clorofila-a (Figura 3.4).

Figura 3.4: Nucleo de Ostreopsis cf. ovata (cepa LCA-B7) marcado com DAPI.
Cultivo em laboratério. a - Microscopia 6tica. b - Microscopia de epi-fluorescéncia.
Aumento de 400x. Escala =10 pm.

Dessa forma, a metodologia de despigmentacao foi utilizada para avaliar a
ingestado de presas pela populagdo natural de O. cf. ovata da regidao de Arraial do
Cabo e Armagao dos Buzios, RJ. Nesse ensaio de mixotrofia realizado em janeiro
de 2010 foram observadas 255 células da populagdo natural de O. cf. ovata
associadas as macroalgas da Praia da Tartaruga, em Armagéo dos Buzios, e da
Pedra Vermelha, na llha de Cabo Frio, Arraial do Cabo.

O fluorocromo especifico para material genético (DAPI) marcou com sucesso
0 nucleo de todas as células de O. cf. ovata. Entretanto, apenas uma célula
apresentou outra inclusdo azul que poderia ser 0 nucleo de uma presa (Tabela 3.2,
Figura 3.5).

Em uma amostra da macroalga Amphiroa sp. coletada na Pedra Vermelha
foram encontradas trés células de O. cf. ovata contendo uma estrutura de
autofluorescéncia alaranjada em seu interior (Figura 3.6). Tal estrutura apresentava
coloracao avermelhada quando observada na microscopia Otica e também foi
observada em uma célula de O. cf. ovata de uma amostra da macroalga Sargassum
vulgare coletada na praia da Tartaruga (Tabela 3.2). A principio, tal fluorescéncia
alaranjada foi interpretada como associada ao pigmento ficoeritrina (pigmento que
fluoresce na faixa do laranja) proveniente de uma presa.

Outras estruturas que podem indicar o comportamento mixotréfico de O. cf.

ovata foram registradas. Das 255 células de O. cf. ovata observadas, 42 células
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apresentaram vesiculas bem demarcadas em microscopia o6tica que variaram em
tamanho e que podem ser vacuolos digestivos ou vesiculas de regulagdo osmaotica.
(Tabela 3.2, Figura 3.7). Numerosos e pequenos pontos azuis foram encontrados
em 80 células de O. cf. ovata (Tabela 3.2, Figura 3.8). Tais pontos podem ser
material genético de bactérias aderidas a superficie das células ou contidas em seu
interior.

Quando observadas na epi-fluorescéncia, as 255 células de O. cf. ovata
apresentaram estruturas circulares de coloracdo esbranquicada sob epi-
fluorescéncia que variaram de 1 a 8 por célula. Tais estruturas parecem ser
caracteristicas da espécie e sao semelhantes a granulos de amido (Tabela 3.2,
Figura 3.8).

Tabela 3.2. Sumario dos resultados de janeiro de 2010: Ostreopsis cf. ovata apés
despigmentacdo e marcagdo com DAPI. Numero total de células de O. cf. ovata
observadas: 255.

N° de células de O. cf. ovata Estruturas observadas
1 Inclusao de fluorescéncia azul além do nucleo de O. cf. ovata
3 Inclusao de fluorescéncia alaranjada
49 Vesiculas bem demarcadas sob microscopio 6tico
80 Pontos de fluorescéncia azul
255 Estruturas de coloragao esbranquigada

Figura 3.5. Célula de Ostreopsis cf. ovata contendo nucleo de possivel presa
marcado com DAPI (indicado pela seta). Populagdo natural, janeiro de 2010. a -
Microscopia de epi-fluorescéncia. b - Microscopia ética. Aumento de 400x. Escala =
10 um.
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Figura 3.6. Células de Ostreopsis cf. ovata com conteudo avermelhado de
fluorescéncia alaranjada (indicado pelas setas). Populagéo natural, janeiro de 2010.
a & ¢ - Microscopia de epi-fluorescéncia. b & d - Microscopia 6tica. Aumento de

400x. Escala = 10 pm.

Figura 3.7. Células de Ostreopsis cf. ovata contendo vesiculas (indicadas pelas
setas). Populagéo natural, janeiro de 2010. a, c, e & g - Microscopia de epi-
fluorescéncia. b, d, f & h - Microscopia o6tica. Aumento de 400x. Escala = 10 uym.

Figura 3.8. Células de Ostreopsis cf. ovata contendo estrutura circular de coloragao
esbranquicada (setas amarelas) e numerosos pontos azuis (setas vermelhas).
Populacao natural, janeiro de 2010. a & ¢ - Microscopia de epi-fluorescéncia. b & d -
Microscopia o6tica. Aumento de 400x. Escala = 10 pym.
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Para que o DAPI marcasse o nucleo de possiveis presas no interior de
células de O. cf. ovata, seria necessario que as presas fossem ou ingeridas inteiras
ou que tivessem seu conteudo sugado através de um tubo peduncular, levando
consigo o nucleo da presa. Nos casos em que apenas o conteudo citoplasmatico de
presas (sem ingestdo do nucleo) é sugado, o DAPI nao é eficaz. Dessa forma,
decidiu-se testar o sensor de compartimentos acidos, LysoSensor, no 4° ensaio de
mixotrofia, com intuito de marcar vacuolos digestivos (que tipicamente apresentam
pH acido) independente da maneira como a presa foi ingerida.

A efetividade do LysoSensor foi inicialmente testada em uma amostra de
rede (20 um) de Arraial do Cabo. A amostra continha células de organismos
heterotréficos e o trato digestivo dos ciliados encontrados foi marcado pelo sensor,

confirmando o desempenho do mesmo (Figura 3.9).

Figura 3.9. Ciliados com trato digestivo marcado em azul pelo LysoSensor.
Populagao natural, agosto de 2010. a & ¢ - Microscopia de epi-fluorescéncia. b & d -
Microscopia o6tica. Aumento de 400x. Escala = 10 pm.

O LysoSensor foi testado em duas ocasides no ano de 2010 (inverno e
verao) visando verificar possiveis diferencas no padrao de mixotrofia em células de
O. cf. ovata e de outros dinoflagelados epi-benténicos em momentos com diferentes
densidades desses organismos. No més de agosto de 2010 a comunidade de
organismos epifitos associados a macroalgas em Arraial do Cabo foi marcada pela
prevaléncia de diatomaceas (Figura 3.10a) e a baixa densidade de dinoflagelados
epi-bentbnicos. Em contrapartida, em dezembro de 2010 Ostreopsis cf. ovata foi a
especie dominante na maioria das amostras, apresentando elevadas densidades.
Maiores densidades de Coolia sp. e Prorocentrum spp. também foram encontradas
(Figura 3.10b). Nas amostras do Banco de Sargassum, nas quais a densidades de
dinoflagelados epi-bentbénicos nao foi quantificada, Prorocentrum sp. foi um
componente importante da comunidade de dinoflagelados epi-benténicos, junto com

O. cf. ovata.
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A densidade média de O. cf. ovata associado a trés amostras da macroalga
Amphiroa sp. coletadas na Prainha (Arraial do Cabo) em agosto de 2010 foi de 59
céls.g PU". Os dinoflagelados epi-bentdnicos Coolia sp. e Prorocentrum spp.
apresentaram densidades média de 10 e 5 céls.g PU”, respectivamente. Em
dezembro de 2010 as densidades médias de Ostreopsis cf. ovata, Coolia sp. e
Prorocentrum spp. em duas amostras de Amphiroa sp. da Prainha foram de 18.490,

1.703 e 134 céls.g PU™", respectivamente. Nesse més, uma amostra da macroalga

Spyridia sp. coletada no mesmo local apresentou densidades de O. cf. ovata,
Coolia sp. e Prorocentrum spp. de 338.230, 18.737 e 569 céls.g PU”,

respectivamente.
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Figura 3.10. Aspecto da comunidade de organismos epifitos associada a amostras
da macroalga Amphiroa sp. coletadas na Prainha, Arraial do Cabo. a - Agosto de
2010. b - Dezembro de 2010. Aumento de 200x. Escala = 10 pm.

Em agosto de 2010 foram observadas 227 células de O. cf. ovata. Deste
total, apenas uma célula, associada a macroalgas Amphiroa sp. coletada na Pedra
Vermelha, Arraial do Cabo (Tabela 3.1), apresentou vesicula com fluorescéncia azul
(Figura 3.11, Tabela 3.3). Tal fluorescéncia desapareceu apos aproximadamente 3
minutos de observacao. Isso acontece porque o LysoSensor marca células vivas e
apods certo tempo de exposicao a luz UV as células entram em colapso.

Todas as células de O. cf. ovata observadas em agosto de 2010
apresentaram estruturas de coloragdo esbranquicada sob fluorescéncia (Figura
3.11b & d) (Tabela 3.3). Tal fluorescéncia foi verificada tanto em amostras que nao
haviam sido incubadas com o sensor quanto naquelas marcadas com o
LysoSensor. A fluorescéncia esbranquigada esta associada a uma estrutura celular
que ja havia sido observada anteriormente, quando o DAPI foi testado e especulou-
se que possam ser granulos de amido, produto de reserva de dinoflagelados (Figura
3.8).
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Figura 3.11. Célula de Ostreopsis cf. ovata contendo vesicula bem demarcada
marcada por LysoSensor (setas azuis). Populagdo natural, agosto de 2010. a -
Microscopia otica. b, ¢ & d - Microscopia de epi-fluorescéncia com luz UV. b& c.-
Vesicula marcada em azul por LysoSensor. d - Perda da fluorescéncia apos
aproximadamente 3 minutos de observacdo. b & d - Observacao de estruturas de
coloragao esbranquigada sob fluorescéncia (setas amarelas). Aumento de 400x.
Escala = 10 ym.

Tabela 3.3. Sumario dos resultados de agosto de 2010: Ostreopsis cf. ovata apos
marcagao com LysoSensor.

Local de coleta | Prainha Banco de Pedra Total
Sargassum Vermelha
Numero de amostras de macroalgas 4 4 2 10
Total de células de O. cf. ovata observadas 73 87 67 227
Células de O. cf. ovata marcadas pelo Lysor 0 0 1 1
0)

Sensor (n
Variagdo do n° de estruturas de coloragéo

. 1-8 1-8 1-7 -
esbranqui¢ada

Em dezembro de 2010, foram observadas 713 células de O. cf. ovata
correspondentes as trés amostras de macroalgas coletadas na Prainha, trés
amostras coletadas no Banco de Sargassum e duas da Praia dos Anjos, Arraial do
Cabo (Tabela 3.1). Dentre as 713 células observadas, 325 foram marcadas pelo
sensor (Tabela 3.4). A fluorescéncia apresentada pelas células marcadas, diferente
do esperado, nao se concentrou em locais especificos das células, o que
caracterizaria a presenga de vacuolos digestivos, mas foi observada difusa pelas
extremidades e inespecificamente no citoplasma das células (Figura 3.12). Apenas
trés células de O. cf. ovata associadas a macroalga Amphiroa coletada na Prainha,
aparentaram ter vesiculas marcadas pelo sensor, também observadas na
microscopia otica. Neste caso, a fluorescéncia foi mais intensa na regido da
vesicula, mas outras partes da célula também foram marcadas pelo sensor (Figura
3.12a, b, ¢ & d). A figura 3.12i mostra células de O. cf. ovata marcadas pelo sensor

ao lado de células ndo marcadas.
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Figura 3.12. Células de Ostreopsis cf. ovata marcadas pelo LysoSensor. Populagao
natural, dezembro de 2010. a, b, ¢ & d - Células contendo vesiculas marcadas pelo
LysoSensor (indicadas pelas setas). e, f, g, h, i & j - Células apresentando marcagéo
difusa por LysoSensor. a, c, e, g & i - Microscopia de epi-fluorescéncia com luz UV.
b, d, f, h & j - Microscopia o6tica. a - h: Aumento de 400x. i & j: Aumento de 200x.
Escala =10 ym.

Células em processo de degradacdo também foram marcadas pelo
LysoSensor. Neste caso, a fluorescéncia se concentrou em partes das células onde
o conteudo celular ndo estava mais presente (Figura 3.13). Tais células ndo foram
contadas. Por outro lado, as demais células fluorescentes que foram quantificadas

estavam vivas demostrando aspecto normal e mobilidade.
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Figura 3.13. Célula de Ostreopsis cf. ovata marcada por LysoSensor provavelmente
devido ao processo de morte celular. Populagdo natural, dezembro de 2010. a -
Microscopia de epi-fluorescéncia com filtro UV. b — Microscopia 6tica. Aumento de
400x. Escala = 10 ym.

Em dezembro de 2010, devido a maior ocorréncia de dinoflagelados epi-
bentdnicos, células de outros géneros, além de O. cf. ovata, também foram
contadas. Individuos dos géneros Prorocentrum, Coolia e Amphidinium presentes
nas amostras coletadas no Banco de Sargassum e na Praia dos Anjos foram
contados. Um total de 330 células de Prorocentrum spp. foi registrado e dentre
estas 52 foram marcadas pelo sensor. Foram contadas 134 células de Coolia sp.,
das quais 33 foram marcadas pelo sensor, e 3 células de Amphidinium sp., todas
marcadas (Tabela 3.4). E provavel que devido a elevada mobilidade de
Amphidinium sp. outras células desse género estivessem presentes nas amostras,
mas nao puderam ser observadas. Por este mesmo motivo as células observadas
nao foram fotografadas. A fluorescéncia proveniente do LysoSensor nas células de
Prorocentrum sp., Coolia sp. e Amphidinium sp. apresentou padrdo difuso
semelhante ao observado nas células de O. cf. ovata (Figura 3.14). Somente trés
células de Coolia sp. associadas as macroalgas Sargassum sp. e Padina sp.
coletadas na estacdo Banco de Sargassum apresentaram vesiculas definidas e

fluorescentes (Figura 3.15).
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Figura 3.14. a & b - Célula de Coolia sp com marcacgao difusa por LysoSensor. ¢ & d
- Célula de Prorocentrum rhathymum com marcagao difusa por LysoSensor.
Populacao natural, dezembro de 2010. a & ¢ - Microscopia de epi-fluorescéncia com
luz UV. b & d - Microscopia 6tica. Aumento de 400x. Escala= 10 pm.

Figura 3.15. Célula de Coolia sp. com vacuolo azul marcado pelo LysoSensor.
Populacéo natural, dezembro de 2010. a - Microscopia de epi-fluorescéncia com luz
UV. b - Microscopia o6tica. Aumento de 400x. Escala = 10 um.

Considerando a parcela da populagao de O. cf. ovata marcada pelo sensor
em cada estacao de amostragem em dezembro de 2010, as amostras do Banco de
Sargassum apresentaram maior porcentagem de células marcadas (59%), seguidas
pelas amostras da Prainha (42%) e Praia dos Anjos (25%). As células de
Prorocentrum spp. e Coolia sp. das amostras da Prainha ndo foram quantificadas
devido a baixa densidade desses géneros nessa estagdo. No entanto, assim como
ocorreu com O. cf. ovata, a porcentagem de células de Prorocentrum spp. e Coolia
sp. marcadas pelo LysoSensor no Banco de Sargassum foi maior que a encontrada
na Praia dos Anjos para ambos os géneros. No Banco de Sargassum a
porcentagem de células de Coolia sp. e Prorocentrum sp. marcadas pelo sensor foi
de 31 e 17% e na Praia dos Anjos de 19 e 10%, respectivamente (Tabela 3.4).

Dentre as células de O. cf. ovata observadas em dezembro de 2010, duas
provenientes da Prainha (amostras da macroalga Amphiroa sp.) e trés da Praia dos
Anjos (amostra da macroalga Spyridia sp.) apresentaram inclusdo de
autofluorescéncia alaranjada semelhante as células que foram observadas em
janeiro de 2010 no ensaio usando DAPI (Figura 3.16, Tabela 3.4). Tais estruturas

nao foram marcadas pelo LysoSensor.
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Figura 3.16. Células de Ostreopsis cf. ovata com conteudo avermelhado de
fluorescéncia alaranjada ndo marcado pelo LysoSensor. Populacdo natural,
dezembro de 2010. a, ¢ & e - Microscopia de epi-fluorescéncia com luz UV. b, d & f -
Microscopia o6tica. Aumento de 400x.

Todas as células de O. cf. ovata observadas em dezembro de 2010
apresentaram estruturas de coloragédo esbranquicada sob fluorescéncia (Tabela
3.4), tal como em agosto (teste com LysoSensor) e janeiro de 2010 (teste com
DAPI). Estas estruturas foram observadas tanto em amostras que nao haviam sido
incubadas com o sensor quanto naquelas marcadas com o LysoSensor, e também

foram encontradas em células de Coolia sp. € Prorocentrum sp. (Tabela 3.4).
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Nas observagdes feitas por Microscopia Eletrénica de Transmisséo (MET) foi
possivel identificar algumas das estruturas de O. cf. ovata. Das duas amostras
preparadas para observagao no MET, apenas a segunda resultou em imagens de
qualidade, enquanto o resultado da primeira amostra nio foi satisfatorio, pois o
conteudo citoplasmatico das células foi extraido durante a preparagao. Nas imagens
da segunda amostra, apesar das células também terem apresentado alguma perda
do citoplasma, foi possivel observar as seguintes estruturas: membrana plasmatica,

cloroplastos, granulos de amido e o nucleo (Figura 3.17).
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Figura 3.17: Imagens do conteudo celular de Ostreopsis cf. ovata obtidas por
Microscopia Eletrénica de Transmissao. 1- cloroplasto, 2 — granulos de amido, 3 —
membrana plasmatica, 4 — nucleo.

Nas imagens obtidas por MET péde-se notar a presencga de varios granulos
de amido que podem ser as estruturas de coloragao esbranqui¢cada observadas sob

0 microscopio de epi-fluorescéncia (Figura 3.8; 3.11b& d).

3.5- Discussao

Durante os ensaios de mixotrofia realizados com a populagédo natural de O.
cf. ovata foram encontradas poucas células com evidéncias de fagotrofia. Em
janeiro de 2010, quando o fluorocromo DAPI foi utilizado em amostras naturais,
apenas uma célula apresentou inclusdo com fluorescéncia azul que poderia ser o
nucleo de uma presa. Faust (1998) realizou a marcagdo de amostras naturais de
dinoflagelados epi-bentdnicos, incluindo Ostreopsis, com DAPI com o intuito de
estudar a habilidade mixotrofica desses organismos e observou a marcagao do

nucleo de uma presa apenas em células de Gambierdiscus toxicus. NoO ensaio
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usando o LysoSensor apenas uma célula de O. cf. ovata, obtida em agosto de
2010, e trés células obtidas em dezembro de 2010, além de trés células de Coolia
sp., apresentaram vesiculas marcadas pelo sensor. A efetividade do LysoSensor
como marcador de vacuolos digestivos ja foi estudada anteriormente com sucesso
quando vacuolos digestivos marcados em células de Oxyrrhis marina, Dinophysis
novergica e Prymnesium parvum foram facilmente identificados por microscopia de
epi-flluorescéncia (Carvalho, 2007).

Estudos anteriores ja reportaram fagotrofia em células de Ostreopsis labens
(Faust e Morton, 1995), O. ovata, O. lenticulares e O. siamensis (Faust et al., 1996)
ao analisarem populagdes naturais dessas espécies por microscopia oOtica e
registraram a presenca de presas como cianobactérias, diatomaceas céntricas,
ciliados e pequenas microalgas, além de presa arredondada de coloragéao
avermelhada (Faust e Morton, 1995; Faust et al., 1996; Faust, 1998). Faust (1998)
reportou que de 7 a 55% das células de Ostreopsis associadas a diferentes
macroalgas coletadas em Belize continham presas em seu interior. Contudo, esses
trabalhos foram realizados ha mais de uma década e atualmente reconhece-se a
dificuldade em se estudar fagotrofia em dinoflagelados, ja que estruturas que
anteriormente poderiam ser identificadas como presas ou vacuolos digestivos sao
hoje reconhecidas como gametas e até mesmo parasitas. Bactérias, fungos e
protistas podem parasitar células de dinoflagelados (Park et al., 2004). Como
exemplo, Kim et al. (2004) apontaram dinoflagelados do género Amoebophrya como
parasitas de células dos dinoflagelados Alexandrium affine e Gonyaulax spinifera.
Coats et al. (1996) estudaram o parasitismo em dinoflagelados causadores de
floracbes na Baia de Chesapeake (EUA) por Amoebophyra ceratii € encontraram
maiores propor¢des de parasitismo nas populagcdes de Gyrodinium uncatenum e
Scrippsiella trochoidea coincidindo com o decréscimo na densidade desses
hospedeiros. Os autores sugeriram que a infecgdo por Amoebophyra ceratii pode
controlar a formacao de floragdes de seus hospedeiros (Coats et al., 1996).

Além disso, Faust (1998) reportou estruturas delimitadas por membrana
contento cianobactérias em células de O. labens. Tais estruturas sdo semelhantes a
vesiculas observadas no presente estudo. Todavia, quando o LysoSensor foi
testado tais vesiculas nao foram marcadas pelo sensor. A presenca de vacuolos é
caracteristica comum em células de dinoflagelados (Sousa et al., 1999; Granham e

Wilcox, 2000), entretanto a fungao destes ainda ndo € bem conhecida. Sabe-se que
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em células vegetais vacuolos tém fungdo de armazenamento de sais e outras
substancias, além de regulagdo osmoética. Logo, é provavel que as vesiculas ou
vacuolos ndo marcadas pelo LysoSensor tenham uma outra fungdo que nao
digestiva.

Células de O. cf. ovata com conteudo de autofluorescéncia alaranjada
quando observadas sob epi-fluorescéncia e coloragao avermelhada sob microscopia
otica foram registradas durante o presente estudo (Figuras 3.6 & 3.16). Li et al.
(1996) explicaram a presenga de corpos de fluorescéncia alaranjada em células dos
dinoflagelados Gyrodinium estuariale, Peridinium brevipes e Prorocentrum minimum
de amostras naturais como proveniente da ficoeritrina de presas ingeridas, ja que
quando espécies de criptéfitas foram oferecidas aos dinoflagelados o numero de
inclusdes fluorescentes aumentou. Stoecker et al. (1997) consideraram inclusées de
fluorescéncia alaranjada em células de Prorocentrum minimum de amostras
naturais como presas contendo ficoeritrina e verificaram que a frequéncia dessas
estruturas variou com a abundancia de criptéfitas nas amostras. Jacobson e
Anderson (1996) verificaram, usando MET, a presenga de vacuolos de coloragao
avermelhada em células de Ceratium longzpes e Amylax sp. e concluiram que tais
estruturas podem ser vacuolos digestivos resultantes de fagotrofia.

No presente estudo, quando foi feita a primeira observacao de inclusdes de
fluorescéncia alaranjada em células de O. cf. ovata, admitiu-se a possibilidade
destas serem vacuolos digestivos contendo pigmento de fluorescéncia natural
proveniente de uma possivel presa. Entretanto, tais estruturas também foram
observadas no teste usando LysoSensor e as células que as continham nao foram
marcadas por esse sensor. Por esse motivo, € provavel que essas estruturas nao
estejam relacionadas ao processo de fagotrofia.

A presenga de glébulo de coloracdo vermelha alaranjada em células de
dinoflagelados ja foi associada a formacéao de cistos desses organismos que podem
ser estagios de resisténcia ou relacionados a reproducdo sexuada (Granham e
Wilcox, 2000). Segundo Steidinger (1983), nem todas as espécies de dinoflagelados
se reproduzem sexuadamente. Entretanto, suspeita-se que espécies tipicas de
regides neriticas e estuarinas possuam uma fase sexual em seu ciclo de vida
(Granham e Wilcox, 2000). Durante a reprodugao sexuada de dinoflagelados existe
a formacdo de uma fase zigdtica da célula denominada hipnozigoto. Segundo

Steidinger e Baden (1984) a presenca de glébulo de coloragdo avermelhada em
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hipnozigoto é uma das caracteristicas que indica que o0 mesmo esta em processo de
maturacao.

Meksumpun e Montani (2010) estudaram a composi¢cao quimica de inclusées
de coloragdo vermelho-amarronzadas em cistos do dinoflagelado marinho
Scrippsiella trochoidea e verificaram que esse material € composto por fucoxantina,
19’-hexanoyl-fucoxantina, diadinoxantina e diatoxantina. Os autores sugeriram que
esses pigmentos sejam uteis para o crescimento de células vegetativas apds a
germinacgao dos cistos.

Faust e Morton (1995) e Faust (1998) reportaram células de Ostreopsis
labens e O. lenticularis contendo estrutura esférica de coloracdo avermelhada sob
microscopio o6tico e consideraram tais estruturas como presas. O formato e a
posicado dessas estruturas sdo semelhantes aos das estruturas encontradas no
presente estudo e € possivel que ambas sejam exemplos células de resisténcia ou
formas de reproducgao sexuada de Ostreopsis.

O LysoSensor é um marcador dependente de pH e pode marcar, além de
vacuolos digestivos, outras organelas acidas tais como vacuolos de parasitas e
vesiculas autofagicas (Carvalho, 2007). A primeira alternativa pode ser descartada
neste trabalho ja que ndo foram observadas, sob microscoépio 6tico e nem de epi-
fluorescéncia, estruturas semelhantes as formadas por parasitas. No caso da
formacao de vesiculas autofagicas, estas podem ser formadas durante o processo
de diferenciagao, envelhecimento e morte celular (Reggiori e Klionsky, 2002). De
fato, a marcacao de células em processo de degradagao e morte foi observada no
presente estudo (Figura 3.13). Entretanto, tais células foram facilmente
diferenciadas das células saudaveis e nao foram contabilizadas.

Em dezembro de 2010, aproximadamente 50% das células de O. cf. ovata
observadas foram marcada pelo LysoSensor. Entretanto, tais células apresentaram
fluorescéncia difusa na periferia € em outras regides da célula, ou seja, nao
concentrada em vesiculas especificas. Células de Coolia sp., Prorocentrum sp. e
Amphidinium sp. observadas em dezembro também foram marcadas de maneira
difusa pelo sensor, mas em menores proporcbes que O. cf. ovata.
Aproximadamente 15 e 20% das células de Prorocentrum sp. e Coolia sp.,
respectivamente, apresentaram fluorescéncia, e as uUnicas trés células de

Amphidinium sp. observadas foram marcadas.
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O padrédo de marcagdo do LysoSensor encontrado na maioria das células
marcadas nesse estudo, no qual a fluorescéncia se apresentou difusa pela célula e
nao concentrada em vesiculas definidas (vacuolos digestivos), sugere que as
células observadas nao realizaram fagotrofia, j3 que este processo pressupde a
formagao de vacuolos. Contudo, isto ndo anula a possibilidade de mixotrofia nessas
células, ja que a fluorescéncia na periferia da célula e no citoplasma pode indicar
que a célula realizou osmotrofia e a digestdo da matéria organica dissolvida (MOD)
pode estar ocorrendo na superficie das células e/ou no citoplasma. Segundo
Burkholder et al. (2008), o crescimento de varias espécies de microalgas esta
relacionado a osmotrofia ou a capacidade de absor¢cao de substratos como uréia,
aminoacidos, dentre outros.

A utilizagdo de carbono organico dissolvido tem sido demonstrada em
espécies de Dinophysis como estratégia para compensar baixos niveis de
luminosidade (Glibert e Legrand, 2006). O dinoflagelado planctonico Prorocentrum
minimum, espécie relacionada a ambientes estuarinos e costeiros com
concentragdo elevada de MOD, é capaz de usar nutrientes organicos e MOD
proveniente do ambiente terrestre como fonte de nitrogénio e carbono para
sustentar suas floragdes (Granéli e Moreira, 1990; Heil, 2005). A espécie P.
minimum produz determinadas ectoenzimas como leucino amino peptidase e
fosfatase alcalina, que agem na superficie da célula ou no espago periplasmico
hidrolisando a MOD de alto peso molecular, que se torna disponivel para absorcéao
(Dyhrman, 2005). Stoecker e Gustafson (2003) também reportaram atividade da
enzima proteolitica leucino amino peptidase na superficie de P. minimum,
Alexandrium tamarense e Heterocapsa triqueta com o uso de substrato artificial (L-
leucina 7-amido-4-metil cumarina). Segundo esses autores, proteases da superficie
celular podem ser importantes para dinoflagelados mixotroéficos, pois disponibilizam
aminoacidos para assimilagao, assim como possibilitam, alternativamente, que tais
aminoacidos sejam transformados por aminoacido oxidases, liberando amdnio que
pode ser usado como fonte de nitrogénio (Stoecker e Gustafson, 2003). Ja foi
observado também que a atividade da enzima urease, que age no ambiente
intracelular, foi maior em Aureococcus anophagefferens e P. minimum, espécies
reconhecidas como capazes de metabolizar uréia, que na diatomacea Thalassiosira

weissflogii, que nao tem essa habilidade (Fan et al., 2003).
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Estudos verificaram que extratos das macroalgas Halymenia floresia e
Portieria hornemanii estimulam o crescimento de O. ovata (Grzebyk et al., 1994), e
extrato da alga vermelha Acanthophora spicifera ja foi citado como estimulador do
crescimento de O. lenticulares (Tosteson et al., 1988). E possivel que a causa do
estimulo do crescimento de Ostreopsis spp. pelos extratos das macroalgas esteja
relacionada a absorgdo de nutrientes organicos dissolvidos presentes em tais
extratos. Além disso, a mucilagem produzida por células de O. cf. ovata, que ja foi
apontada como estratégia de imobilizagdo de presas e predadores (Barone, 2007),
pode também ser, no caso da osmotrofia, um componente que facilitaria a absorgao
de matéria organica dissolvida. Tal mecanismo ja foi sugerido para a espécie
Prymnesium parvum (Haptophyceae), um mixotréfico capaz de realizar tanto
fagotrofia quanto osmotrofia (Lindehoff, 2009).

De acordo com os resultados aqui reportados, ficou claro que o provavel
processo de osmotrofia ndo € habilidade exclusiva da espécie O. cf. ovata, ja que
Coolia sp., Prorocentrum spp. e Amphidinium sp. apresentaram padrao semelhante
de marcagdo pelo LysoSensor, além de trés células de Coolia sp. terem
apresentado fluorescéncia concentrada em vacuolos especificos, 0 que € uma
indicagao de fagotrofia nesse género. Por outro lado, a proporgéo de células de O.
cf. ovata marcadas pelo sensor foi duas vezes maior que nos demais géneros de
dinoflagelados. Com base nas observagdes de presas sob microscopio optico,
Faust (1998) reportou mixotrofia nos géneros Prorocentrum, Gambierdiscus e
Ostreopsis, tendo sido Ostreopsis 0 género que apresentou maior proporgao de
células mixotroéficas, o que esta de acordo com as observacgdes aqui reportadas.

No presente trabalho foi encontrada diferenga no resultado obtido entre os
meses de inverno e verdo. Em dezembro de 2010 as espécies que compdem a
comunidade de dinoflagelados epi-bentbnicos apresentaram maior abundancia e
houve floragcdo de O. cf. ovata na Prainha. Neste més, uma maior propor¢cao das
populagcdes de O. cf. ovata, Prorocentrum sp. e Coolia sp. foi marcada pelo
LysoSensor. Em contraste, em agosto, quando foram registradas menores
densidades de O. cf. ovata, praticamente ndo foi observada marcagéo pelo
LysoSensor. Jones (1994) ressalta que existe um gradiente de mixotrofia que varia
entre autotrofia e heterotrofia estritas e que a posicdo dos organismos nesse
gradiente é determinada pelas necessidades fisioloégicas em resposta a variagdes

ambientais. Sendo assim, é possivel que mudancas nas condigdes as quais as
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populagbes de O. cf. ovata estejam expostas nas diferentes estagdes de
amostragem e em diferentes momentos no tempo determinem diferengas no
“‘investimento” em vias alternativas de obteng¢ao de nutrientes.

Comparando as areas amostradas em dezembro de 2010, verifica-se que as
amostras coletadas no Banco de Sargassum apresentaram maior porcentagem de
células de dinoflagelados marcadas pelo LysoSensor, seguida pelas amostras da
Prainha e da Praia dos Anjos. O Banco de Sargassum se localiza em uma regiao
mais profunda que os costdes rochosos amostrados na Prainha e Praia dos Anjos.
Por esse motivo, provavelmente o Banco de Sargassum apresenta menor incidéncia
de luz para a realizacdo da fotossintese o que poderia ser um fator a estimular
processos alternativos de obtencéo de energia a fotossintese. Além disso, o Banco
de Sargassum possui substrato de fundo arenoso em comparagao aos costdes
rochosos da Prainha e Praia dos Anjos, e pode ser que o substrato menos
consolidado do Banco de Sargassum propicie maior disponibilidade de MOD neste
local.

Em resumo, o uso do LysoSensor com o intuito de marcar vacuolos
digestivos resultantes de processo de fagotrofia demonstrou que este ndo é um
processo comum na populagdo de O. cf. ovata estudada. Além disso, a
fluorescéncia difusa apresentada pelas células de O. cf. ovata, Coolia sp.
Prorocentrum sp. e Amphidinium sp. marcadas com LysoSensor foi considerada
como evidéncia de osmotrofia. Entretanto, deve-se considerar que o LysoSensor
marca exclusivamente compartimentos acidos, e que enzimas com atividade em
valores de pH mais elevados também podem estar envolvidas no processo de
osmotrofia, como a fosfatase alcalina (Dyhrman, 2005). Por esse motivo, outros
métodos devem ser empregados futuramente a fim de dar continuidade a
investigacado do processo de osmotrofia em O. cf. ovata e em outros dinoflagelados
epi-bentbnicos.

Entre os métodos que podem ser empregados para estudar osmotrofia em
células de O. cf. ovata e outros dinoflagelados epi-benténicos esta o uso de
autoradiografia que possibilitou a detecgdo de substancias umicas radioativamente
marcadas e internalizadas por Alexandrium catenella (Doblin et al., 2001). Outro
meétodo que pode ser utilizado constitui a marcagéo prévia de moléculas organicas
com fluorocromos fluorescentes e a investigagao destas em células de O. cf. ovata

ap6s determinado tempo de incubacdo. O acumulo de dextranas (polimeros de
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glicose) pré marcadas com substancia fluorescente foi verificado em pequenas
vesiculas dentro de células de A. catenella (Legrand e Carlsson, 1998). Outra opgao
€ apresentada por Loureiro et al. (2009) que cultivaram Pseudo-nitzschia
delicatissima separadamente em meio enriquecido com aménio e nitrogénio

organico dissolvido, e encontraram crescimento equivalente nas duas condigdes.
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CAPITULO 4

Toxinas de Ostreopsis cf. ovata: Identificagao e quantificagao

4.1- Introdugao

A palytoxina foi primeiramente isolada de corais do género Palythoa (Moore e
Scheuer, 1971). Entretanto, sua origem em Palythoa tem sido especulada e autores
sugerem que a palytoxina é sintetizada por microorganismos associados aos corais.
Soares et al. (2006) ao estudar a toxicidade do coral Palythoa caribaeorum
confirmaram que a palytoxina ndo é sintetizada por este coral, e sugeriram a
producdo desta por organismos associados ao sedimento, como bactérias ou
dinoflagelados. Por outro lado, diversos trabalhos ja relataram que espécies do
género Ostreopsis sao produtoras de palytoxina e analogos (Usami et al., 1995;
Onuma et al., 1999; Taniyama et al., 2003, Ciminiello et al., 2006; 2008; 2010).

A palytoxina possui estrutura molecular complexa que constitui-se de longa
cadeia carbbnica com regides lipofilicas e hidrofilicas (Moore e Bartolini, 1981)
(Figura 4.1), tendo massa molecular de 2680 Da (Uemura et al., 1981). A toxicidade
da palytoxina se da através de sua ligagdo aos receptores de Na+/K+ causando
uma conformacao da bomba Na+/K+ ATPase que permite o fluxo de ions nas duas
dire¢des, o que altera a permeabilidade celular a cations monovalentes (Artigas e
Gadsby, 2003). Esta toxina e seus analogos sao caracterizados por possuirem
atividade hemolitica tardia neutralizada pelo glicosideo ouabaina (Haberman et al.,
1981). Doses de palytoxina entre 0,03 e 0,45 ug Kg™', por administragdo intravenosa
em ratos, coelhos, cachorros e macacos foram letais e para humanos, por

extrapolagéo, as doses tdxicas variam entre 2,3 e 31,5 ug Kg ' (Riobé et al., 2007).
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Figura 4.1. Estrutura da palytoxina (Ciminiello et al., 2006).

A palytoxina ja causou efeitos danosos em ouricos e outros organismos
bentbnicos (Granéli et al., 2002; Sansoni et al., 2003; Shears e Ross, 2009), mas
também foi encontrada em anémonas do mar (Mahnir et al., 1992), caranguejos
(Yasumoto et al., 1986), peixes (Fukui et al., 1987; Kodama et al., 1989; Onuma et
al., 1999) e mexilhdes (Aligizaki et. al, 2008) sem causar efeitos nocivos em tais
animais. Mebs (1998) argumenta que a resisténcia dos organismos marinhos a
palytoxina permite que esta seja acumulada na rede tréfica e cause envenenamento
humano por intoxicagao alimentar. A palytoxina e seus analogos ja foram causa de
envenenamento humano pela ingestdo de organismos marinhos contaminados, tais
como caranguejos (Alcala et al., 1998), peixe papagaio (Noguchi et al., 1988) e
sardinha (Onuma et al., 1999). O clupeotoxismo, envenenamento humano por
consumo de peixes clupeideos caracterizado por alta taxa de mortalidade, é
causado por intoxicacao por palytoxina (Onuma et al., 1999).

Diferentes metodologias tém sido utilizadas para deteccdo de palytoxina e
seus analogos. Durante anos, bioensaios de toxicidade com camundongos foram
realizados, entretanto, por questdes éticas, metodologias alternativas tém sido
desenvolvidas (Ledreux et al., 2009). Ensaios de hemodlise, incluindo inibigao
hemolitica especifica por ouabaina, tém sido feitos para estimar a concentracéao de
palytoxina e analogos em algas e tecidos de animais marinhos (Rhodes et al., 2002;
Lenoir et al., 2004; Riob¢ et al., 2007; Aligizaki et al., 2008; Corréa, 2008) e métodos
cromatograficos associados a espectrometria de massa tém sido utilizados para

quantificar tais toxinas (Ciminiello et al., 2006; 2008; 2010).
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Espécies do género Ostreopsis ja foram reportadas como produtoras de
diferentes analogos de palytoxina. Usami et al. (1995) detectaram um analogo de
palytoxina nomeado de ostreocina-D produzido por uma cepa de O. siamensis
isolada de Okinawa, Japdo. A ostreocina-D foi identificada por método de
cromatrografia liquida e se diferencia da palytoxina pela presenga de protons no
lugar de dois grupos metila e uma hidroxila (Usami et al., 1995). Posteriormente,
Lenoir et al. (2004) detectaram dois analogos de palytoxina denominados
mascarenotoxinas A e B em uma floracdo de O. mascarenensis no sudoeste do
oceano indico. A identificacdo desses compostos foi feita por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC — “high performance liquid chromatography”) acoplada a
detector de arranjo de fotodiodo, e posteriormente por HPLC acoplada a
espectrometria de massa. Apesar das estruturas quimicas das mascarenotoxinas
nao terem sido elucidadas, presume-se que estas se diferenciem entre si e da
palytoxina por poucas substituigbes como ocorre na ostreocina-D (Lenoir et al.,
2004). Ciminiello et al. (2006, 2008) identificaram o analogo ovatoxina-a (OVTX-a)
em extratos de O. ovata de amostras naturais e provenientes de culturas
estabelecidas a partir de floragédo dessa espécie no Mar Mediterraneo em 2006. A
identificacdo de OVTX-a foi realizada através de método de cromatografia liquida
acoplado a espectrometria de massa (LC-MS/MS). Recentemente, Ciminiello et al.
(2010) identificaram quatro novas ovatoxinas (OVTX-b, -c, -d, & -e) através de
método de LC-MS/MS. OVTX-a difere da palytoxina por apresentar dois atomos de
oxigénio a menos, OVTX-b apresenta dois atomos de carbono, quatro hidrogénios e
um atomo de oxigénio a mais que OVTX-a; OVTX-c possui dois atomos de carbono,
quatro hidrogénios e dois atomos de oxigénio a mais que OVTX-a; e OVTX-d e
OVTX-e apresentam um atomo de oxigénio a mais que OVTX-a (Ciminiello et al.,
2010). Rossi et al. (2010) reportaram um complexo perfil toxicolégico em uma cepa
de O. cf. ovata isolada do Golfo de Napoles, Itdlia, e descreveram quatro novas
ovatoxinas.

A toxicidade de cepas de O. cf. ovata brasileiras tem sido foco de poucos
estudos. Riobo et al. (2006) reportaram a presenga de um composto relacionado ao
analogo ostreocina D em duas cepas de O. ovata isoladas do Rio de Janeiro. Mais
recentemente, analises de LC-MS/MS identificaram ovatoxina-a em uma cepa de O.
cf. ovata isolada no estado de Santa Catarina, sul do Brasil (Tibirica et al., 2010).

Considerando as frequentes floragdes de O. cf. ovata na costa do Rio de Janeiro e
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que algumas dessas floragbes ocorrem proximas a areas de cultivo de mexilhdes
(Praia do Forno, Arraial do Cabo), se faz necessaria a caracterizagcao da toxicidade

de cepas isoladas nessa area.

4.2- Objetivo

Identificar e quantificar palytoxina e ovatoxinas produzidas pelas cepas de O.
cf. ovata, LCA-E7 e LCA-B7, isoladas de Armacado dos Buzios, Rio de Janeiro,
usando método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, LC-
MS/MS.

4.3- Material e Métodos

Com o intuito de identificar e quantificar os analogos de palytoxina produzidos
pelas cepas de O. cf. ovata, LCA-E7 e LCA-B7, foram utilizados concentrados de
culturas (pellets umidos) destas cepas armazenados em freezer a -70 °C. Tais
culturas haviam sido mantidas em meio L2/2, 24 + 2 °C, fotoperiodo de 12h e 60
umol de fluxo de fétons m?s™ (condicdo padréo de cultivo). Duas culturas (amostras
4 & 5 - Tabela 4.1) usadas na analise de LC-MS/MS foram mantidas em meio L-2
com apenas N/2 e P/2 e outra (amostra 3 — Tabela 4.1) foi cultivada a 20 °C. Foram
analisadas culturas da cepa LCA-E7 concentradas nas fases exponencial e
estacionaria de crescimento, enquanto que da cepa LCA-B7 foram avaliadas
apenas culturas na fase estacionaria (Tabela 4.1).

As toxinas dos concentrados de células de O. cf. ovata foram extraidas pela
adicdo de 1 mL de metanol 80% e pelo rompimento das células em vortex por 3
minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min a 1600 g a 10 °C, o
sobrenadante foi recolhido e o procedimento repetido duas vezes adicionando 500
ML de metanol 80%. Os sobrenadantes foram reunidos e secos por evaporagao
utilizando nitrogénio gasoso. Cada extrato seco foi ressuspenso em 1mL de metanol
80% para analise das toxinas por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro
de massa (LC-MS/MS).

A identificacdo prévia das toxinas em LC-MS foi feita na Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC) através de colaboragdo com a Profa.
Dra. Angela Wagener e a pds-doutoranda Juliana Felizola. Entretanto, essa anélise
nao pbéde ser continuada na PUC porque o LC-MS disponivel possui capacidade

limitada para fragmentar moléculas até abaixo de 1/3 de sua massa principal, o que
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€ necessario nas analises de palytoxina e ovatoxinas. Dessa forma, a identificagao
e a quantificagao destas toxinas foi feita em colaboracdo com o Dr. Steve Morris no
“Center for Environment Fisheries & Aquaculture Science (CEFAS)”, Reino Unido.

As toxinas foram caracterizadas quimicamente por cromatografia liquida
acoplada a espectrémetro de massa (LC-MS/MS) de acordo com o método descrito
por Ciminiello et al. (2010). Foram analisados sete extratos metandlicos
provenientes de culturas de O. cf. ovata (5 da cepa LCA-E7 e 2 da cepa LCA-B7).
Neste procedimento a cromatografia liquida foi feita em coluna C18 (Gemini) com
coluna guarda (50 x 2,0 mm; 3 um; Phenomenex, Reino Unido; 25°C). O
cromatégrafo estava acoplado a um espectrometro de massa (Quattro Micro triple
quadrupole - Waters Ltd., UK) operado no modo ion positivo com ionizagdo por
electrospray. Foi utilizado padrao de palytoxina (purificado de Palythoa tuberculosa,
Wako Chemicals GmbH, Alemanha) preparado em metanol:agua (1:1 v/v). Os
parametros do espectrometro de massa foram otimizados para a identificagdo do
ion precursor [M+2H+Na]** de relacdo carga massa equivalente a 902 m/z e do ion
de transicdo [M+H-B fragdo-H,O]" de 327 m/z obtido apos fragmentagdo da
palytoxina (Ciminiello et al., 2008).

A partir da composicao elementar e das férmulas dos analogos de palytoxina:
OVTX-a, OVTX-b, OVTX-c, OVTX-d & e descritos por Ciminiello et al. (2010), foi
feito o monitoramento de reagdes multiplas desses compostos (MRM) usando os
ions precursores [M+2H+Na]** e os parametros do espectrémetro otimizados para
palytoxina. Os ions precursores de 891, 906, 911 e 896 m/z foram usados para
OVTX-a, -b, —c, & —d & -e, respectivamente. A partir desses ions precursores e
seguindo Ciminiello et al. (2010), os ions correspondentes aos fragmentos de
[M+H-B fragdo-H,O]" foram adquiridos durante o experimento de MRM. Os ions
monitorados foram 327 m/z para OVTX-a & OVTX-d, 371 m/z e 343 m/z para
OVTX-c & OVTX-e. Pela inexisténcia de padrbes das ovatoxinas a quantificacao
destas foi feita adotando curva de calibracdo de cinco pontos do padrao de
palytoxina e assumindo que as ovatoxinas produzem uma resposta molar

equivalente aquela da palytoxina.

4.4- Resultados
Com relagcédo as analises feitas na PUC, o espectro obtido mostrou dois

picos caracteristicos de ovatoxina em um extrato da cepa LCA-B7 com tempos de
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retengao de 12,94 e 13,57 minutos e massas de 1325.47 m/z e 1317.38 m/z e um
pico relacionado a palytoxina com tempo de retengdo de 13,28 min e massa de
1339.66 m/z (Anexo 1a). Trés outros picos foram encontrados (Anexo 1b), mas
estes nao foram caracteristicos de analogos de palytoxina.

O método LC-MS/MS possibilitou detectar em todas as amostras analisadas
(das cepas LCA-E7 e LCA-B7) quatro tipos de ovatoxinas descritos recentemente
por Ciminielo et al. (2010): ovatoxina-a (OVTX-a), ovatoxina-b (OVTX-b), ovatoxina-
c (OVTX-c) e ovatoxina-d+e (OVTX-d+e) com tempos de retencdo de 13,78, 13,54,
13,68 e 13,94 minutos, respectivamente (Figura 4.2). A presenga de mistura de
compostos relacionados a palytoxina (“putative palytoxin” - pPTX) foi detectado em
apenas um dos extratos (amostra 1) com tempo de retengdo de 12,52 minutos
(Figura 4.2) e concentracdo de 0,62 pg.cel ~' (Tabela 4.1). As concentracdes de
OVTX-a, OVTX-b, OVTX-c e OVTX-d+e em cada amostra estdo apresentadas na
tabela 4.1.

Em geral, ovatoxina-a e ovatoxina-b foram os compostos que apresentaram
maiores concentracées nos extratos das cepas LCA-E7 e LCA-B7 e representaram
entre 45 e 95% do total da concentragao celular de ovatoxinas + pPLTX. Apenas
nas amostras 3 e 5 (cepa LCA-E7) a porcentagem de OVTX-a+b foi similar as de
OVTX-ctd+e e a razdo OVTX-a+b/OVTX-c+d foi proxima a 1 (0,9 e 0,8,

respectivamente). Nas outras amostras essa razao variou entre 2,5 e 19.

58



L 8964 > 3432
Ovatoxina- e
8964 > 343,2 |
&
8
0.00 200 4m £.00 800 1000 12.00 14.00 16.00 1800 2000 7200 24,00
13,84 596453272
|"|
Ovatoxina-d |||
896.4 > 327,2 |
4
|| I|I
| '\
Al
] L4 T 1] 1 1 A | AL L] * 1 X [ 1] L4 L] T i IJ' 1 = 1] 1 T b I.I.III L} 1 1
000 200 40 £.00 800 1000 12.00 14.00 16.00 1800 2000 7200 24,00
13,68 911158712
Ovatoxina-c |r
911,1 > 371,2 |
| L=
} n
al '\ Tempo (min)
a'l \u_.\
2' T T T L | T e | AR AR B T AL R 1 LEY T § v 1. J\l 1
000 2.00 40 £.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 1800 2000 200 24.00
win 891.1> 8212
f
Ovatoxina-a | \I
891,1>327,2 L5 ||
%] I
[\
[\
[ ]
y' s
6 T TT vl ™ T T ™ T T R | 'ITJ’_I\-:I Ill S W T T 1
000 200 4 600 800 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 24.00
13,54 wET> 92
Ovatoxina-b '
905.7 > 371,2 |
2
5 ! S
1 i I L L | | I 1 1 L | | 1 L | LA | 1 LI L | BLRELEL LN ) T 1 1
000 2 0 600 800 1000 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 24,00
12,52 307.1 > 3272
Palytoxina
907.1 > 327,2 |_> |
| e J ‘
[ \ A A Tempo (min)
10 A ,'I__}V \.-"‘v"“l Wpe oa A AAANAAN AN n
i 1 T 1 L | 1 1 T | 1 L L 1 U 1 L 1 1 ] It 1 v
000 200 400 600 800 10.00 12.00 14.00 16.00 1800 2000 200 2400

Figura 4.2. Cromatrogramas de identificagdo de PLTX e OVTX-a,-b, -c, -d, -e em

extratos de Ostreopsis cf. ovata.
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4.5- Discussao

As concentragbes de ovatoxina-a, -b, -c & -d+e em extratos das cepas LCA-
E7 e LCA-B7 obtidas no presente estudo, usando LC-MS/MS, foram maiores, mas
na mesma ordem de magnitude, que as concentragdes reportadas na literetaura.
Ciminiello et al. (2010) analisaram cepa de O. ovata isolada do Mar Adriatico (Mar
Mediterraneo) cultivada em meio f2/5 a 20 °C, fotoperiodo de 16:8 h e irradiancia de
90 pymol de fluxo de fétons m?s™; e reportaram concentragdes de OVTX-a, OVTX-b,
OVTX-c e OVTX-d+e de 18, 9, 2 e 4 pg.cel” , respectivamente. Guerrini et al. (2010)
usaram meétodo de LC-MS/MS descrito por Ciminiello et al. (2008) e encontraram
ovatoxina-a e mistura de compostos relacionados a palytoxina (pPLTX) em
concentracdes de 42,17 e 3,63 pg.cel”, respectivamente, em uma cepa de O. ovata
isolada do Mar Adriatico e concentragdes de 32,70 e 1,91 pg.cel'1 de OVTX-a e
pPLTX em cepa isolada do Mar Tirreno, Italia. As duas cepas foram cultivadas a 20
°C, fotoperiodo de 16:8 h e irradiancia de 90 pmol de fluxo de fétons m?s™. Outra
cepa de O. ovata isolada da costa da Liguria (Italia) e cultivada a 25 °C, fotoperiodo
de 16:8h apresentou 3,85 pg.cel” de OVTX-a e 0,55 pg.cel” de pPLTX (Ciminiello et
al., 2008) (Tabela 4.2).

Com relagdo ao tempo de cultivo, em geral, as amostras correspondentes a
fase estacionaria de crescimento, apresentaram concentracdées mais elevadas de
ovatoxinas. Granéli et al. (2011) também constataram que a concentragcdo de
toxinas por célula mensurada por ensaio hemolitico variou com a fase de
crescimento e foi maior durante a fase de declinio. Guerrini et al. (2010) detectaram
por LC-MS/MS concentragdes significativamente mais altas de pPLTX e OVTX-a em
extratos de culturas concentradas na fase estacionaria que na fase exponencial de
crescimento. O mesmo ocorreu em analises efetuadas para determinar as
concentracbes das toxinas dissolvidas no meio de cultivo. Guerrini et al. (2010)
sugerem que o acumulo das toxinas no meio ao longo do cultivo de O. cf. ovata
ocorra devido a ruptura de células que acumularam toxina até a fase estacionaria de
crescimento. Essa liberacdo de toxinas pode ser uma explicagcao para os efeitos
destas sobre organismos marinhos e banhistas através do spray marinho (Guerrini
et al., 2010).
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O maior valor de concentracédo total de ovatoxinas por célula encontrado
neste estudo (468 pg.cel™) refere-se & amostra 6 da cepa LCA-B7, concentrada na
fase estacionaria de crescimento. Em laboratério nota-se que a cepa LCA-B7 cresce
mais lentamente que a cepa LCA-E7. O crescimento mais lento de LCA-B7 é uma
provavel razao para o maior conteudo de toxinas encontrado em suas células, ja
que com taxa de divisdo celular mais baixa as toxinas sdo acumuladas nas células.

Granéli et al. (2011) reportaram que a toxicidade de O. ovata é influenciada
pela temperatura e que temperaturas mais baixas (20-22 °C) induzem a maior
toxicidade por célula, ja que nessas temperaturas o crescimento é mais lento e as
toxinas se acumulam nas células (Granéli et al., 2011). No presente estudo, uma
cultura da cepa LCA-E7 mantida a 20 °C (amostra 3) apresentou concentragéo de
ovatoxinas semelhante aquelas mantidas a 24 °C. Isso ocorreu, provavelmente, por
nao haver diferenga significativa entre a taxa de crescimento a 20 e 26 °C (Capitulo
2), sendo improvavel que o crescimento a 24 °C seja diferente.

A toxicidade das cepas analisadas no presente estudo ja havia sido avaliada
anteriormente por ensaios de hemdlise, com eritrocitos de coelho, nos quais a
porcentagem de hemdlise foi proporcional ao nimero de células correspondente a
cada extrato e foi completa ou parcialmente inibida por ouabaina (1 mM) (Corréa,
2008). Nesses testes foi observado que extratos contendo mais que 70.000 células
de O. cf. ovata provocaram 100% de hemdlise (Corréa, 2008 - Graficos de
hemolise, Anexo 2).

Considerando as amostras 1, 3, 4 e 5 (Tabela 4.1) analisadas no presente
estudo por LC-MS/MS que referem-se a culturas concentradas na fase exponencial
de crescimento (fase em que as culturas usadas nos ensaios de hemolise foram
concentradas), a faixa de concentragéo total de ovatoxinas por célula variou de 60 a
200 pg.cel’ (Tabela 4.1). Fazendo uma relagdo com os dados de hemdlise
apresentados em Corréa (2008), as 70.000 células capazes de causar 100% de
hemolise corresponderiam entre 4.200 e 14.000 ng de ovatoxinas ou 42 a 140 ng
OVTX.ul (o volume de cada extrato de toxinas + solugdo salina + solugado de
eritrocitos foi de 100 ul).

Cepas de O. ovata provenientes de regides tropicais ja foram consideradas
como de limitada toxicidade (Tindall et al.,1990; Nakajima et al., 1981). Tindall et al.
(1990) estudaram a toxicidade de duas cepas de O. ovata isoladas das llhas

Virgens e mantidas a 28 °C usando bioensaio com camundongos, enquanto
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Nakajima et al. (1981) estudou cepas de O. ovata isoladas da llha de Ishigaki,
Okinawa, Japéo, e crescidas a 25 °C usando bioensaio com camundongo e ensaio
de hemolise. A diferenga na toxicidade entre as cepas de O. ovata isoladas do
Brasil, Japao e Caribe pode ter ocorrido em decorréncia de variagdes nas condi¢des
de cultivo e dos métodos analiticos empregados ou de caracteristicas genéticas
intrinsecas de cada cepa.

Considerando a toxicidade apresentada pelas cepas analisadas e as
frequentes floragdes de O. cf. ovata na costa do Rio de Janeiro, torna-se importante
o planejamento de programas de monitoramento dessas floragdes (medidas das
densidades de O. cf. ovata) e das concentracdes de ovatoxinas em organismos

marinhos usados na alimentacdo humana.
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CAPITULO 5

5.1- Discussao Geral

Deve-se considerar que um complexo conjunto de fatores pode estar
envolvido na formacgao de floragbées de dinoflagelados epi-bentdnicos. Estes incluem
a turbuléncia da agua, disponibilidade de substrato para fixagdo, intensidade
luminosa, precipitagdo e concentragéo de nutrientes (Tindall e Morton, 1998), além
da interacdo com seus competidores, predadores e parasitas. Essa complexidade
explica as respostas variaveis que certas espécies podem apresentar quando um
determinado parametro é avaliado em regides e/ou momentos distintos.

Neste estudo foram abordados a influéncia da temperatura sobre as taxas de
crescimento de O. cf. ovata e a habilidade desta espécie em realizar mixotrofia;
tendo como objetivo extrair informagdo sobre essas questdes que podem ser
partes-chave da explicagao da formacao de floragdes por O. cf. ovata.

A cepa LCA-E7 de O. cf. ovata apresentou maiores taxas de crescimento
quando cultivada em maiores temperaturas. Esse resultado € corroborado por
outros estudos que relacionaram a temperatura ao crescimento de cepas e
populagdes naturais de O. cf. ovata (Zingone et al., 2010; Granéli et al., 2011;
Mangialajo et al., 2008; Tognetto et al., 1995).

Os ensaios de mixotrofia mostraram evidéncias de que o processo de
osmotrofia se mostrou mais freqliente que a fagotrofia na comunidade de
dinoflagelados epi-bentonicos estudada. Além disso, uma maior proporcdo da
populacdo de O. cf. ovata estudada, em relacdo as demais espécies, apresentou
evidéncia de osmotrofia e é possivel que este processo desempenhe algum papel
para a dominancia dessa espécie.

Considerando os efeitos potenciais causados pelas floragdes de O. cf. ovata,
a toxicidade das cepas isoladas da costa do Rio de Janeiro foi investigada e revelou
que as mesmas produzem ovatoxinas (OVTX-a, OVTX-b, OVTX-c e OVTX-d+e). A
toxicidade de certas espécies pode ser afetada por fatores como a fase de
crescimento, temperatura, salinidade, luz e concentragdo de nutrientes (Edvardsen
e Paasche, 1998). E provavel, portanto, que as concentracdes de toxinas em
populagdes naturais de O. cf. ovata variem com as condicdes ambientais. Sendo
assim, estudos futuros relacionados ndo sé aos fatores que podem influenciar a
formacao de floragdes de O. cf. ovata na costa do Rio de Janeiro, mas também a
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influéncia destes e outros fatores na toxicidade dessas floragbes virdo a
complementar os resultados aqui apresentados.

Tais estudos sdo necessarios a fim de fundamentar o planejamento de
programas de monitoramento de floragcbes de O. cf. ovata na costa do Rio de

Janeiro.

5.2- Conclusoées

- O. cf. ovata (cepa LCA-E7) apresentou maiores valores de taxa de
crescimento e o rendimento maximo a 20 e 26 °C do que a 16 °C. Esse resultado
indica que temperaturas mais elevadas podem otimizar o crescimento da populacao
de O. cf. ovata e por isso a densidade dessa espécie deve ser monitorada
principalmente durante os meses mais quentes.

- Apenas uma pequena proporgao (menos de 0,5 %) da populagdo de O. cf.
ovata estudada apresentou indicio de fagotrofia. Contudo, uma parcela significativa
desta populacdo (46 %) apresentou marcagdo difusa pelo LysoSensor, que foi
interpretada como evidéncia de osmotrofia. Células de Coolia sp. e Prorocentrum
spp. também foram marcadas pelo LysoSensor, representando cerca de 25 % e 16
% da populagao de cada espécie, respectivamente.

- A evidéncia de osmotrofia se mostrou mais frequente na comunidade de
dinoflagelados epi-bentdnicos no més de verdo (dezembro), quando a densidade
desses organismos foi maior. Além disso, O. cf. ovata, espécie dominante na
maioria das estagdes amostradas, apresentou maior parcela de sua populagdo com
atividade osmotrofica.

- Os ensaios de mixotrofia possibilitaram a observacao de inclusdes esféricas
de fluorescéncia alaranjada em células de O. cf. ovata. Tais estruturas ndo foram
relacionadas a processo de fagotrofia, como anteriormente sugerido por outros
autores.

- Analises em LC/MS-MS propiciaram a deteccao de pPLTX, OVTX-a, OVTX-
b, OVTX-c e OVTX-d+e nas cepas de O. cf. ovata (LCA-E7 e LCA-B7) isoladas da
Praia da Tartaruga, Armacao dos Buzios, Rio de Janeiro. Em geral, os compostos
OVTX-a e OVTX-b apresentaram maiores concentragdes nos extratos analisados.

- As concentragdes de toxinas produzidas pelas cepas de O. cf. ovata no

presente estudo foram mais elevadas, apesar de na mesma ordem de magnitude,
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que as concentragdes ja reportadas na literatura para cepas de O. cf. ovata do Mar
Mediterraneo.

- Notou-se uma tendéncia de maior concentragao de ovatoxinas em culturas
concentradas na fase estacionaria de crescimento comparada aquelas
correspondentes a fase exponencial, como relatado em outras cepas de O. cf.
ovata.

- A toxicidade apresentada pelas cepas coletadas na costa do Rio de Janeiro
confirma o risco que frequentes floragcdes de O. cf. ovata podem representar nessa

regiao.
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ANEXO 2
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Resultado de ensaios de hemdlise descritos por Corréa (2008). a) Variagao da
absorbancia a 540 nm com o numero de células de Ostreopsis cf. ovata. b, ¢ & d)
Porcentagem de hemdlise com o numero de células de Ostreopsis cf. ovata. CN —
controle negativo; CP- controle positivo. a, b & c) cepa LCA-E7. d) cepa LCA-B7.
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