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RESUMO

Alguns estudos em laboratério mostram que as microcistinas exercem efeitos alelopaticos
sobre organismos da biota aquatica. No entanto, os desenhos experimentais testam
concentracdes dificilmente encontradas nos ambientes naturais (acima 10 pg.L™), o que torna
imprecisa a afirmagdo das microcistinas atuarem como compostos alelopaticos. Nosso estudo
teve por objetivo avaliar os efeitos das microcistinas, em concentracBes usualmente
encontradas em condicBes naturais, sobre o crescimento de linhagens de microalgas verdes
(Monoraphidium convolutum e Scenedesmus acuminatus). Para tanto foram realizados
cultivos mistos, entre cianobactérias e microalgas verdes e cultivos dessas microalgas verdes
com adicdo de extratos brutos de cianobactérias produtoras e ndo-produtoras de microcistinas.
Foram utilizadas duas linhagens clonais ndo-axénicas de cianobactérias: Microcystis
aeruginosa (produtora de microcistinas — MC+) e Microcystis panniformis (ndo-produtora —
MC-). Os experimentos foram desenvolvidos sob condi¢Bes controladas em laboratério
(erlenmeyers com capacidade 1000 mL, com 600 mL de volume final de cultura, em meio
BG11, pH 7,4 temperatura 24 + 1°C, 14h:10h fotoperiodo (claro:escura), 40pmol.m?s? de
intensidade luminosa). Foi observado que em cultivos mistos, tanto as microalgas verdes
quanto as cianobactérias apresentam reducéo de crescimento atribuida a alteracGes na taxa de
crescimento especifico. M. aeruginosa (MC+) teve a produgdo de microcistinas elevada no
cultivo com M. convolutum, no entanto, com S. acuminatus a producdo ndo foi alterada. O
crescimento das microalgas verdes nédo foi alterado nos tratamentos com adicdo de extrato
brutos de células de M. aeruginosa (MC+) contendo 5ug.L™ e 10pug.L™ de microcistinas
totais. Igualmente, para os tratamentos com extratos de M. panniformis (MC-) o crescimento
dessas microalgas verdes ndo foi alterado. Os nossos resultados ndo suportam a fungéo

alelopatica das microcistinas, pelo menos sobre o crescimento dessas microalgas verdes.

Palavras-chave: alelopatia; cianobactéria; cultivos mistos; Microcystis; producdo de

microcistinas
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ABSTRACT

Some laboratory studies had shown that microcystins exert allelopathic effects on organisms
of the aquatic biota. However, the experimental designs rarely test concentrations found in
natural environments (above 10 pg.L™), which makes uncertain the action of microcystins as
allelopathic compounds. Our study aimed to evaluate the effects of microcystins in
concentrations usually found in natural conditions on the growth of strains of green
microalgae (Monoraphidium convolutum and Scenedesmus acuminatus). For this purpose
mixed cultures containing cyanobacteria and green algae were analyzed. Cultures of
microalgae with the addition of crude extracts of cyanobacteria microcystin-producing and
non-microcystin-producing were also performed. Two non-clonal axenic strains of
cyanobacteria were used: Microcystis aeruginosa (microcystin-producing — MC+) and
Microcystis panniformis (non-producer-producing — MC-). The experiments were conducted
under controlled laboratory conditions (Erlenmeyers with a capacity of 1000 mL, with 600
mL of final volume of culture in BG11 medium at pH 7.4, temperature 24 + 1 ° C,
photoperiod 14h: 10h (light:dark), 40 umol.m?.s™ light intensity). It was observed that in
mixed cultures, both green microalgae and cyanobacteria had their growth reduced, which
was observed when analyzing variations in specific growth rate. The microcystin production
by M. aeruginosa (MC +) increased when it was in cultured together with M. convolutum.
However when cultured with S. acuminatus the production did not change. The growth of
green microalgae has not changed in treatments with addition of crude cell extracts of M.
aeruginosa (MC +) containing 5ug.L™" and 10ug.L™ of total microcystins. Similarly, for the
treatments with addition of crude cell extracts of M. panniformis (MC-) the growth of these
green microalgae did not change. Our results do not support of the allelopathic function of

microcystins, at least in the growth of these green microalgae.

Key words: allelopathy, cyanobacteria, mixed cultures, Microcystis, production of

microcystin.



1. INTRODUCAO

As cianobactérias sdo organismos procariontes (fotossintetizantes) e de morfologia
simples (unicelulares, coloniais ou filamentosas), encontradas em diversos habitats, tais como
agua doce, marinha, salobras, ambiente terrestre (CARMICHAEL, 1994). Nos ambientes
aquaticos, esses organismos, juntamente com 0s microeucariontes fotossintetizantes,
compdem o fitoplancton, comunidade responsavel pela producdo priméria (LEFLAIVE e
TEN-HAGE, 2007). Em especial, as cianobactérias de agua doce sdo amplamente estudadas
dentre os aspectos morfoldgicos, ecoldgicos, bioguimicos e fisiologicos, devido a sua
importancia para lagos e reservatorios (BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLICA, 2003).

Nos ecossistemas aquaticos de agua doce, as cianobactérias vém desenvolve um
grande problema ecoldgico, devido ao crescimento elevado de algumas populacdes. Esse
fendmeno que ocasiona mudancas na coloracdo e no odor da dgua denomina-se floracdes ou
blooms (CHORUS e BARTRAM, 1999). As floracGes de cianobactérias se apresentam como
uma consequéncia indesejada de diversos fatores ambientais nos ecossistemas aquaticos
(condicgbes eutroficas, pH alcalino, baixa luminosidade, elevadas temperaturas) (SHAPIRO
1990; SMITH, 1996). Durante esses eventos a abundancia relativa das cianobactérias é
elevada, enquanto as microalgas verdes, diatoméceas e fitoflagelados diminuem em

importancia no plancton.

Outra caracteristica das cianobactérias é a capacidade de sintetizar diversos
metabolitos secundarios. Esses organismos sdo considerados rica fonte de metabolitos
secundarios biologicamente ativos, isto é, de compostos ndo utilizados em seu metabolismo
primario, muitos dos quais com possivel potencial farmacologico (CARMICHAEL, 1992).
Entre esses, os mais conhecidos sdo as cianotoxinas, classificadas de acordo com a sua
estrutura quimica (alcaldides, peptideos ciclicos e lipopolissacarideos) e em funcéo da agdo
farmacoldgica (neurotoxicas, hepatotoxicas e dermatoxicas) em mamiferos (CHORUS e
BARTRAM, 1999). Esses compostos podem ser acumulados na cadeia tréfica, ocasionando
diferentes sintomas de intoxicacdo e efeitos crbnicos, muitas vezes dificeis de serem
diagnosticados (BITTENCOURT-OLIVEIRA e MOLICA, 2003). Mortandades de peixes,
animais silvestres e domésticos ja foram registradas em diversas partes do mundo
(CARMICHAEL, 1992), além da contaminacdo em humanos (JOCHIMSEN et al., 1998;
CODD et al., 1999; YUAN et al., 2006).

Nas Ultimas décadas tem se observado um crescente aumento em escala global de

floragdes de cianobactérias formadas por espécies toxicas, com sérias implicaces sociais e
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econdmicas, devido a degradacdo dos recursos hidricos. Os graves impactos socio-
econdmicos tém atraido atencdo para compreensdo dos fatores e mecanismos ambientais que
promovem essas floragdes de cianobactérias toxicas. Tem sido sugerido que as cianotoxinas
conferem alguma vantagem competitiva as espécies produtoras (JONSSON et al., 2009). No

entanto, pouco se sabe sobre a fungéo natural desses compostos.

Um dos possiveis mecanismos que poderia explicar as floracdes de cianobactérias
toxicas relaciona a atuacdo dessas toxinas na defesa contra os predadores. Este mecanismo €
suportado por trabalhos que apontam que espécies produtoras de toxinas ndo sao escolhidas
pelos predadores, além disso, a presenca do predador pode induzir a producdo de toxina
(PIRES et al., 2002). Outro mecanismo que poderia explicar € que a liberacdo dessas toxinas
pode inibir o crescimento ou a sobrevivéncia de espécies competidoras (microalgas e plantas

aquaticas), através de processos alelopaticos (JANG et al., 2003).

A alelopatia € um fendmeno evidenciado em ambientes aquaticos e terrestres, e se
caracteriza pela competicdo por interferéncia mediada quimicamente (LEFLAIVE e TEN-
HAGE, 2007). No contexto geral, os efeitos alelopaticos, abrangem as interacdes
biogquimicas, tanto de estimulos quanto de inibicdo de crescimento, entre diferentes produtores
primarios ou entre estes e microorganismos (MOLISCH, 1937; RICE, 1984). Alguns estudos
vém demonstrando que as cianotoxinas atuam, principalmente, como compostos alelopéticos
contra os competidores naturais das cianobactérias exercendo efeito de reducdo de
crescimento, no conteudo de clorofila e da capacidade fotossintética (PIETSCH et al., 2001;
KEARNS e HUNTER, 2000, 2001; PFLUGMACHER, 2004). Esses estudos experimentais

séo baseados principalmente em microcistinas.

As microcistinas sdo conhecidas como metabdlitos secundarios extremamente toxicos
que podem ser produzidos por géneros de cianobactérias comumente formadoras de floraces
(Anabaena, Microcystis, Planktothrix) (SIVONEN e JONES, 1999). Em ambientes naturais
0s niveis de toxicidade das microcistinas sdo medidos atraves das suas concentragfes no meio
aquatico. Os estudos mostram que as concentra¢des de microcistinas em ecossistemas de agua
doce geralmente sdo menores de 10,0ug.L™, exceto durante colapsos de floracdes (Tabela 1).
Poucos trabalhos revelaram os efeitos das microcistinas em concentragbes geralmente
encontradas nos ambientes naturais (KEARNS e HUNTER, 2000, 2001; PIETSCH et al.,
2001; HU et al., 2004). Em contrapartida, um maior numero de estudos evidenciou alteracdes
de crescimento de espécies fitoplanctdnicas, ocasionado pelas microcistinas, em altas

concentragdes que ndo sdo usualmente encontradas no meio ambiente (SEDMAK e KOSI,
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1998; SINGH et al., 2001; VARDI et al., 2002; HU et al., 2004, 2005; SUIKKANEN et al.,
2004; OU et al., 2005; BABICA et al., 2007).

Tabela 1. Estudos que investigaram as concentragdes de microcistinas em ambientes naturais

e as respectivas concentracdes encontradas (SIVONEN e JONES, 1999).

Local Concentracédo de Meétodo de analise  Referéncia

microcistinas (ug.L™)

Australia 3,0-1.800 HPLC Jones e Orr (1994)
Estados Unidos 0,07 - 200 ELISA McDermott et al. (1995)
China 0,05-1,60 ELISA Ueno et al. (1996a)
Alemanha 0,07 - 0,76 ELISA Ueno et al. (1996b)
Tailandia 0,08 - 0,35 ELISA Ueno et al. (1996Db)
Japéo 0,02 - 3,80 HPLC Tsuji et al. (1996)
Japédo 5,60 ELISA Ueno et al. (1996Db)
Finlandia 0,06 - 0,21 HPLC e ELISA Lahti et al. (1997)
Japéo 0,08 - 0,80 ELISA Nagata et al. (1997)

Nesse panorama, acredita-se que concentracfes de microcistinas ambientalmente
relevantes, ou seja, aquelas usualmente encontradas nos ambientes naturais nao alteram o

crescimento de competidores naturais das cianobactérias (BABICA et al., 2006).

Dessa forma, no intuito de contribuir para o conhecimento sobre a funcdo natural das
cianotoxinas nossa pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos das microcistinas sob
condigdes controladas, em concentracdes usualmente encontradas em condi¢des naturais,
sobre o crescimento das microalgas verdes frequentemente encontradas na comunidade
fitoplanctdnica junta a espécies produtoras de microcistinas: Monoraphidium convolutum

(Corda) Komarkova-Legnerova e Scenedesmus acuminatus (Lagerheim) Chodat sob.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ALELOPATIA E SUAS CONSEQUENCIAS

A alelopatia trata-se de um fenbmeno em crescente investigacdo nos ambientes
aquaticos. Leflaive e Ten-Hage (2007) afirmam que para esses ambientes o papel ecoldgico
dos compostos alelopéticos esta cada vez mais claro dentro das comunidades fitoplancténicas,
pois essas substancias atuam em eventos de sucessdo ecoldgica e na formacao de floracdes de

microalgas nos ambientes naturais.

De acordo com esses autores, a sucessdo de espécies fitoplanctdnicas tem sido
explicada como uma conseqiiéncia da competicdo e que o periodo de dominéncia de uma
espécie depende diretamente da sua capacidade competitiva. Wolfe (2000) afirma que uma
espécie que produz compostos alelopaticos tem vantagens sobre seus concorrentes. O que

corrobora que a alelopatia explica, em parte, a sucessdo de espécies nos ambientes aquaticos.
2.2. A ALELOPATIA E AS FLORAGOES DE FITOPLANCTONICAS

Alguns estudos descrevem a sucessao de microalgas e a formacdo de floracdes de
espécies fitoplanctdnicas relacionadas com a producdo de compostos alelopaticos
(RENGEFORS e LEGRAND, 2001; TAKAMO et al., 2003; CHIANG et al., 2004).

Rengefors e Legrand (2001) evidenciaram que o dinoflagelado de &gua doce
Peridinium aciculiferum Lemmermann produz algum composto alelopatico causador de lise
celular no seu concorrente natural, Rhodomonas lacustris Pascher & Ruttner. A producdo de
composto alelopatico foi referenciado como uma maneira de compensar a desvantagem
competitiva (baixa taxa de crescimento e baixa absorcdo de crescimento) de P. aciculiferum
devido a seu grande tamanho, favorecendo a sua dominancia. Além disso, as células de R.

lacustris lisadas liberam nutrientes que suportam o crescimento desse dinoflagelado.

O estudo realizado por Takamo et al. (2003) compararam o0 crescimento da
cianobactéria Phormidium tenue (Meneghini) Gomont na presenca de diatomaceas, com e
sem germanio, um inibidor de crescimento de diatomaceas. Os autores demonstraram que 0
crescimento de P. tenue foi inibido com aumento da biomassa das diatomaceas. Em
contrapartida, quando adicionado o inibidor de crescimento de diatomaceas (germanio) P.
tenue se desenvolvia normalmente. Contudo, ndo foi identificada qualquer substancia

produzida pelas diatoméaceas.
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Durante florages da microalga verde Botryococcus braunii Kitzing, hé& liberacéo
acidos graxos livres com efeitos adversos sobre o fitoplancton e varias espécies de
zooplancton (CHIANG et al., 2004). Durante essas floragbes, Chiang et al. (2004)
observaram correlacdo negativa entre densidade de espécies fitoplanctonicas e
zooplancténicas e a concentracdo de acidos graxos livres. Estes resultados sugerem uma
relacdo entre a formacgdo e o desaparecimento de floragOes e a producdo de compostos

alelopaticos que elimina os competidores e predadores.
2.3. SUBSTANCIAS ALELOPATICAS E CIANOTOXINAS

De maneira geral, os compostos alelopaticos incluem &cidos graxos, alcaldides,
peptideos ciclicos, terpenos e compostos organicos volateis, e apresenta diversos modos de
acdo: inibicdo de fotossintese (SMITH e DOAN, 1999), inibicdo de enzimas (JUTTNER e
WU, 2000), paralisia celular (KEARNS e HUNTER, 2001) e inibi¢do na sintese do &cido
nucléico (DOAN et al., 2000). Alguns compostos alelopéticos ja foram isolados a partir de
cianobactérias, tais:  fischerelinas,  hapalindoles, calothrixinas, = kasumigamide,
nostocyclamides e microcina SF608 (PAPKE et al., 1997; DOAN et al., 2000; ISHIDA e
MURAKAMI, 2000; JUTTNER et al., 2001; WIEGAND et al., 2002).

Sobre a cianotoxinas sabe-se que incluem alcal6ides, peptideos ciclicos e
lipopolissacarideos e se caracterizam por serem inibidores de enzimas e por interferir nos
receptores de membrana celular (CHORUS e BARTRAM, 1999). A classificacdo destes
compostos ocorre pela sua acao toxica sobre diversos organismos. As principais cianotoxinas
identificadas sdo: anatoxina-a, anatoxina-a (s), cilindrospermopsina, saxitoxinas,
neosaxitoxinas, nodularina e microcistinas (SIVONEN e JONES, 1999).

2.4. EVIDENCIAS ALELOPATICAS DAS MICROCISTINAS

Para as cianotoxinas as primeiras evidéncias que essas substancias poderiam atuar
como compostos alelopaticos, foi registrada por Sedmak e Kosi (1998). Quando esses autores
obsevaram correlagdo negativa entre concentragfes de cianotoxinas (microcistinas) e

diversidade fitoplanctdnica no lago Bled na Eslovénia.

Diversos trabalhos iniciaram a investigacdo da acdo alelopatica das cianotoxinas,
principalmente das microcistinas, em competidores naturais das cianobactérias. Entre essas
investigacGes as microcistinas revelaram claros efeitos sobre plantas aquaticas, incluindo a

reducdo no crescimento, contetdo de clorofila e capacidade fotossintética, bem como
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alteracdes na composicdo de pigmentos das plantas (CASANOVA et al, 1999; WEISS et al,
2000; PFLUGMACHER, 2002).

Pflugmacher (2002) observou o efeito alelopatico da microcistina-LR sobre plantas
aquaticas, na concentragdo de 0,1 a 5 pg.L-1, em um ecossistema aquatico, baseando-se nos
resultados de producdo de oxigénio fotossintético, no padrédo de clorofila a e b e de taxa de

crescimento dessas plantas.

Mitrovic et al. (2005) observaram reducdo no crescimento e aumento da atividade da
enzima peroxidase nas plantas aquaticas livre flutuantes Lemna minor L. e Wolffia arrhiza
(L.) Horkel. ex Wimm. expostas durante cinco dias a concentragdes de 10.000 a 20.000 pg.L™

de microcistina-LR.

Nos estudos com microalgas, Sedmak e Kosi (1998) observaram, de um lado, que o
crescimento Monoraphidium contortum (Thuret) Komarkova-Legnerova, Scenedesmus
quadricauda (Turpin) Brébisson e Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing foi estimulado
quando expostas a concentragbes de microcistinas entre 104-509 ug.L™. Por outro lado, as
espécies Cryptomonas erosa Ehrenberg, Coelastrum microporum Nageli e Chroococcus
minutus (Kutzing) Négeli além de apresentaram inibicdo de crescimento, tiveram suas células
degradadas quando expostas as mesmas concentragoes.

Singh et al. (2001) observaram inibi¢do de crescimento e lise celular nas cepas de
Anabaena sp. BT1 e Nostoc muscorum C. Agardh quando expostas a concentracdes de
microcistinas-LR entre 25-50 pg.L™" durante seis dias, produzidas pela cianobactéria M.
aeruginosa.

Vardi et al. (2002) verificaram que a microcistina-LR em concentragdes em torno de
50pug.L™* provocam inibicdo da fotossintese e efeitos na atividade da proteina quinase no
dinoflagelado Peridinium gutanense Nygaard.

Ou et al. (2005) observaram que a espécie Poteriochromonas sp. (Chrysophyceae)
teve o crescimento estimulado quando expostas as microcistinas-LR e microcistinas-RR entre
100-4.000 pg.L™ ap6s observarem que a taxa de crescimento desta espécies foi elevada de 4 a
5 vezes em relacdo ao controle, indicando que as toxinas servem como estimulo de
crescimento para este organismo.

Nos experimentos realizados por Babica et al. (2007) foram testadas diferentes
concentracdes das microcistina-LR e RR (1 — 25.000 pg.L™) sobre cinco representantes das
microalgas verdes. As espécies alvos apresentaram diferentes respostas quando expostas a
microcistinas-RR ou LR. Porém baixas concentragdes de microcistinas (1 — 100 pg.L™) ndo
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causaram alteragcOes significativas sobre o crescimento das algas verdes. Scenedesmus
quadricauda apresentou inibi¢do de crescimento em elevadas concentra¢es de microcistinas
(25.000 pg.L™Y). Apenas para Chlamydomonas reinhardtii Dang e Pediastrum duplex Meyen
foram observadas diferentes respostas para as variantes de microcistinas testadas, porém em
concentragdes altas.

Poucos estudos mostraram efeitos alelopaticos das microcistinas, em concentraces
encontradas nos ambientes naturais (ver tabela 1), salvo excecdes relatadas nos trabalhos de
Kearns e Hunter (2000; 2001), Pietsch et al. (2001) e Hu et al. (2004).

Kearns e Hunter (2000; 2001) verificaram que a espécie Chlamydomonas reinhardtii
Dang. (UTEX 90) é sensivel a baixas concentraces microcistinas (10 pg.mL™) e anatoxina-a
(100 pg.mL™) semi-purificadas, extraidas de Anabaena flos-aquae Brébisson ex Bornet &
Flauhault (UTEX 1444). Os autores atribuiram as cianotoxinas a responsabilidade pela
reducdo da mobilidade, a inibicdo do crescimento de C. reinhardtii, além da paralisia nas

células, que ocasionou a sedimentacdo, influenciando na distribuicéo vertical deste taxon.

Pietsch et al. (2001) constataram que a alga verde Scenedesmus armatus (Chod.) GM
Smith quando exposta ao extrato bruto de cianobactérias numa concentracéo de 0,25 pg.L™ de

microcistinas sofrem reducdo da fotossintese e elevacdo da enzima peroxidase.

Em um experimento curto com a cianobactéria Synechococcus elongatus (Nageli)
Nageli, Hu et al. (2004) observaram que microcistina-RR na concentragéo de 10pg.L™ causou
alteracdes nao significativas no crescimento e na fisiologia dessa linhagem. Os efeitos mais
pronunciados e significativos s6 foram evidenciados em concentragdes mais elevadas (100 —
1000 pg.L-1) (Hu et al. 2004).
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1. REsumo

Alguns estudos em laboratorio mostram que as microcistinas exercem efeitos alelopaticos
sobre organismos da biota aquética. No entanto, 0s desenhos experimentais testam
concentracdes dificilmente encontradas nos ambientes naturais (acima de 10 pug.L™), o que
torna imprecisa a afirmagdo das microcistinas atuarem como compostos alelopaticos. Nosso
estudo teve por objetivo avaliar os efeitos das microcistinas, em concentragdes usualmente
encontradas em condicdes naturais, sobre o crescimento de linhagens de microalgas verdes
(Monoraphidium convolutum e Scenedesmus acuminatus). Para tanto foram realizados
cultivos mistos, entre cianobactérias e microalgas verdes e cultivos dessas microalgas verdes
com adicdo de extratos brutos de cianobactérias produtoras e nao-produtoras de microcistinas.
Foram utilizadas duas linhagens clonais ndo-axénicas de cianobactérias: Microcystis
aeruginosa (produtora de microcistinas — MC+) e Microcystis panniformis (ndo-produtora —
MC-). Os experimentos foram desenvolvidos sob condi¢Ges controladas em laboratorio .Foi
observado que em cultivos mistos, tanto as microalgas verdes quanto as cianobactérias
apresentam reducdo de crescimento, atribuida a alteracGes na taxa de crescimento especifico.
M. aeruginosa (MC+) teve a producdo de microcistinas elevada no cultivo com M.
convolutum, no entanto com S. acuminatus a producgéo nao foi alterada. O crescimento das
microalgas verdes, ndo foi alterado nos tratamentos com adigéo de extrato brutos de células de
M. aeruginosa (MC+) 5pug.L™ e 10ug.L™ de microcistinas totais. Igualmente, para 0s
tratamentos com extratos M. panniformis (MC-) o crescimento dessas microalgas verdes néo
foram alterados. Os nossos resultados ndo suportam a hipotese da funcéo alelopéatica das

microcistinas, pelo menos sobre o crescimento dessas microalgas verdes.

Palavras-chave: alelopatia; cianobactéria; cultivos mistos; Microcystis; producao de

microcistinas
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2. INTRODUCAO

A alelopatia se caracteriza como mecanismo de competi¢éo por interferéncia, mediada
qguimicamente, comumente evidenciada nos ambientes aquaticos (Leflaive e Ten-Hage 2007).
E abrange qualquer efeito de estimulo ou inibigdo de plantas terrestres e aquéaticas, bactérias,
fungos ou microalgas sobre o crescimento de um organismo alvo (Rice 1984). Os crescentes
estudos experimentais mostram que substancias como as cianotoxinas, encontradas nos
ambientes aquaticos de dgua doce, apresentam efeitos alelopaticos em competidores diretos
(microalgas e plantas aquaticas) das cianobactérias (Pietsch et al. 2001, Kearns e Hunter

2000, 2001, Pflugmacher 2004).

Os desenhos experimentais, em trabalhos de alelopatia com cianotoxinas, sdo baseados
principalmente com microcistinas, que sdo conhecidas pela sua alta toxicidade para
mamiferos (hepatotdxica), com registros de incidentes com humanos e animais (Jochimsen et
al. 1998, Codd et al. 1999, Yuan et al. 2006). E por serem compostos produzidos por géneros
de cianobactérias comumente encontradas nos ambientes naturais e formadoras de floracdes

(Anabaena, Microcystis, Planktothrix) (Sivonen e Jones 1999).

Poucos estudos registraram efeitos das microcistinas em concentragcdes semelhantes as
encontradas nos ambientes naturais (Kearns e Hunter 2000, 2001, Pietsch et al. 2001, Hu et al
2004). Em contrapartida, grande parte dos estudos observou alteragdes de crescimento de
especies fitoplanctdnicas ocasionada pela exposicao a altas concentragGes microcistinas
(Sedmak & Kosi1998, Singh et al. 2001, Vardi et al. 2002, Hu et al. 2004, Suikkanen et al.

2004, Ou et al. 2005, Babica et al. 2007).

De acordo com a revisao realizada por Sivonen e Jones (Sivonen e Jones 1999) as
concentracdes de microcistinas encontradas em ecossistemas aquaticos sdo menores que
10,0pg.L™, exceto durante colapsos de floracdes. Com base nesses relatos e nos resultados

encontrados em pesquisas anteriores, nosso estudo testou a hipdtese de que as concentracdes
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de microcistinas encontradas nos ambientes naturais ndo sao capazes de alterar o crescimento

de seus concorrentes diretos (Babica et al., 2006).

E tem como objetivo investigar os efeitos microcistinas sobre o crescimento de duas
microalgas verdes, em duas faixas de concentragdes, semelhantes as encontradas nos
ambientes naturais. As seguintes espécies de microalgas verdes foram testadas nos
experimentos: Monoraphidium convolutum (Corda) Komarkova-Legnerova e Scenedesmus
acuminatus (Lagerheim) Chodat, duas espécies frequentemente encontrada na comunidade
fitoplanctonica junta a espécies produtoras de microcistinas. Além de serem dois tdxons que
ndo foram testados em experimentos semelhantes. Para as cianobactérias: Microcystis
aeruginosa (Kutzing) Kitzing e Microcystis panniformis Komarek et al. por serem produtora

e ndo-produtora de microcistinas, respectivamente (Bittencourt-Oliveira 2003).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens e condicdes de cultivos

Foram utilizadas duas linhagens clonais e ndo-axénicas de cianobactérias, Microcystis
aeruginosa (Kutzing) Kitzing (BCCUSP232) produtora de microcistinas (MC+) e
Microcystis panniformis Komarek et al. (BCCUSP200) ndo-produtora (MC-) (Bittencourt-
Oliveira 2003), pertencentes ao Brazilian Cyanobacteria Collection of University of S&o
Paulo, e duas de microalgas verdes, Monoraphidium convolutum (CMEA/UFF0201) da
Colecéo de Microalgas Elizabeth Aidar e Scenedesmus acuminatust (UFSCar036) da

Universidade Federal de Sdo Carlos.

Todos os experimentos foram realizados em erlenmeyers com capacidade de 1.000
mL, com 600 mL de volume final de cultura, em meio BG-11, pH 7,4, segundo Rippka et al.

(1979) modificado por Bittencourt-Oliveira (2000) pela substituicdo do ferro citrato de
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amonia por cloreto férrico FeClz.H,0. Os experimentos foram realizados em camaras
climaticas nas condi¢des de 24 + 1°C de temperatura, fotoperiodo 14h:10h (claro:escuro) e
intensidade luminosa de 40 pmol.m2.s™ (fotdmetro LI-COR, mod. LI-250, com sensor

esférico subaquatico).
3.2. Obtencéo de Biomassa de Cianobactérias

Para a obtencdo de biomassa das cianobactérias e das algas verdes necessaria aos
experimentos (descrito posteriormente no item 3.5.b), foram cultivados, por linhagem,
aproximadamente 20 litros (L) de cultivos nas condi¢des e meio descritos ano item 3.1. O
crescimento ocorreu em diferentes erlemmeyers, entretanto, antes de serem submetidos a
centrifugacdo (etapa posterior) procedeu-se a homogeneizacao de todo o volume cultivado a
fim de garantir a uniformidade da biomassa resultante. O material resultante foi centrifugado
a 10.000 rpm, por 15 minutos a temperatura de 20°C. Posteriormente, os centrifugados foram
congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80°C até o processo de liofilizacdo e para as
cianobactérias produtora de toxica seguiu com a analise das concentracfes de microcistinas
por peso de massa seca (ver item 7.4). Apds a liofilizacdo o material foi estocado em freezer a

-20°C.
3.3. Analises de Microcistinas

As concentragdes de microcistinas foram determinadas através da técnica
imunoenzimatica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), com utiliza¢do do kit
BEACON microcistinas, placa para quantificagdo de microcistinas em agua (Beacon
Analytical Systems Inc.) de acordo com instrugdes do fabricante. As analises foram realizadas
com auxilio de uma leitora de microplaca (ASYS Hitech GmbH, Nordstrasse 4, modelo A —
5301 Eugendorf, Austria). A faixa de deteccio dos ensaios foi de 0,10 a 2,0 partes por bilh&o
(PPB) (ng.mL™). Previamente as anélises, as amostras foram sonicadas (Microson Ultrasonic

Cell Disruptor, Misonix, USA) para rompimento das células.
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3.4. Obtencédo dos Extratos Brutos das Linhagens de Cianobactérias

As massas liofilizadas com peso correspondentes as concentraces de MC totais a
serem utilizadas em cada experimento (ver Tabela 2) foram ressuspensas em tubos de vidro
ambar com 3mL &gua deionizada esterilizada e ultrassonicadas (Microson Ultrasonic Cell
Disruptor, Misonix, USA) em banho de gelo por cinco minutos (15W e 22,5kHz) para o
rompimento das células. Estes extratos foram utilizados imediatamente. O mesmo
procedimento foi realizado para a linhagem ndo toxica. Entretanto, para essa, as massas

usadas corresponderam ao peso (mg) das massas utilizadas para linhagem téxica.
3.5. Experimento de Interacdes alelopaticas
3.5.a. Microalgas verdes X Cianobactéria

Para examinar os possiveis efeitos alelopaticos entre cianobactérias (M. aeruginosa
(MC+) e M. panniformis (MC-)) e microalgas verdes (M. convolutum e S. acuminatus), foram
realizados cultivos mistos com células intactas: M. aeruginosa (MC+) com M. convolutm, M.
aeruginosa (MC+) com S. acuminatus, M. panniformis (MC-) com M. convolutum e M.

panniformis (MC-) com S. acuminatus.

As culturas foram iniciadas com densidade de células na proporcéo de 1:1, com 7,0 x
10° cel. L™ e 1,0x10° cel.mL™ nos tratamentos com M. convolutum e S. acuminatus,
respectivamente. Para cada linhagem foi realizado seu respectivo controle (unialgais). O
acompanhamento do crescimento das duas espécies foi diario e ocorreu durante 10 dias, a

partir da contagem do nimero de células.

Para avaliar a influéncia das microalgas verdes na producdo de microcistinas, foram
coletadas amostras, concomitantemente as retiradas para as contagens, no 1°, 7° e 10° dia. As

analises das concentracdes de microcistinas foram realizadas de acordo com o descrito no
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item 3.3. Nos cultivos de microalgas verdes com a linhagem nédo-tdxica (BCCUSP200) foram

retirados 0s mesmos volumes a fim de manter as mesmas condigdes e volume das culturas.
3.5.b. Microalgas verdes X Extratos Brutos de Cianobactérias

Para avaliar se microcistinas afetam o crescimento de microalgas verdes, foram
desenvolvidos experimentos de alelopatia conforme a Tabela 2, com tratamentos distintos
tanto para M. convolutum como para S. acuminatus, utilizando linhagem produtora e ndo-

produtora de microcistinas, em triplicata.

Os cultivos das microalgas verdes foram iniciados a uma densidade de 1,0 x 10°
cél.mL™ e mantidos nas condicdes descritas anteriormente. A adicdo dos extratos brutos foi
realizada 3 dias ap0s o indculo inicial. As massas de extratos brutos adicionadas aos cultivos
das microalgas verdes corresponderéo as concentracdes de MC desejada (5,0 e 10,0 pg.L™). A
determinacéo das concentracdes de microcistinas nos extratos brutos utilizados foi de acordo
como procedimento descrito no item 3.3. Para as linhagem nédo produtora de microcistinas foi
adicionado ao cultivo das microalgas verdes os extratos brutos nas mesmas propor¢des (massa

seca) da linhagem produtora de microcistinas.

Os efeitos alelopaticos foram testados a partir do acompanhamento do crescimento das

microalgas verdes, realizado durante 10 dias com a contagem do nimero de células.
3.6. Densidade celular e taxa de crescimento

O crescimento das linhagens foi determinado pela contagem do namero de células,
utilizando cdmara de Fuchs-Rosenthal com auxilio de um microscopio binocular (Nikon
E200, Melville, NY, USA), seguindo a metodologia de Guillard (1973). A taxa de

crescimento especifico () foi obtida de acordo com Fogg e Thake (1987).

3.7. Andlise Estatistica
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A partir dos resultados obtidos, para cada experimento, foi realizada a analise de
medidas repetidas lineares de modelo geral (GML) e teste de Tukey (SAS Institute Inc.,

versdo 9.2). Foi considerado com variacdo significativa para p < 0,05.

4. RESULTADOS

Tanto as cianobactérias (M. aeruginosa (MC+) e M. panniformis (MC-)) quanto as
microalgas verdes (M. convolutum e S. acuminatus) apresentaram reducéo significativa de
crescimento em comparacao aos seus respectivos controle (p < 0,05). (Fig. 1).
Consequentemente, as taxas de crescimento especifico das cianobactérias (M. aeruginosa
(MC+) e M. panniformis (MC-)) e microalgas verdes (M. convolutum e S. acuminatus)

reduziram significativamente nos cultivos mistos (p < 0,05) (Fig. 2).

Ao longo do experimento, M. aeruginosa (MC+) mostrou diferentes respostas sobre a
concentracdo de microcistinas totais por cota celular nos cultivos mistos com M. convolutum e
S. acuminatus. A concentracdo de microcistinas por cota celular no cultivo misto com M.
convolutum aumentou significativamente em comparacgéo ao controle (F = 15,42; p < 0,05)
(Figura 3A). No entanto, com S. acuminatus a concentra¢do de microcistinas totais por cota

celular ndo variou em relagéo ao controle (F = 0,14; p = 0,710) (Fig. 3B).

Nos cultivos unialgais de M. aeruginosa (MC+) (controle) observou-se a relagéo
inversa entre a densidade celular e a concentracdo de MC totais por cota celular (Figura 3A e

3B).

O crescimento das microalgas verdes (M. convolutum e S. acuminatus) nao foi
alterado com adicdo de extrato brutos de células de M. aeruginosa (MC+) com 5ug.L™ e
10pg.L™ de microcistinas totais (p < 0,05). Nos tratamentos com adi¢&o dos extratos de M.

panniformis (MC-). Igualmente, para os tratamentos com extratos M. panniformis (MC-) os
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crescimentos de M. convolutum e S. acuminatus ndo foram alterados com a massa
correspondente a da linhagem produtora de microcistinas para as concentragdes de 5pg.L™ e

10pg.L™" (p > 0,05) (Fig. 4).

5. DiIscussAo

Os experimentos mostraram que o crescimento de todas as linhagens testadas foi
significativamente reduzido nos cultivos mistos (Fig. 1). Esses resultados sdo atribuidos as
reducdes nas taxas de crescimento dessas linhagens (Fig. 2). A taxa de crescimento é reduzida
na presenca de um competidor (Li e Li 2010), como observado por Oberhaus et al. (2007) ao
realizarem monoculturas e experimentos de competicdo, com linhagens de cianobactérias
Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek e P. rubescens (De Candolle ex

Gomont) Anagnostidis & Komarek.

A alteracdo nas taxas de crescimento das linhagens estudadas pode ser explicada pela
disponibilidade de nutrientes no meio de cultura. Em vista que Chu et al. (2007) comprovou
que a limitacdo de nitrogénio e/ou fosforo reduz e altera as fases de crescimento de uma
linhagem de Microcystis flos-aquae (Wittrock) Kirchner. No nosso estudo as concentragdes
de nutrientes ndo foram avaliadas, no que se diz respeito a disponibilidade e absorg&o.
Entretanto, acreditamos que nos cultivos controle a disponibilidade de nutrientes € maior em
relacdo aos cultivos mistos, em vez que nesse ultimo estdo presentes duas linhagens com

crescimento ativo, 0 que consequentemente aumenta o consumo de nutrientes.

De fato, nos experimentos de cultivos mistos a competi¢ao por recursos ocorre e
interfere no crescimento das linhagens envolvidas (Oberhaus et al. 2007). Entretanto, nesses
tipos de experimentos, excluir as interacGes bioquimicas, e consequentemente 0s possiveis

efeitos alelopéticos, torna-se impraticavel (Inderjit e Del Moral 1997).
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Entretanto, ao longo dos nossos experimentos, Microcystis aeruginosa (MC+) mostrou
aumento significativo na producao de microcistinas quando cultivada com M. convolutum
(Fig. 3). Esse fenbmeno resulta possivelmente do efeito alelopatico das microcistinas
produzidas por M. aeruginosa. De acordo com Jang et al. (2006) o aumento da producéo de
microcistinas na presenca de um competidor representa uma resposta alelopatica. Alguns
estudos mostram que a producao de microcistinas € elevada na presenca de concorrentes
naturais (Jang et al. 2006; 2007, Leflaive e Ten-Hage 2007, Li e Li 2010) e que esse evento
trata-se de um mecanismo de competicdo. Dessa forma, M. aeruginosa teria usado essa
capacidade para inibir o crescimento de M. convolutum. No entanto, M. aeruginosa nao
alterou a producao de microcistinas na presenca de S. acuminatus, € mesmo assim o

crescimento dessa linhagem foi reduzido, o que nao corrobora com a hipotese da alelopatia.

Os resultados dos nossos experimentos mostraram que a exposicao a células de
Microcystis reduz o crescimento das microalgas verdes, independente da capacidade destas de
produzirr microcistinas. No entanto, a exposicdo a extratos de M. aeruginosa (MC+), nas
concentraces de microcistinas testadas (5 e 10ug.L™), foram ineficazez ou causaram fracas
alteracdes no crescimento de M. convolutum e S. acuminatus (Fig. 4). Alguns estudos
investigaram os efeitos de microcistinas em microalgas dentro da faixa de concentracfes
encontradas nos ambientes naturais. Kearns e Hunter (2000) observaram inibicdo de
crescimento de Chlamydomonas reinhardtii Dang. a exposicao a extratos semi-purificados de
Anabaena flos-aquae Brébisson ex Bornet & Flauhault com microcistinas em concentragéo de
10pg.L™. A mesma concentragdo de microcistina-LR purificada causou sedimentacéo e
inibicdo da mobilidade de C. reinhardtii (Kearns e Hunter 2001). Possivelmente os efeitos da
inibicdo de crescimento observado por Kearns e Hunter (2000) podem ter sido causado por
outro composto bioativo, potencialmente presente no extrato de A. flos-aquae, ndo presente
Nos Nossos extratos, obtidos a partir de linhagens de Microcystis. Outra possivel explicacéo é

C. reinhardtii ser mais susceptivel as microcistinas em comparacdo a M. convolutum e S.
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acuminatus. Babica et al. (2007) sugerem que os efeitos das microcistinas no fitoplancton é

especifico para cada espécie.

A exposicdo a microcistinas-LR ou RR, em concentracdes de 0,25 pg.L™, durante um
experimento de curta duracdo, reduziu a fotossintese e elevou atividade da enzima peroxidase
na microalga verde Scenedesmus armatus (Chodat) Smith (Pietsch et al. 2001). Hu et al.
(2004) observaram que concentracdes de microcistinas-RR (10pg.L™) causaram fracos
estimulos, ndo-significativos, sobre o crescimento e fisiologia (mudancas no contetdo de
pigmentos, carboidratos e proteinas, inibicdo da fotossintese) da cianobactéria Synechococcus
elongatus (Nageli) Nageli. Ha evidéncias de que microcistinas sdo capazes de afetar
parametros fisiologicos e bioquimicos em microalgas, em concentragdes encontradas nos
ambientes naturais, no entanto, raramente foi observada alteracdes de crescimento (Babica et
al. 2007). Esses resultados sobre os efeitos das microcistinas sobre o crescimento de

microalgas corroboram com 0 nosso estudo.

Babica et al. (2007) observaram que concentracdes abaixo de 10ug.L™ de
microcistinas foram ineficazes sobre o crescimento de cinco espécies de microalgas. Assim
como observado em nossa pesquisa. No entanto, encontraram efeitos significativos em
concentracdes elevadas (1000 pg.L™), para algumas linhagens e para diferentes variantes de
microcistinas (RR e LR). Outros estudos mostraram que apenas elevadas concentracGes de
microcistinas causam efeitos sobre o crescimento de microalgas sob condi¢des controladas,
em contrapartida a baixas concentracdes testadas (Singh et al. 2001, Vardi et al. 2002,

Suikkanen et al. 2004, Ou et al. 2005, Hu et al. 2004).

De maneira geral, nossos resultados, e assim como observados por outros estudos
(Kearns e Hunter 2000; 2001; Pietsch et al. 2001, Babica et al. 2007), ndo suportam a hipotese

da funcéo alelopética das microcistinas, pelo menos sobre o crescimento de outras microalgas.
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Figura 1. Curvas de crescimento na escala logaritmica (cel.mL™) ao longo do tempo (dias)
nos controles e cultivos mistos entre as cianobactérias e microalgas verdes. A —
Monoraphidium convolutum e Microcystis aeruginosa (MC+), B — M. convolutum e
Microcystis panniformis (MC-), C — Scenedesmus acuminatus e M. aeruginosa (MC+) e D —
S. acuminatus e M. panniformis (MC-). Controle microalga verde (O ), microalga verde no
cultivo misto (@), controle cianobactéria (A) e cianobactéria no cultivo misto (A). MC+ =
linhagem produtora de microcistinas e MC- linhagem né&o-produtora de microcistinas. Os
valores apresentados correspondem as médias das trés réplicas, as barras de erros representam

0 desvio padrdo (n=3).
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Figura 2. Taxa de crescimento (L) das cianobactérias e microalgas verdes nos controles ()

e nos cultivos mistos (J) ao longo do tempo. A — Monoraphidium convolutum e Microcystis

aeruginosa (MC+), B — M. convolutum e Microcystis panniformis (MC-), C — Scenedesmus

acuminatus e M. aeruginosa (MC+) e D — S. acuminatus e M. panniformis (MC-). MC+ =

linhagem produtora de microcistinas e MC- linhagem ndo-produtora de microcistinas. Os

valores apresentados correspondem as médias das trés réplicas, as barras de erros representam

0 desvio padrdo (n=3).
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Figura 3. Variacio da producéo de microcistinas por quota celular (fg.cel™) por Microcystis
aeruginosa (MC+) ao longo do tempo no controle (B ) e no cultivo misto (0) com
Monoraphidium convolutum (A) e Scenedesmus acuminatus (B). Os valores correspondem as

médias das trés réplicas e as barras de erros representam o desvio padréo (n = 3).
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Figura 4. Curvas de crescimento na escala logaritmica (cel. nL™) ao longo do tempo (dias) de

Monoraphidium convolutum (A) e Scenedesmus acuminatus (B) ao longo do tempo (dias) no

controle (@ ) e nos cultivos com extratos brutos de Microcystis aeruginosa (MC+)

correspondentes as concentracdes microcistinas de 5ug.L™ (O ) e 10pg.L™ (@ ) e com adicéo

de extrato de Microcystis panniformis (MC-) nas massas correspondentes as utilizadas nos
tratamentos 5ug.L™ (A )e 10pg.L™ (A ) da linhagem produtora de microcistinas. A adic&o

dos extratos foi realizada no terceiro dia de experimento, seta indicando (). MC+ =

linhagem produtora de microcistinas e MC- linhagem n&o-produtora de microcistinas. Os

valores correspondem as médias das trés réplicas e as barras de erros representam o desvio

padréo (n = 3).
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Tabela 1. Linhagens utilizadas neste estudo. BCCUSP Brazilian Cyanobacteria Collection of

University of Sdo Paulo. CMEA/UFF Colecdo de Microalgas Elizabeth Aidar da

Universidade Federal de Fluminense. UFSCar Universidade Federal de Sdo Carlos. MC

Microcistinas.

Linhagem Espécie Toxicidade
Cianobactérias

BCCUSP200 Microcystis panniformis MC (-)?

BCCUSP232 Microcystis aeruginosa MC (+)°
Chlorococcales

CMEA/UFF0201 Monoraphidium convolutum Né&o

UFSCar036 Scenedesmus acuminatus Né&o

% Bittencourt-Oliveira (2003).
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Tabela 2. Linhagens das microalgas verdes, codigos dos tratamentos, extratos das linhagens e
concentracdes de microcistinas a serem utilizados nos experimentos. Mo Monoraphidium
convolutum (CMEA/UFF0201). Sc Scenedesmus acuminatus (UFSCar036). MC

Microcistinas. Mo0 e ScO Controle sem a adigédo de extratos.

Espécie/Codigo Extratoda  Concentracdo

M. convolutum S. acuminatus cianobacteéria (g.L™)
Mo0 Sco Ausente -
Mo+MC-5,0 Sc+MC-5,0 BCCUSP232 50
Mo+MC-10,0 Sc+MC-10,0 BCCUSP232 10,0
Mo-MC-5,0 Sc-MC-5,0 BCCUSP200 -
Mo-MC-10,0 Sc-MC-10,0 BCCUSP200 -
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provided, and additional support is available online. Authors
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Web site (http://www.algaebase.orq); the accepted form of
the author’s name should be used by accessing the
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4. Materials and Methods—Describe the methodology used
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sources of materials in detail. If cultures are used, indicate
the strain or clone number and the availability. If study sites
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7. Acknowledgments—This section is to be used as
necessary to acknowledge an institutional paper number and
financial and other assistance.

8. References—Citations in the text are in chronological,
then alphabetical order (e.g., Scott and Fischer 1992,
Mannos et al. 2006, Mowbry 2008). References in the
reference list must be arranged alphabetically. Arrange
multiple references by the same author(s) chronologically.
The author is responsible for verifying the accuracy of
unpublished citations. Double-space all references and check
them against the originals for accuracy. Type references
flush left (i.e., without hanging indents) with an extra space
between citations; they will be formatted properly at the
press. Journal titles should be abbreviated following the
BIOSIS SERIAL SOURCES, which is published each
December and is available in most libraries (or go

to http://www.
library.ug.edu.au/fags/endnote/biosciences.txt). If in doubt

about any journal abbreviation, include the full title. The
style to be used for references is as follows:

Journal articles:

Harrison, W. G. 1973. Nitrate reductase activity during a
dinoflagellate bloom. Limnol. Oceanogr. 18:457-65.

Mann, H., Mann, S. & Fyfe, W. S. 1987. Aragonite crystals
in Spirogyra sp. (Chlorophyta). J. Phycol. 23:506-9.

Contribution to a book:

Droop, M. R. 1974. Heterotrophy of carbon. In Stewart, W.
D. P. & Pierce, C. E. [Eds.]Algal Physiology and
Biochemistry. Blackwell, Oxford, UK, pp. 530-59.

Book: Smith, G. M. 1950. The Fresh-Water Algae of
the United States. 2nd ed. McGraw-Hill Book Co., New
York, 719 pp.

Thesis:

Sanderson, B. L. 1998. Factors regulating water clarity in
northern Wisconsin lakes. Ph.D. dissertation, University of
Wisconsin, Madison, 227 pp.

Online sources/software:

Verbruggen, H. 2008. TreeGradients. Available
at: http://www.phycoweb.net(last accessed 12 October
2008).

Swofford, D. L. 2003. PAUP*: Phylogenetic Analysis
Using Parsimony (*and Other Methods), Version 4. Sinauer
Associates, Sunderland, Massachusetts.

References that pertain only to supplementary materials are
not included in the manuscript References section but should
be submitted with the supplementary material to which they
correspond.

9. Tables—Tables should be created using the Table
function in Word (rather than using tabs). Place a descriptive
title at the top of each table. Start each table on a new page.
The title and table contents must be typed double-spaced
throughout in 12-point font. Number tables with Arabic
numerals (e.g., Table 2). Keep footnotes to a minimum, and
use superscripted letters (* ™ ©) for footnotes rather than
symbols or numbers. As vertical lines cannot be typeset, any
table requiring such is considered a figure. Complex tables
will be set at the author’s expense, unless they are submitted
as a camera-ready figure that can be treated as a line
drawing.

10. Figures—For submission of your final manuscript, we
must receive your artwork in digital format. Each figure
should be submitted as a separate TIFF, PDF, or EPS file
created at a resolution of 300 dpi or higher at final
size. (Combination images, or images that contain both
vector and bitmap graphics, could be supplied at a higher
resolution to prevent image quality loss in the bitmap
graphics, such as in the symbol keys. The recommended


http://www/
http://www.phycoweb.net/

figure size for combination images is 600 dpi at final size.)
Images must be provided as either one column (3% or 8.2
cm) or two column (6% or 17.5 cm) width and no more
than 8 inches (18-20 cm) in height.

A note on resampling: If your image size is less than 300 dpi
at final size, you must re-create the figure. You cannot
increase the resolution of a lower resolution figure by simply
resaving it at 300 dpi—this will not result in a higher-quality
image, and the result may be pixilated or grainy images and
poor text quality. More details on submitting artwork can be
found on the Web site
at: http://authorservices.wiley.com/prep_illust.asp.

All terms, abbreviations, and symbols should correspond to
those used in the text of the paper. It is preferable to include
a symbol key on line drawings. Component figures (panels)
within a plate should be labeled with letters, not numbers
(e.g.,a b, c,notl, 2 3).

a. Drawings, graphs—Labeling on line drawings
must be large enough to be read easily after reduction; many
line drawings are reduced to one-column width. Use the
reducing function on a photocopy machine to check that the
labeling is of sufficient size. The outer line on bars or boxes
should be adequately sized for reduction (at least 1-point
font). Italicize names of species in line art. For drawings,
place a measured mark (scale line) on the drawing to
facilitate determination of magnification. Do not use two
shades of grays in histograms. Line art will be reproduced
from electronic files. Axis labels should be of uniform font
and size and should not be bolded. Use an initial capital
letter for the first word of each label (e.g., Relative carbon
content). If units are included in the label, use Sl style
(e.g., g-L™Y). Numerals should include a comma in the
thousands place (e.g., 1,200).

b. Photographs—Individual photographs forming a
plate should be of equal contrast to facilitate printing. Each
photograph must be squared accurately, and a thin white line
should be inserted between them. A measured mark for scale
determination must be included. Scale length may be
indicated directly above the scale or in the legend.

c. Color—The charge for color in print is $700 per
figure. Authors who do not have funding for color may
apply to the editor for a waiver, which will only be granted
should there be a scientific need for color, as established
during peer review.

d. Legends—Legends must be typed double-spaced
in paragraph form and placed together on a separate sheet in
the manuscript document you submit. Do not repeat details
included in the text, but give enough explanation for
adequate interpretation. See recent issues of the Journal for
format.

11.Supplementary Tables and Figures—Wiley-Blackwell is
able to host online approved supplementary material that
authors submit with their paper. Supplementary material
must be important, ancillary information that is relevant to
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