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Resumo

Un dos problemas mais importantes no campo da conservacion do Patrimonio Cultural é a colonizacion
dos sustratos por parte de biofilms. Estes biofilms, compostos en moitos casos por compendios de algas
e cianobacterias, estan en gran medida influenciados por cambios ambientais. Nun contexto de cambio
climéatico como o actual é esencial entender cales son estes procesos e en que medida van a afectar aos
organismos e, polo tanto, que consecuencias tera esto sobre o biodeterioro do patrimonio. Neste traballo
fin de master (TFM) estudouse o efecto do cambio climético, en termos de aumento de temperatura,
CO. e radiacion UV-B, na ecofisioloxia dun biofilm composto por unha especie de
cianobacteria, Synechocystis sp PCC 6803 e outra de alga verde, Bracteacoccus minor. Observouse
que, de forma xeral, 0 aumento de calquera destes pardmetros provocou un aumento no dominio das
cianobacterias, que provocan un maior biodeterioro do substrato sobre o que viven, en comparacion
coas algas verdes. Concretamente, descubriuse que para 0s organismos estudados, un aumento da
temperatura reduce o seu crecemento e eficiencia fotosintética, mentres que a nivel de substrato aumenta
a disoluciéon de elementos. Ante un aumento da temperatura, poderiase esperar un aumento da
meteorizacion dos minerais, pero unha menor actividade deteriorante dos organismos. O efecto do CO;
observouse dependendo da temperatura e, a pesar do esperado, sé produciu un lixeiro aumento da
eficiencia fotosintética. Finalmente, o aumento da radiaciéon UV-B tamén produciu un aumento na
proporcion de cianobacterias, asi como un cambio de tamafio nas células de algas que sobreviviron.
Isto, xunto cunha menor producién de EPS por parte das cianobacterias, parece indicar unha menor
necesidade de proteccion contra o estrés luminoso e, polo tanto, menor dano pola radiacion UV-B.
Pddese concluir que as variacions destes parametros con respecto aos niveis actuais afectarian tanto a
fisioloxia das biopeliculas como & sUa capacidade para deteriorar o substrato. Isto implica un cambio
na direccion do biodeterioro e, polo tanto, en como se deben afrontar as tarefas de conservacion para

evitar a desaparicion do noso Patrimonio Cultural.



1. Introducién

1.1. Escenario futuro de cambio climatico: variacions da temperatura, concentracion

atmosférica de CO:2 e dos patrons de luz ultravioleta.

As emisions antropoxénicas de gases de efecto invernadoiro (GEI) e, consecuentemente, as
slias concentracions atmosféricas aumentaron drasticamente dende a Revolucion Industrial,
sendo o principal factor responsable do cambio climatico na actualidade. Segundo o quinto
informe do Panel Intergubernamental do Cambio Climéatico (IPCC), as concentracions
atmosféricas de CO., CH4 e N20O, os principais GEI, se atopan hoxe en dia nas maximas
historicas rexistradas, non habendo precedentes nos ultimos 800.000 anos. Entre os anos 2000
e 2010, as emisions de GEI aumentaron mais que nas tres décadas anteriores (Fig.1) e en
febreiro de 2015 as concentracions atmosféricas de CO- alcanzaron 400,26 ppm. Os ultimos
datos rexistrados confirman as peores previsions, que a tendencia de aumento das emisions de
GEI continte a longo plazo (Leissner et al., 2015). Asi, dependendo do desenvolvemento
socioecondémico, demografico e das politicas climaticas se espera unha ampla variabilidade de

escenarios futuros de emisions antropoxénicas (IPCC, 2014).
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Fig. 1. Promedio global de concentraciéns de gases de efecto invernadoiro (GEI). Fonte: (IPCC, 2014)

Unha das consecuencias mais evidentes da crecente concentracion atmosférica de GEI é o

aumento de temperatura, tendo aumentado xa 0,8°C no ultimo século. Multiples evidencias



apuntan a unha relacion lifial entre as emisions de CO, acumuladas e os niveis de quecemento
global. Na Fig. 2 mostrase a prevision de emisions de CO. das diferentes traxectorias de
concentracion representativas (RCP) propostas polo quinto informe do IPCC, onde se
representan diferentes escenarios de mitigacion do cambio climéatico. As RCP situadas entre
6,0 e 8,5 corresponden a escenarios sen esforzos adicionais para limitar as emisions, mentres
que as RCP 4,5 e 2,6 representan escenarios de mitigacion con altas probabilidades de manter

0 quecemento global por baixo dos 2°C.
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Fig. 2. Emisiéns de dioxido de carbono anuais (GtCO2/ano) nas traxectorias de concentracion representativas
(RCP) (lifas). Fonte: IPCC, 2014.

Os modelos climaticos prevén aumentos de entre 0,6 e 4°C na temperatura media global,
aumento de temperatura e acidificacion dos océanos asi como aumento do nivel do mar, maior
frecuencia e duracion nos eventos climaticos extremos, variacion nas concentracions de ozono
estratosférico e cambios nos patrons de precipitacion, nubosidade e polo tanto nos patréns de
luz e radiadién ultravioleta (UV). Estudos previos consideran o papel do cambio climatico no
aumento e diminucion das concentracions de 0zono estratosférico e a sua relacion cos niveis

de radiacion ultravioleta-B (UV-B 280-315 nm) na superficie terrestre (Bais et al., 2019). Non



obstante, outros estudos afirman que o cambio climatico esta contribuindo cada vez mais a
cambios na duracion da exposicion a radiacion UV-B en diferentes zonas do planeta,
independentemente dos cambios no ozono estratosférico e relacionados con, por exemplo,
alteracions na cobertura de nubes ou no crecemento vexetal debidas, a sua vez, ao cambio

climatico (Bornman et al., 2019; Cleland et al., 2007; Robinson et al., 2015).
1.2. Cambio climatico e conservacion do Patrimonio Cultural.

As consecuencias do cambio climatico (desertificacion, chuvias torrenciais, aludes,
inundacions) xa se estan a experimentar e afectan tanto a organismos vivos como a obxectos
expostos ao medio ambiente entre os que se atopan, e son causa de preocupacion, os bens
mobles e inmobles do Patrimonio Cultural (UNESCO, 2007). Dada a importancia que ten o
noso Patrimonio Cultural como arquivo de saber e memoria, temos o deber de conservalo e
transmitilo &s futuras xeracions e para iso é preciso ter en conta os anteriormente comentados
cambios nas condiciéns ambientais e desenvolver medidas de adaptacion e mitigacion sostibles

de proteccion do Patrimonio Cultural.

Entre os ben do Patrimonio Cultural expostos aos factores climaticos e atmosféricos, a
proteccion dos monumentos fronte o cambio climatico, pola sUa caracteristica de bens inmobles
que non poden ser protexidos da intemperie, supén un verdadeiro reto. Entre os axentes
causantes de alteracion dos materiais de construcion dos monumentos, maioritariamente pedra
natural, a colonizacion bioléxica debida a unha ampla variedade de organismos dende
microorganismos ata mamiferos (Francis, 2011; Scheerer et al., 2009), pode verse modificada
polas condicions cambiantes e o seu efecto pode verse exacerbado. A colonizacion bioloxica
do Patrimonio Cultural ten xerado e sigue xerando controversia, por un lado é considerada unha
molestia porque pode provocar biodeterioro nos materiais de construccion e ocultar elementos
arquitectonicos e polo outro, de forma positiva, pode contribuir as suas calidades estéticas e

tameén pode ter un papel bioprotector, por exemplo modificando o microclima das paredes
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colonizadas (Viles et al., 2012). Existen relacions complexas entre 0s monumentos histéricos
e as comunidades bioticas que os colonizan que estan fortemente influenciadas polas
condicions ambientais predominantes. Por conseguinte, non s6 se deben considerar as
variacions dos parametros climaticos senon tamén os seus efectos sobre o metabolismo,
crecemento e desenvolvemento dos organismos, ademais de posibles cambios na distribucion
e composicion das comunidades bioticas e as repercusions destes cambios na conservacion do

substrato colonizado (Bornman et al., 2019; Fuentes & Prieto, 2021; Prieto et al. , 2020)

Entre a ampla variedade de organismos colonizadores do Patrimonio Cultural, este traballo
centrarase no desenvolvemento de biofilms e biofilms subaéreos (SAB) en material granitico.
Definese biofilm como un agregado organizado de microorganismos que viven dentro dunha
matriz de producion de substancias poliméricas extracelulares (EPS) que se une a unha
superficie biotica ou abidtica. A matriz de EPS é unha mestura polar altamente hidratada
composta principalmente por polisacéridos, proteinas, lipidos e &cidos nucleicos (ARN e ADN
extracelular (eDNA)) que contrible & armazén da estrutura tridimensional dos biofilms,
ademais ten un papel protector do propio biofilm fronte alteracions das condiciéns ambientais
coma cambios de temperatura, presion atmosférica, pH e humidade relativa (Costerton, 2007;

Flemming et al., 2010).

O termo "biofilm subaéreo" (SAB) foi descrito para comunidades microbianas unidas por unha
matriz de EPS que se desenvolven sobre superficies minerais solidas expostas a atmosfera. Os
SAB caracterizanse por un crecemento irregular que estd dominado por asociacions de fungos,
algas, cianobacterias e bacterias heterotrofas, estes biofilms son omnipresentes,
autosuficientes, e cunha ampla distribucién, xa que se atopan en edificios, en rochas nos
desertos, en montafias e en todas as latitudes (Yin et al., 2019). A formacion dun biofilm
subaéreo podese resumir en 5 pasos (Fig. 3): 1) Fixacion: os microorganismos libres (células

planctonicas) son adsorbidos reversiblemente a unha superficie mediante interaccions debiles



(como as forzas de van der Waals). 2) Colonizacion: os microorganismos Unense & superficie
mediante unha fixacion quimica permanente, comeza a producion de EPS e division celular
facilitando un temperan desenvolvemento vertical. 3) Desenvolvemento: proliferacion e
acumulacién de celulas en multicapa que segregan e producen unha matriz de EPS. 4)
Maduracion: formacion estable dunha comunidade tridimensional con canais de distribucion
de nutrientes e moléculas de sinalizacion, caracterizado por unha arquitectura especifica,
heteroxénea e con interacions sinérxicas. 5) Dispersion activa: debido a remodelacion da matriz
de EPS e a interaccions con factores intrinsecos e extrinsecos, algins microorganismos
desliganse en camulos ou son separados, e posteriormente poden colonizar outras localizacions

(Bos et al., 1999; Limoli et al., 2015; Sharahi et al., 2019).
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Fig. 3. Modelo de formacidn de biofilm microbiano en 5 etapas. Fonte: Yin et al., 2019.

A actividade metabolica dos SAB céntrase na retencion de auga, protexendo as células das
condicions ambientais flutuantes e da radiacién solar, asi como prolongando a sla vida
vexetativa. Os aerosois atmosféricos, gases e particulas propagadoras serven como fontes de

nutrientes e indculo para estas comunidades abertas.

Son varios os traballos de investigacién nos que se caracterizan os SAB colonizadores do
patrimonio xa que este tipo de colonizacion se atopa en monumentos de todo 0 mundo (Joh &
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Lee, 2012; Ortega-Morales et al., 2004; Scheerer et al., 2009; Witt et al., 2012). No caso
concreto de biofilms colonizadores de monumentos graniticos galegos, Prieto et al., (1999);
Rifon-Lastra & Noguerol-Seoane, (2001); Sanmartin et al., (2010); Silva et al., (1999) puxeron
de manifesto que eses biofilms estan principalmente compostos por cianobacterias, fungos e

microalgas eucariotas como pioneiros do sustratro pétreo.

Dende o punto de vista de conservacion do patrimonio pétreo, os biofilms subaéreos deben ser
tidos en conta xa que inducen cambios fisicos e quimicos nos materiais da rocha e penetran no
substrato mineral contribuindo a desintegracion da rocha e dos minerais ( Prieto et al., 1999;
Prieto & Silva, 2005; Silva et al., 1999). Ademais, dado o seu caracteristico crecemento lento
e sensible e sla estreita relacién cos pardmetros ambientais, 0s SAB parecen bos candidatos

para ser empregados como bioindicadores do cambio climéatico (Gorbushina, 2007).

1.3. Resposta dos biofilms subaéreos &s variacions ambientais.

As células que conforman os biofilms tefien un comportamento diferente que as suas
homologas planctonicas, concretamente debido a sGa maior resistencia a moitas das
pertubacions ambientais. A agrupacion dos organismos en biofilms repdrtalles beneficios tales
como unha maior tolerancia a temperaturas extremas, alta salinidade, altas presions, déficit de
nutrintes, pH extremos, variacions nas concentracions de gases atmosféricos e radiacion UV

(Koerdt et al, 2010; Rinaudi et al, 2010).

A resposta dos biofilms as condicions ambientais foi estudada en moitas ocasions pero sobre
todo para biofilms subacuaticos e pouco se sabe da resposta as condicions ambientais dos

biofilms subaéreos.

E cofiecido que o0 aumento da temperatura ten un efecto estimulante sobre o crecemento e o
metabolismo dos organismos e na ecoloxia de poboacidns, comunidades e ecosistemas (Brown

et al., 2004). Segundo isto, caberia esperar un aumento das taxas de crecemento de biofilms



bacterianos, asi como de biomasa e actividade de algas e protozoos (Ratkowsky et al., 1982)
co incremento da temperatura, sen embargo hai estudos nos que se constata una diminucion da
eficiencia do crecemento bacteriano ante un aumento de entre 3,5 e 4°C tanto no ambiente

coma nas masas de auga (Sand-Jensen et al., 2007).

Ademais do cambio nas taxas metabolicas e desenvolvemento dos biofilms, diversos autores
(Lear et al., 2008; Norf et al., 2007) constataron un efecto do aumento da temperatura sobre a
distribucion e a composicion das comunidades microbianas en correntes de auga doce,
concretamente no caso de comunidades bacterianas. Este mesmo efecto de regulacion na
composicion das comunidades pode observarse en comunidades algales xa que as temperaturas
Optimas para a fotosintese varian entre especies de algas (DeNicola, 1996); deste xeito, un
aumento na temperatura poderia inducir cambios taxonémicos na composicion das
comunidades provocando o desprazamento das especies e a modificacion das taxas metabdlicas

(Arifio et al., 2010; Hodkinson et al., 2011).

Non obstante, o efecto da temperatura non pode ser en moitos casos aillado do efecto doutros
parametros. Asi, Beardall & Raven (2004), Necchi (2004) e Staehr & Sand-Jensen (2006)
puxeron de manifiesto o efecto modulador da concentracion de nutrintes na resposta positiva

que ten 0 aumento de temperatura sobre a actividade fotosintética das algas.

Outro tipo de variacion ambiental que ten que ser tido en conta nun contexto de cambio
climatico, é o incremento na concentracion de CO, atmosférico. Estudos previos proban que
existen cambios funcionais nas comunidades bioticas asociados ao aumento de concentracion
de CO2 atmosfeérico tales como o0 aumento na productividade ou cambios na calidade do tecido
activo fotosintético, os que a slia vez tefien efectos nas dinamicas das comunidades (Korner,

2000).



Schimel, (1995) formulou a hipotese de que a exposicion a niveis de CO2 superiores aos
ambientais pode ter un efecto fertilizante nos organismos fotosintetizadores, e polo tanto
mellorar o rendemento fotosintético. A este respecto, as investigacions de DeLucia et al.
(1999), Hamilton et al. (2002) e Hu et al. (2001) en plantas superiores, de Singh & Singh
(2014) en especies de Chlorella e de Li et al. (2016) en comunidades de fitoplacton, apoian esta

hipdtese.

Sen embargo esta non é unha tendencia xeralizada, xa que alguns estudos demostraron que non
hai diferenzas no crecemento de especies ante concentracions de CO; altas e normais (Huertas
et al., 2000 para cultivos de microalgas marifias de Nannochloropsis gaditana e
Nannochloropsis maculate; Morales et al., 2002 para Anabaena sp. PCC 7120; Palmqvist,
2000 para diversas especies de liques e Querijero-Palacpac et al., 1990 para Gloeotrichia

natans).

Ainda que non hai moitos estudos que cuantifiquen o efecto do aumento da concentracion
atmosférica de CO> sobre os biofilms subaéreos, espérase que de lugar a un aumento da
productividade dos microorganismos (concretamente das cianobacterias e as algas verdes) e
das plantas superirores que crecen nos monumentos do patrimonio cultural. Non obstante,
alglns autores consideran que € mais probable que as comunidades que colonizan o patrimonio
estén mais limitadas pola humidade, dispofiibilidade hidrica e/ou os nutrintes que polo CO>

(Balaguer et al., 1999; B. Prieto et al., 2020).

En canto a resposta dos biofilms &s modificacions na cantidade e calidade da luz que reciben,
hai que ter en conta que a organizacion das comunidades formadoras de biofilms en biofilms é
unha enxefiosa forma de proteccidn das células dos microorganismos que evolucionaron desde
hai miles de millons de anos. Esta disposicidn protexe as células das capas mais profundas da

accion dos factores ambientais e de forma especifica da accion da luz xa que en xeral, a



radiacion ultravioleta (UV) presenta unha escasa penetracion na matriz dos biofilms e sé as
primeiras capas superiores de células microbianas estan expostas aos seus efectos nocivos (de
Carvalho, 2017). Estas células expostas poden producir compostos fotoprotectores, que son
aqueles cuxo contido celular aumenta pola exposicion a luz ultravioleta de xeito proporcional
a intensidade. Estudos da producion deses pigmentos como resposta a radiacion UV foron
levados a cabo por Geraldes & Pinto, (2014) e Castenholz & Garcia-Pichel, (2013) en
cianobacterias. Non obstante non se atopan estudos comparados do efecto da radiacion UV-B

entre algas e cianobacterias conformado un biofilm subaéreos.

2. Obxectivo

O obxectivo do presente traballo é analizar o efecto do cambio climatico, en termos de aumento
de temperatura, concentracion de CO. e radiacion UV-B, na ecofisioloxia de biofilms
colonizadores do patrimonio cultural pétreo galego. Os resultados obtidos suporan unha
primeira aproximacion ao cofiecemento dos procesos de adaptacion e estratexias de resistencia
que poden desenvolver este tipo de SABs e as stias implicacions na conservacion do Patrimonio

Cultural.
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3. Material e métodos

Para desenvolver o obxectivo do presente traballo, desefiaronse dous experimentos nos que

organismos formadores de biofilms foron expostos a:

a) diferentes condicions de temperatura e concentracions de CO> avalidndose tanto os
efectos de ambos parametros sobre o desenvolvento e actividade fotosintética dos
organismos coma 0 na sUa actividade deteriorante do sustrato granitico que colonizan,

e

b) diferentes condicions de iluminacion combinando luz dia e luz UV-B e avaliandose o

seu efecto sobre o desenvolvemento e actividade fotosintética dos organismos.

3.1. Experimento temperatura-CO:

3.1.1. Biofilm: cultivos iniciais e preparacion do inéculo

3.1.1.1. Cepas utilizadas e condicions de cultivo

Usaronse duas especies de microorganismos para este experimento, unha cianobacteria e unha
alga verde. A cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 (ATCC 27184) obtida a través do
Pasteur Culture Collection (PCC) de Paris, € un organismo unicelular terrestre con células
esféricas que se dividen en dous ou tres planos sucesivos en angulo recto entre si (Stanier et
al., 1971) e caracterizase por un metabolismo versatil, xa que ten a capacidade de medrar en
condicions fotoautdtrofas, mixotréficas e heterétrofas (Vermaas, 1996). Foi aillada
orixinalmente nun lago de auga doce de Berkeley, California, USA en 1968. A alga
Bracteacoccus minor (Schmidle ex Chodat) Petrova utilizada neste traballo foi obtida por
Véazquez-Nion et al., 2016 a partires dunha mostra representativa de biofilms subaéreos
recollidos nas paredes de edificios monumentais no centro histérico da cidade de Santiago de
Compostela, Espafia, no ano 2012. Concretamente, provén dun biofilm natural das paredes da

entrada do Palacio de Xelmirez (UTM 29T X 537166, Y 4747687; Datum ETRS89). Este
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xenero de alga verde tamen se caracteriza pola sta versatilidade metabdlica, xa que pode

medrar tanto en condicions fotoautdtrofas coma heterétrofas (Parker et al., 1961).

Ambos microorganismos mantivéronse en medio de cultivo liquido BG11 (Rippkaet al., 1979)
con aireacion, a temperatura constante de 23°C e fotoperiodo de 12:12 h de luz/oscuridade (~20

pmol photon m? s?).

3.1.1.2. Purificacidn de cultivos existentes

Co fin de que os cultivos foran estritamente monoespecie e eliminar calquera posible
contaminacion de natureza fanxica, procedeuse & purificacion de ambos cultivos. Baixo cabina
de fluxo laminar, transladouse un inéculo de cada cultivo a unha placa Petri diferente con medio
BG11 agarizado, mediante unha asa de sembra levando a cabo a técnica de cultivo por estria.
Tras observar crecemento nas placas cultivadas, repetiuse o protocolo anterior en varias
ocasions utilizando como indculo as colonias de alga verde ou cianobacteria non contaminadas
visiblemente por fungos. Finalmente, obtéronse indculos purificados de ambas especies, que
se cultivaron en medio liquido BG11 (Rippka et al., 1979) con aireacion, a temperatura

constante de 23°C e fotoperiodo de 12:12 h de luz/oscuridade (~20 umol photon m? s™).

3.1.1.3. Cuantificacion da biomasa e da densidade 6ptica

Co obxectivo determinar a biomasa do cultivo de cada microorganismo a partires da medicion
da densidade dptica a 750 nm (DOzso) calculouse a curva de calibracion biomasa vs. densidade
Optica (750 nm) dos cultivos de cianobacteria e alga. A esta lonxitude de onda podese evaluar
o0 estado e evolucién do cultivo, xa que a cantidade de luz absorbida por parte das células esta
directamente relacionada ca biomasa fotoaut6trofa. Logo dunha calibracién para cada cultivo,
disponse dunha metodoloxia sinxela e rapida para a determinacion da variacion da biomasa do

biofilm, dando informacidn sobre os efectos que ocasionan as diferentes condicions s que se
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someteu durante o experimento, sen necesidade de ter que cuantificar o peso seco de cada

mostra cada vez que se precise medir biomasa.

Extraéronse 10 alicuotas de cada cultivo e se diluiron secuencialmente con medio de cultivo
BG11 de forma que non superaran o valor de 1 de DO7so, para poder garantir unha medida
lineal. Cada dilucion, previamente centrifugada a 5000 rpm durante 1 minuto, mediuse por
triplicado usando un espectrofotdémetro UV-visible (Varian Cary 100), obtendo para cada
mostra un valor de DO a 750 nm. Despois, filtraronse ao vacio 2 mL de cada dilucion a traves
de filtros de nitrocelulosa de 0.45 pum previamente marcados, pesados e secados en estufa a
65°C. Os filtros resultantes deste proceso volvéronse secar en estufa a 65°C e pésaronse,
obtendo asi un valor de biomasa en peso seco (DW) resultado de restar o peso dos filtros con
e sen biofilm filtrado. Obtivose asi unha relacion biomasa (peso seco)-densidade Optica a

750nm para cada cultivo (Fig. 5-6):

Bracteacoccus minor: Biomasa DW (g L™) =0,9111 - DO7so + 0,2347 R?=0.9191

Bracteacoccus minor

1.4
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DO (750 nm)

Fig 5. Relacion DO a 750 nm e biomasa en peso seco do cultivoda alga verde Bracteacoccus minor.
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Synechocystis sp PCC 6803: Biomasa DW (g L) = 0,808- DO7so +0,294 R?=0,9424

Synechocystis sp PCC 6803
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Fig 6. Relacion a DO a 750 nm e biomasa en peso seco do cultivo da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803.

3.1.1.4. Preparacion do cultivo mixto 1:1
Partindo da curva de calibracion biomasa vs. DO7sp calculada anteriormente, procedeuse a
establecer a cantidade a tomar de cada cultivo purificado co obxectivo de acadar un cultivo

mixto cunha relacion 1:1 en biomasa.

3.1.2. Material litico e preparacion do experimento

3.1.2.1. Material litico

Para este experimento selecionouse un granito de ddas micas, adamelitico, con textura
equigranular panalotriomérfica de gran medio. Esta principalmente composto por cuarzo,

feldespato K, plaxioclasas, biotita, moscovita e clorita, e cofiécese comercialmente co nome de

Silvestre.

O material granitico fragmentouse ata obter grans de tamafio entre 0 e 5 mm, co obxectivo de
aumentar a exposicién da rocha ao medio e aos microorganismos, acelerando os posibles

procesos de degradacion e facilitando o acceso aos minerais. O granito fragmentado tamizouse
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para asegurar unha distribucion homoxénea dos tamarios de gran en todas as mostras separando

o material en tres fraccions: de 2 a5 mm, de 0,5 a 2 mm e <0,5 mm de diametro.

3.1.2.2 Montaxe do experimento

Dispuxéronse 24 tubos de ensaio de vidro, con 18 g de fragmentos graniticos de tamafio 5-2
mm, 2-0,5 mm e <0,5 mm en relacion 1:1:1. Tras esterilizar os tubos co material litico no seu
interior en autoclave a 121°C durante 15 min, engadiuse & metade dos tubos un volume de 5
mL de medio de cultivo BG11 e 50 mL de auga destilada e & outra metade engadiuse un volume
de 5 mL de cultivo mixto (que inclie o medio BG11) e 50 mL de auga destilada. Cada tubo
conta ademais, cun tapén duas veces perforado e un sistema de aireacion mediante o que se
suministra aire natural do exterior a través dunha bomba de aireacion. O sistema funciona de
modo que o aire entra por unha das perforacions dos tapons dos tubos conectada ao sistema de
aireacion producindo burbuxeo e sae pola outra perforacion. Os 24 tubos mantivéronse en

camara climatica cunha iluminacién de 1900 lux e un fotoperiodo luz/escuridade de 12:12 h.

Do total de 24 tubos, usaronse 3 réplicas para cada conxunto de condiciéns aplicadas (con
indculo/sen indculo, 20°C/26°C e altos niveis de COaz/niveis ambientais de CO2). A metade
dos tubos, (6 inoculados + 6 sen inocular) mergullaronse nun recipiente transparente con auga
e un quentador acuatico que eleva a temperatura a 26°C +1. Os tubos restantes (6 inoculados +
6 sen inocular) quedaron expostos & temperatura de 20°C + 1 (fixada na camara climética), polo
que se estableceron duas condicions de temperatura. Ademais, para cada temperatura a metade
deles, (3 inoculados, 20°C; 3 sen inocular, 20°C; 3 inoculados, 26°C; 3 sen inocular, 26°C)
foron sometidos a elevadas concentracions de CO, mediante a conexion do seu sistema de
aireacion a unha bombona de CO: e suministrouse un pulso diario do gas (9,6 L/semana). A
aireacion da outra metade dos tubos (3 inoculados, 20°C; 3 sen inocular, 20°C; 3inoculados,

26°C; 3 sen inocular, 26°C) consistiui Unicamente no aire natural do exterior; desta forma
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estableceronse duas condicions de concentracion de CO: (altos niveis de CO2 e niveis

atmosféricos de CO.). Podese ver un esquema da montaxe do experimento na Fig 7.

Inoculados 26°C

s
Non inoculados
co, |__ Co,
elevado Inoculados ambiental

Non inoculados 20°C

Fig. 7. Esquema da montaxe do experimento. Mdstrase a distribucién e colocacion das réplicas dos tubos de vidro
na camara climatica (inoculados e non inoculados), asi coma a temperatura a que estan expostos (20°C e 26°C) e

o tipo de exposicion de CO; (elevada e ambiental).

3.1.3. Monitorizacion do efecto das condicions ensaiadas nos cultivos

3.1.3.1 Cuantificacion do numero de células de Synechocystis sp PCC 6803 e Bracteacoccus
minor

Unha vez preparado o cultivo mixto, este foi observado ao microscopio optico ca finalidade de
de cuantificar o numero de células de alga verde e de cianobacteria no inicio, na metade (dia
45) e no final (dia 90) do experimento seguindo o protocolo de Vega & Lobina, (2007) e
empregando unha cdmara de reconto ou hematocitémetro de 0.1 mm de profundidade con

escala graduada de Neubauer.

3.1.3.2. Fluorescencia clorofilica
As moléculas de pigmentos situadas nas antenas fotosintéticas dos organismos fotoautdtrofos
absorben a enerxia luminosa que se pode consumir por tres vias: utilizarse na fotosintese,

disiparse en forma de calor ou reemitirse en forma de fluorescencia clorofilica (Lichtenthaler,
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1987). A partires da fluorescencia emitida pola clorofila tras un pulso de luz saturante podese
valorar o rendemento cuantico maximo do fotosistema Il (PSII). O rendemento cuantico
méaximo obtense ca ratio Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm, onde Fo e Fr definense como a minima e maxima
fluorescencia, respectivamente, en mostras adaptadas a escuridade. A condicién de adaptacion
a escuridade é necesaria para que o electroaceptor se oxide ao maximo e 0s centros de reaccion
do PSII se atopen abertos, esto proporciona o nivel de fluorescencia minimo, Fo. Trala
aplicacion dun pulso de luz saturante, o aceptor de electrons reducese ao maximo, obtendo o
nivel de fluorescencia maximo, Fm. A ratio Fv/Fm estima a fraccion da enerxia luminosa
absorbida que é utilizada na fotoquimica do PSII, estando correlacionada ca cantidade de

carbono fixado por unidade de luz absorbida (Maxwell & Johnson, 2000; Rohacek, 2002).

A fluorescencia clorofilica mediuse por primeira vez o dia 0 do experimento e
consecutivamente cada 15 dias con Phyto-PAM (Heinz Walz GmbH) equipado cunha unidade
emisor-detector de fibra Optica Phyto-EDF, que permite a medicion en superficies a través
dunha varilla de plexiglas de 50 mm de largo e 4 mm de diametro. Extraéronse 1,5 mL de cada
tubo de vidro e pasaronse a tubos eppendorf de 2 mL debidamente etiquetados. As mostras
permaneceron en escuridade durante 30 minutos previos 4s medicions. Levaronse a cabo tres
medicions por mostra, mergullando a sonda no tubo eppendorf, axitando a mostra entre cada
medicion. Phyto-PAM rexistra medidas a 665 nm que corresponde co pico de absorcion da

clorofila-a.

3.1.3.3. Cuantificacién da cor
Esta demostrado que a cuantificacion da cor é un método non destructivo confiable para
monitorizar o desenvolvemento de biofilms en superficies rochosas (Prieto et al., 2002, 2004;

Sanmartin, 2012).
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De cada tubo de cultivo, tomaronse 1,5 mL que foron filtrados ao vacio a traves de filtros de
nitrocelulosa de 0.45 um de maneira que 0s organismos quedaron depositados sobre o filtro.
Sobre cada filtro realizaronse 5 medidas da cor empregandose un espectrofotometro portatil
(Konica Minolta CM-700D) con software CM-S100w (Spectra Magic TM NX) e baixo as
seguintes condiciéns: iluminante D65, observador 2° e area obxectivo tipo SAV con 3 mm de

diametro.

Os datos obtidos representaronse no espazo CIELAB ou CIE 1976 L* a* b*, onde cada color
esta definida por tres coordenadas cartesianas ou lineais L* a* b*, sendo L * a medida de
luminosidade, que varia de 100 blanco absoluto a 0 negro absoluto, a* a medida que representa
variacions cromaticas no eixo vermello-verde (vermello positivo, verde negativo) e b* unha
medida que representa variacions cromaticas no eixo amarelo-azul (amarelo positivo, azul

negativo).

3.1.3.4. Cuantificacién do contido en pigmentos

Determinouse o contido de clorofila a, clorofila b, scitonemina e carotenoides totais de todas
as mostras sometidas &s diferentes condicions de temperatura e concentracion de CO..
Ademais, tamén se determinou o indice de feofitinizacion (Phaeophytinization Quotient, PQ),
calculado pola relacion de absorbancias dos extractos en 435 e 415nm, que reflicte a
degradacion de clorofila a feopigmentos (Sanmartin et al., 2011). Os fitopigmentos foron
extraidos, cada 15 dias dende o dia 0 do experimento incluido, con dimetilsulféxido (DMSO),
Xa que presenta vantaxes fronte a outros disolventes como son a stia facil manipulacion, maior
poder de extraccion e estabilidade dos pigmentos ao manter as mostras no frigorifico (Prieto et

al., 2004).

Tomaronse alicuotas de 1,5 mL de cada tubo e filtraronse ao vacio con filtros de nitrocelulosa

de 0.45 um, a continuacién resuspendéronse os filtros en 1,5 mL de DMSO durante 1 hora a
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65°C de temperatura con axitacion (Bell & Sommerfeld, 1987). Ao rematar a dixestion con
DMSO, as mostras centrifugaronse durante 10 minutos a 7000 g (Centric 150 Tehtnica), o
sobrenadante foi medido a diferentes lonxitudes de onda usando un espectrofotometro UV-

visible (Varian Cary 100).

O contido de clorofila a, clorofila b, scitonemina e carotenoides foi calculado mediante as

seguintes ecuacions (Mushir & Fatma, 2012; Wellburn, 1994):

Clorofila-a (Chla) = 12.47 - (Abs664-Abs750) - 3.62 - (Abs647-Abs750)

Clorofila-b (Chlb) = 25.06 - (Abs647-Abs750) — 6.5 - (Abs664-Abs750)

Scitonemina = 1.04 - Abs384 — 0.79 - Abs665.1 — 0.27 - Abs490

Carotenoides totais = (1000 - Abs480 — 1.29 - Chla—53.78 - Chlb) / 220

3.1.3.5. Cuantificacion do contido de carbono inorgéanico (Cl) TOC-IC

O contido de carbono inorganico (ClI) foi cuantificado en todas as mostras. Os métodos de
analise de TOC-IC (Carbono organico total- Carbono inorganico) utilizan calor, O, irradiacion
ultravioleta e oxidantes quimicos. As mostras inxectaronse na cadmara de reaccion que contén
H3PO4 a0 25% tras o que son sometidas a un proceso de quecemento onde se produce a
combustion e se desprende CO2 e H»0. Polo tubo circula unha corrente de osixeno que arrastra
0s gases emitidos na combustion ata dias celdas de infravermello (IR) onde se analiza
selectivamente o CO». Cada 15 dias dende o comezo do experimento, tomaronse alicuotas de
1,5 mL de cada tubo e filtraronse ao vacio con filtros de nitrocelulosa de 0.45 pum. O volume
filtrado foi medido no analizador de carbono organico e inorganico (SHIMADZU TOC-

5000A).
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3.1.3.6. Cuantificacion do osixeno disolto

O osixeno disolto € un indicador importante e un factor limitante na eficiencia fotosintética e
polo tanto, na fixacion de CO- (Bjorkman, 1966). Co obxectivo de determinar a concentracion
de osixeno disolto nas mostras expostas as diferentes condicions de temperaturas e COo,
tomaronse alicuotas de 1,5 mL de cada tubo de mostra e levaronse a cabo medicions con

oximetro (O2 microsensor 10 um, Unisense) cada 15 dias dende o comezo do experimento.

3.1.3.7. Cuantifiacion de elementos disoltos por espectroscopia de absorcién atémica en
chama

Co obxectivo de cofiecer o o efectos das condicions ensaiadas na capacidade dos organismos
para solubilizar e/ou tomar elementos dende o sustrato, neste caso granito, cuantificouse, ao
final do experimento, o contido de Na*, K*, Ca?* e Mg?* disoltos en cada tubo mediante
espectroscopia de absorcion-emision atomica. Para a analise tomaronse 20 mL de cada tubo de
ensaio, filtrados previamente ao vacio con filtros de nitrocelulosa de 0.45 um. e utilizouse un
espectrometro de absorcion atomica de chama SpectrAA 220 FS (Mulgrave, Victoria,
Australia) Modelo Varian con médulo secuencial rapido (FS-FAAS), equipado cun sistema
convencional de nebulizador pneumatico e cdmara de nebulizacion. As lampadas de catodo
oco de sodio, potasio, calcio e maganesio funcionaron baixo unha corrente de 5mA (Na* e K¥)
e 10 mA (Ca?* e Mg?*). As lonxitudes de onda utilizadas foron: para sodio (589,0 nm), potasio
(766,5 nm), calcio (422,7 nm) e magnesio (285,2 nm). A composicion da chama era acetileno
(2,0 L min) e aire (13,5 L min) e a altura do queimador axustouse ao sodio e potasio, 0s
elementos con menor sinal de absorbancia. O fluxo de aspiracion do nebulizador mantivose

entre 5,5 e 6,0 ml mint.
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3.1.3.8. Cuantificacion do pH
Co obxectivo de determinar o posible cambio no pH das mostras provocado polos efectos das
condicions estudadas, levaronse a cabo medicions co medidor de pH de sobremesa Thermo

Scientific™Orion™ Dual Star™ con doble canle o dia do comezo do experimento ¢ o dia final.

3.1.4. Analise estadistica

Os datos foron sometidos a un ANOVA de duas vias e unha proba post hoc de Tukey HSD,
considerando os parametros medidos como variables dependentes e a temperatura e
concentracion de CO2 como factores fixos. As analises estatisticas levardnse a cabo usando o
software SPSS Statistics v23.0 (IBM) e as diferenzas consideraronse estatisticamente

significativas a p < 0,05.
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3.2 Experimento UV-B

3.2.1. Biofilm: cultivos iniciais e preparacion do inéculo

3.2.1.1. Cepas utilizadas e condicions de cultivo

Para este experimento usaronse as mesmas ddas especies descritas no experimento anterior: a
cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 (ATCC 27184) obtida a través do Pasteur Culture
Collection (PCC) de Paris, e a alga Bracteacoccus minor (Schmidle ex Chodat) Petrova obtida
por Vazquez-Nion et al., (2016) a partires dunha mostra representativa de biofilms subaéreos
recollidos nas paredes de edificios monumentais no centro historico da cidade de Santiago de

Compostela, Espafia, no ano 2012.

Ambos microorganismos mantivéronse en medio de cultivo liquido BG11 (Rippka et al., 1979)
con aireacion, a temperatura constante de 23°C e fotoperiodo de 12:12 h de luz/oscuridade (~20

pmol photon m? s%).

3.2.1.2. Cuantificacion do numero de células de Bracteacoccus minor e Synechocystis sp PCC
6803 e preparacion do cultivo mixto 1:1

Co obxectivo de acadar un cultivo mixto con relacion 1:1 en nimero de células, procedeuse ao
reconto celular de 1,5mL de cada monocultivo con microscopio dptico empregando a mesma

metodoloxia que a descrita na seccién 3.1.3.1

3.2.2. Preparacion do experimento

O cultivo mixto 1:1 da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e da alga Bracteacoccus
minor foi inoculado en cabina de fluxo laminar sobre membranas de policarbonato (0,22 um
de poro, 25 mm de didmetro, Millipore) previamente esterilizadas baixo UV-C (Philips TUV
F17T8) durante unha hora por cada cara. Inocularonse 0.2 ml de cultivo mixto en fase
exponencial por cada membrana. Estas foron colocadas en placas Petri (n: 16) con 25 ml de

BG11 agarizado, esterilizado previamente en autoclave a 110°C durante 20 minutos.
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Tendo en conta que para cada condicion deben prepararse tres réplicas, que se ensaiaron 4
ciclos de iluminacion (explicados mais adiante) e que se realiza o seguimento do estado dos
biofilms cada 15 dias ao longo dun periodo de 45 dias (os dias 0, 15, 30 e 45 logo da
inoculacion) empregando técnicas destructivas, foi preciso inocular un total de 144 membranas
que se dispuxeron en placas Petri en grupos de tres. Un total de 3 placas Petri con 3 réplicas de
membrana (N=9) foron usadas para cada dia de medicién (0, 15, 30 e 45 dias) e para cada
condicion de exposicién a UV-B estudada (un total de 48 placas con 3 membranas cada unha).
Na figura 8 pddese ver o esquema de distribucion de mostras segin condicions e

monitorizacion.

Tendo en conta que & atmosfera chega un 5% da radiacion UV-B, e que a unha parede vertical
orientada ao oeste recibe un 30% da radiacién solar total, calcularonse os tempos de exposicion
a radiacion UV-B que recibirian diariamente biofilms en paredes verticais orientadas ao oeste
en 3 localizacions, escollidas na mesma lonxitude cartografica, pero con diferentes latitudes e
diferentes tempos de exposicion & radiacion UV co fin de estudar a resposta dos organismos
compofiedores dos SAB ante un hipotético escenario futuro de cambio climatico no que non se
cofiece con certeza como variaran os patréns de radiacion UV-B na superficie terreste. Por
exemplo, falando do hemisferio norte, se o cambio climatico provocara un desprazamento do
clima mediterraneo cara o norte, en Galicia (norte de Espafia) aumentarian as horas de luz solar
e a exposicion & radiacién UV-B seria homologa & actual no sur de Portugal. Por outra banda,
no suposto de que o cambio climatico provocara cambios nos patréns de nubosidade e a
exposicion a radiacion UV-B na superficie terrestre diminuira, as condicions actuais de
radiacion de Irlanda poderian ser homologas as futuras en Galicia. En base a esto, as
localizacions escollidas foron: sur de Irlanda (1h/dia), norte de Espafia (Galicia) (2h/dia) e sur
de Portugal (3h/dia) (“UV Maps / Root - EUROSUN Project,” n.d.). Estas foron as condicions

ensaiadas ademais dun control (Oh/dia).
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As mostras foron iluminadas con ciclos de 8 horas luz dia/16 horas escuridade e nas horas nas
que foron iluminadas con luz dia iluminaronse tamén con luz UVB durante 0, 1, 2 ou 3 horas.
Para iso dispuxose dunha cdmara escura con catro estancias nas que se instalaron as duas
lampadas: unha lampada UV-B (Philips UV-B Broadband TL T12 20W/12 G13 RS) e unha
lampada de luz dia (Osramn LUMILUX, Cool daylight, L 18 W/865), necesarias para

conseguir as condicions a ensaiar (Fig.8).

Na fig. 9 represéntase o espectro de emision das ldmpadas UV-B e de luz do dia (DL) utilizadas
neste experimento. Durante o experimento de 45 dias, as placas xiraronse a través das 12

posicions dispofiibles na cdmara de xeito que todas as placas de Petri recibiron 0os mesmos

fotons por superficie da fonte de luz.

Dia 0 Dia 14 Dia 28 Dia 42

Y, PORTUGAL : 3 UV-B
#h uz

W, GALICIA 2hUV-B
Bh s
T T +
L, IRLANDA U8
Bh {f
Y, CONTROL - -
-CﬁiL -I m -:J\'a 30 -:1\345

Fig.8. a): imaxe da montaxe do experimento onde se observan as 4 seccidns nomeadas seglna as condicions de
radiacion UV calculadas para diferentes lugares (Portugal, Galicia, Irlanda e control). b): imaxe dunha das
secciéns na que se amosa a disposicion inicial das placas Petri. c): esquema xeral da montaxe do experimento

onde se amosan os diferentes tempos de iluminacion diarios de UV-B (3h, 2h, 1h e Oh) e de luz do dia (8h)
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Fig.9. Espectro de emisién das lampadas de luz do dia (LD) e das lampadas de UV-B en conxunto coas de luz do
dia (UV-B+LD) utilizadas neste experimento.

3.2.3. Monitorizacion do efecto das condicions ensaiadas nos cultivos

O seguimento do efecto das condicions ensaiadas sobre os organismos foi realizado cada 15
dias mediante a cuantificacion da fluorescencia clorofilica, cuantificacion da cor e
cuantificacién do contido en pigmentos, asi coma a cuantificacion do nimero de células de
cianobacteria e alga verde do cultivo mixto o dia inicial e final do experimento. As
metodoloxias empregadas foron as mesmas que as descritas nas secciones 3.1.3.2, 3.1.3.3,

3.1.3.4 e 3.1.3.1 respectivamente.

Ademais, ao final do experimento as mostras foron estudadas mediante microscopia confocal
co obxecto de analizar diferencias en composicion e distribucion de organismos no biofilm
provocadas pola radiacion UV-B. Para iso, as membranas tinguironse coa lectina ConA-TMR
(concanavalina A, conxugado de tetrametilrodamina) e isémero | de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) seguindo o protocolo de (Wang et al., 2018). Recolléronse imaxes

confocais empregando un obxectivo HC PL APO CS 10 x/ 0,4 DRY.
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Fixéronse observacions en areas aleatorias de cada biopelicula: ConA-TMR (excitacion, 552
nm; emision, 578 nm) rexistraronse polisacaridos na canle vermella; FITC (excitacion, 495
nm; emision, 519 nm) dirixido a compofientes proteicos da EPS que se rexistraron na canle
verde; e a autofluorescencia de clorofila das células do biofilm (excitacion, 633 nm; emision,
650-750 nm) rexistrouse na canle azul para as algas verdes e na canle rosa para as
cianobacterias. As imaxes capturadas analizaronse co software Adobe Photoshop ™ CS6

v.13.0.1 (Adobe Systems, San Jose, CA, EUA).

3.2.4. Andlise estadistica
Os datos foron sometidos a unha analise de varianza (ANOVA) e unha proba post hoc de Tukey

HSD (valor p < 0,05), realizada empregando o programa estatistico SPSS (version 23.0).
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4. Resultados

4.1. Experimento temperatura-CO:

4.1.1. Cuantificacion do numero de células e variacion da proporcion de células de
Synechocystis sp PCC 6803 e Bracteacoccus minor

Na figura 10 pddese observar que tddalas condicions de temperatura e CO2 deron lugar a unha
diminucién do contido de células totales co paso do tempo, excepto para as mostras mantidas
a 20°C e condicion atmosferica de CO. que aumentaron ata o dia 45 diminuindo logo ata
alcanzar os minimos valores de células totais o dia 90 con respecto as mostras sometidas as

demais condicions.

Non obstante, a proporcién de células de algas verdes e cianobacterias das mostras variou
amplamente ao longo do experimento. En xeral a proporcion de algas verdes aumentou co paso
do tempo e diminuiu a proporcién de cianobacterias. A dia 45, obsérvanse diferenzas entre
condicions de temperatura, as mostras mantidas a 20°C presentan un aumento da porcentaxe
de algas con respecto &s cianobacterias en relacion ao principio do experimento, mentres que
no caso das mostras mantidas a a 26°C este aumento na porcentaxe de algas non se atopa. O
dia final do experimento, mantéfiense as diferenzas achadas entre temperaturas, a porcentaxe
de algas verdes aumentan en tddolos casos e ademais obsérvanse diferenzas entre as condicions
de exposicién a CO,, as mostras expostas a altos niveis de CO, presentan unha menor

proporcion de células de alga que as mostras expostas a CO2 ambiental.
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Fig.10. Porcentaxes da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor (a) e nimero de
celulas totales no cultivo mixto a dia 0, 45 e 90 do experimento baixo diferentes condicions de concentracion de
CO; e temperatura.

4.1.2. Fluorescencia clorofilica

A variacion ao longo do tempo da fluorescencia minima das mostras (Fo) (indicador de
desenvolvemento do cultivo) baixo as diferentes condicions de temperatura e CO- preséntase
na figura 11. Pddese observar un aumento do sinal de fluorescencia minima co paso do tempo
para as mostras sometidas a todalas condicions de temperatura e de exposicién a CO». Hai unha
gran diferenza entre os valores das mostras sometidas &s diferentes condicions de temperatura.
A partires do dia 30 as mostras mantidas a 26°C tefien valores significativamente mais baixos
de fluorescencia minima. Sen embargo, a esta mesma temperatura, os valores das mostras
tratadas con niveis altos de CO2, son menores que 0s das mostras expostas a condicions
ambientais de CO>. Polo contrario, no tratamento con 20°C de temperatura, as mostras tratadas
con niveles altos de CO> expofien valores mais altos que as mostras con niveis ambientais.
Baixo altos niveis de CO; as diferenzas nos valores de Fo entre ambas temperaturas estudadas
son significativamente mais amplas que en condicions ambientais. Por outro lado, a partir do
dia 45 hai un cambio nas tendencias, xa que a partir dese dia os valores tenden a igualarse,

especialmente baixo niveis ambientais de COx.
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A relacion Fo 470nm / Fo 645nm € un indicador do dominio das algas verdes (valores altos) ou
das cianobacterias (valores baixos) (Vazquez Nion, 2016) e se presenta na figura 12. As
mostras mantidas a 20°C presentan valores significativamente mais altos ata a metade do
experimento que as mostras mantidas a 26°C. A partires do dia 45 os valores das mostras baixo
calquera das condicions de temperatura e CO. tenden a confluir, acadando valores semellantes

aos do inicio do experimento.

O rendemento cuantico maximo (Fv/Fm) indica a eficiencia da actividade fotosintética (Fig.13).
Neste experimento, atoparonse diferencias neste pardmetro entre as temperaturas e as
diferentes exposicions a CO> estudadas . Ata o dia 45, os valores de eficiencia das mostras
mantidas a 20°C de temperatura son significativamente maiores que os das mostras mantidas a
26°C. En ambas condicidns de temperatura, os valores das mostras expostas a altos niveis de

COg2 son mais altos que os das mostras sometidas a condiciéns ambientais de CO..
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Fig.11. Valores de Fo do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor
baixo diferentes condiciéns de concentracion de CO; e temperatura a 665 nm. As letras sobre a grafica (a,b,c)
indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor p <
0,05).

29



0,45

0,40

a
a
035 b .
0,30
g ’ ab a
w)
€ 025
s
g 020 5
S
g
[=]
K 0,15
a
0,10
0,05
0,00
0 15 30 45 60 75 90

Dias dende a inoculacion

CO2 +26°C 2CO2+26°C  ——CO2+20°C s CO2+20°C

Fig 12. Relacién Fo470nm / Fo645nm do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga
Bracteacoccus minor baixo diferentes condicidns de concentracion de CO- e temperatura. As letras sobre a gréfica
(a,b,c) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor
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Fig.13. Rendemento cuéntico maximo a 665 nm (F./Fm) do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC
6803 e a alga Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de concentracion de CO2 e temperatura. As letras
sobre a grafica (a,b,c) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de
Tukey HSD (valor p < 0,05).
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4.1.2 Cuantificacién do cambio de cor

A cor dos cultivos € un indicador do seu nivel de desenvolvemento, senescencia e de estado
fisioloxico (Prieto & Silva, 2005; Prieto et al, 2004; Patricia Sanmartin, 2012). Variacions do
parametro L* indican variacions de luminosidade de maneira queas mostras con mais claridade
tefien valores cercanos a 100 e as mostras mais escuras tefien valores cercanos ao 0. Os
parametros a* e b* mostran as variacions cromaticas nos eixos verde (negativos) - vermello
(positivos), e azul (negativo) - amarelo (positivo), respectivamente. En xeral, ao longo do
experimento 0s cultivos evolucionaron cara a seren mais luminosos, mais vermellos e mais

amarelos con respecto ao dia 0 do experimento (Fig.14).

DIA INICIAL

26 °C 20 °C

CO,elevado  COjambiental  CO,elevado CO,ambiental

Fig. 14. Cor, segundo as coordenadas CIELAB, do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e

DIiA 45

DIiA 90

a alga Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de concentracion de CO; e temperatura a dia 0, 45 e 90
dende o0 comezo do experimento.
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En canto 0 pardmetro L* (Figura 15), ata o dia 45 varia significativamente en sentido contrario
nas mostras sometidas a distintas temperaturas, cun aumento deste parametro no caso de
mostras mantidas a 26°C (fanse mais luminosas) e unha disminucién no caso das mantidas a
20°C (oscurecense). O dia 45 supon un punto de inflexion xa que a partires de aqui as mostas
de ambas condicions de temperatura cambian de tendencia para amosar valores moi cercanos

entre eles o dia 90.

No que ao parametro a* se refire (Fig.16), obsérvase que as mostras de todos os tratamentos
amosan unha variacion cara o vermello. Ao final do experimento, as mostras mantidas a 20°C

son significativamente mais vermellas que as mantidas a 26°C.

As variacion do pardmetro cromatico b* méstrase na figura 17. Ao final do experimento todas
as mostras variaron cara o amarelo. Obsérvase sen embargo que, de novo o dia 45 parece
marcar un cambio de tendencia de maneira que o incremento de b* vese revertido a partir dese
dia habendo ademais diferencias significativas nos valores obtidos cas distintas temperaturas.
Co paso do tempo pddese observar unha lixeira diferenciacion de tendencias entre 0s
tratamentos de temperatura, mostrando unha cor mais amarela as mostras tratadas a 20°C. A
partires do dia 60 de experimento os valores de todas as condiciéns tenden a diminuir.
Estatisticamente existe variacion de color asociada ao efecto do CO2 no dia 45 nas mostras

mantidas a 26°C e no dia final do experimento nas mantidas a 20°C.

32



80

75

70

55

50
0 15 30 45 60 75 90

Dias dende a inoculacion

CO2 +26°C 2CO2+26°C  ——CO2+20°C s CO2+20°C

Fig 15. Valores do parametro de color L* do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga
Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de temperaturae concentracion de CO.. As letras sobre a grafica
(a,b,c,d) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor
p <0,05).
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Fig 16. Valores do pardmetro de color a* do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga
Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de temperaturae concentracion de CO.. As letras sobre a grafica
(a,b,c) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor
p <0,05).
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Fig 17. Valores do pardmetro de color b* do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga
Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de temperatura e concentracion de CO.. As letras sobre a gréafica
(a,b,c) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor
p <0,05).

4.1.3. Cuantificacion do contido en pigmentos

O contido en pigmentos dos organismos fotosintéticos é un indicador do estado fisioldxico e
do seu desenvolvemento. Baixo calquera das condicién estudadas, o contido de Chl a reduciuse
co paso do tempo con respecto ao inicio do experimento, sufrindo flutuacions ata o final do

experimento, onde tdédalas mostras acadaron valores semellantes (Fig.18a).

O contido de clorofila b (Chl b) con respecto a clorofila a (Fig.18b) aumentou co paso do tempo
para tddalas mostras e amosou diferencias significativas debidas a interaccion dos factores
temperatura e CO>. Obsérvase un aumento nos valores das mostras mantidas a 26°C con e sen
exposicion a CO2 e das mostras mantidas a 20°C sen exposicion a CO; ata o dia 45; as mostras
mantidas a 20°C expostas a CO2 mostran unha diminucion dos valores ata o dia 30, a partires

do cal aumentan ata o dia 45. Dende o dia 45, os valores das mostras de tédalas condicidns de
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temperatura e de exposicion a CO> seguen a mesma tendencia chegando ata valores moi

similares entre eles o dia 90.

O contido en carotenoides con respecto a clorofila a aumentou co paso do tempo para tddalas
mostras. O dia 30 e o dia 60 os valores das mostras amosaron diferencias significativas en
funcion da exposicién a CO2, sen embargo, cara o final do experimento, os valores de todas as
mostras tenderon cara 0 mesmo punto sen amosar diferencias entre condicions de temperatura

ou CO- (Fig.18c).

O contido en scitonemina con respecto a clorofila a ao longo do experimento variou de forma
similar para os valores das mostras sometidas a todalas condicions de temperatura e exposicion
a CO, (Fig.18d). A partires do dia 75, tddolos valores experimentan un aumento notable
diferencidndose por un lado as mostras mantidas a 20°C expostas a CO- e as mostras mantidas
a 26°C sen exposicion de CO», que alcanzaron valores similares, e polo outro as mostras

mantidas a 20°C sen exposicion a CO. e as mantidas a 26°C expostas a COs.

Por ultimo, o indice de feofitinizacion (PQ) (Fig.18e), que da informacidn sobre a degradacion
da clorofila a de maneira que valores altos do indice indican niveis baixos de degradacién da
clorofila a, diminuiu en tdédalas mostras co paso do tempo, o que sinala cara a un aumento na
degradacion de clorofila a. Durante todo o experimento as mostras mantidas a 20°C mantiveron
valores de PQ superiores con respecto as mostras mantidas a 26°C o que indica unha maior

degradacion dos cultivos mantidos a 26°C.
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Fig 18. Cantidade de clorofila a (a), clorofila b en relacion & chlorofila a (b), carotenoides en relacion & chlorofila
a (c), scitonemina en relacion & chlorofila a (d) e indice de feofitinizacién PQ (435nm/415nm) (e) do cultivo
mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de
exposicion a CO; e temperatura. As letras sobre a grafica (a,b) indican as diferencias estatisticamente significativas

tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor p < 0,05).
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4.1.4. Cuantificacion do contido de carbono inorganico (Cl) TOC-IC

Na figura 19 mostranse os valores de Cl disolto nos tubos de ensaio. As mostras non inoculadas
non presentaron variacions no contido en CI disolto durante o experimento (valores non
mostrados). Os valores de CI disolto das mostras inoculadas variou de forma similar en todos
as mostras independientemente das condicién de temperatura e concentracion de COg,
mostrando un aumento ata o dia 30 e diminuindo ata o dia 45, a partires do cal volven a

aumentar para manterse constantes ata o final do experimento.

CO2 + 26°C + IN s CO2 +26°C + IN CO2 + 20°C+ IN s CO2 +20°C + IN
Dias dende a inoculacién

25

CI (ppm)
5 &

ol
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Fig 19. Cantidade de carbono inorgéanico disolto (ppm) no cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC
6803 e a alga Bracteacoccus minor baixo diferentes condiciéns de exposicion a CO, e temperatura.

4.1.5. Osixeno disolto

A concentracion de osixeno disolto é indicador da actividade fotosintética. Na figura 20
mostrase a variacion da concentracion de osixeno disolto (A Oz disolto) con respecto ao inicio
do experimento. A concentracién de osixeno disolto diminuiu co paso do tempo en tédalas
mostras independentemente da temperatura e a concentracion de osixeno ata o dia 75,
aumentando lixeiramente de cara o final do experimento. Non obstante, as mostras mantidas
a 20°C presentaron un incremento na cantidade de e osixeno disolto os primeiros dias do

experimento pero igualarénse ao longo do tempo.
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Fig.20. Variacion da concentracion de osixeno disolto (A O2 disolto) no cultivo mixto da cianobacteria
Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor con respecto ao inicio do experimento baixo diferentes
condicions de exposicion a CO; e temperatura. A letra sobre a gréafica (a) indica as diferencias estatisticamente
significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor p < 0,05).

4.1.6. Espectroscopia de absorcion atobmica en chama

O contido de Ca*?, Mg*?, Na* e K* disolto é indicativo da meteorizacion do granito e a0 mesmo
tempo, por comparacion, da incorporacion deses elementos nos organismos vivos. Os valores
dos ratios do contido en Ca*?, Mg*?, Na* e K* das mostras inoculadas fronte as non inoculadas
represéntanse na figura 21. Valores por enriba de 1 implican unha maior proporcion do
elemento nas mostras inoculadas que nas non inoculadas, mentres que valores menores a 1
representan maior proporcion do elemento nas mostras non inoculadas con respecto as que si
estan inoculadas. No presente experimento, en todolos casos a cantidade de elementos disoltos

nas mostras inoculadas foi maior que nas mostras sin inocular polo que os orgnismos induciron

alteracién do sustrato.
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Analizando os datos para os distintos elementos, no caso de Ca* (Fig.21a) e Na* (Fig.21d)
nas mostras mantidas a 26°C producese unha maior liberacion ou ben un menor consumo por
parte dos organismo destes ions que no caso das mostras mantidas a 20°C. No caso do Mg*?
(Fig. 21b) non se observa un efecto da temperatura baixo a condicion de alta dispofiibilidade
de COz, pero si baixo concentracions ambientais de CO2, onde 0 a sua liberacion dende a roca
e maior, ou o0 consumo polos organismos menor, a 26 ca 20 grados. No caso do contido en K*
(Fig.21c), as mostras expostas a CO presentan valores maiores, o que implica maior liberacion
do elemento, ou un menor consumo deste elemento por parte dos organismos, que nas mostras

mantidas con CO, ambiental.
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Fig.21. Ratios dos contidos en (a) Ca*?, (b) Mg*?, (c) K* e (d) Na* nas mostras inoculadas (IN) do cultivo mixto
da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor con respecto &s non inoculadas baixo

diferentes condicions de exposicion a CO; e temperatura.
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4.1.7. Cuantificacion do pH

O pH da informacion da acidez e basicidade das mostras. O pH das mostras inoculadas variou
cas diferentes condiciéns (Fig.22). As mostras inoculadas presentaron valores de pH mais
basicos que as mostras sen inocular o que € debido o pH do medio de cultivo. As mostras
mantidas a 26°C presentaron ao final do experimento un pH lixeiramente mais alto que as
mostras inoculadas mantidas a 20°C, lixeiramente mais &cidas, independentemente do

tratamento de CO.. En calquera dos casos as diferencias non son significativas.

pH

CO2 +26°C + CO2+26°C =CO2+26°C+ =CO2+26°C CO2+20°C+IN  CO2+20°C =CO2+20°C+ w=CO2+20°C
IN IN N

Fig 22. pH do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor das
mostras inoculadas (IN) e de mostras non inoculadas baixo diferentes condicidns de temperatura e exposicion a

CO:..
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4.2 Experimento UV-B

4.2.1. Variacion da proporcion de células de Synechocystis sp PCC 6803 e Bracteacoccus
minor

O contido celular das mostras variou segundo a exposicion a luz UV-B (Fig.23). O dia 0
partiuse dun cultivo mixto 1:1 en namero de células, polo que a proporcion de células era de
50% de alga verde e 50% de cianobacteria. Ao final do experimento, as mostras do control
presentaron unha proporcion similar & do dia 0 cunha porcentaxe do 53% de células de alga.
Sen embargo, as mostras expostas a luz UV-B sufriron unha diminucién do contido en células
algales e un aumento da porcentaxe de células cianobacterianas que garda relacion co tempo
de exposicién a luz UV-B. As mostras expostas a condicions de luz UV-B calculada para
Irlanda (1 hora/dia) tiveron ao final do experimento ao redor dun 8% de células algales, mentres
que as mostras expostas & radiacion calculada para Galicia (2 horas/dia) tiveron un 4,5% de
células algales e as sometidas as condiciones de Portugal (3 horas/dia) ao redor do 3% de

células algales.

100%
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80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
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TODOS CONTROL IRLANDA GALICIA PORTUGAL

DIA O DIA 45
OALGA BECIANOBACTERIA

Fig.23. Porcentaxes da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor no cultivo mixto

a dia 0 e 45 do baixo as diferentes condiciéns de exposicion a luz UV-B.
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4.2.2. Fluorescencia clorofilica

A fluorescencia minima (Fo) €, como xa se dixo previamente,un indicador de desenvolvemento
do biofilm. Na figura 24 pode observase a variacion da fluorescencia minima nos biofilms
expostos a diferentes condiciones de radiacion UV-B ao longo do experimento. En xeral, 0s
valores de fluorescencia minima tenderon a aumentar co paso do tempo gardando relacion co
numero de horas de exposicion & luz UV-B. Os valores de Fo das mostras denominadas Irlanda,
Galicia e Portugal seguen unha variacion similar: aumentan ata o dia 15 e diminlen a partires
do dia 30 por orde, é dicir, as mostras con maior tempo de exposicion a UV-B (Portugal)
presentan valores menores que as mostras con tempos baixos de exposicion a UV-B (Irlanda).
Por outro lado, as mostras do control presentan unha tendencia lifial de aumento do parametro

Fo co paso do tempo.
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Fig 24. Valores de Fo a 665 nm do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga
Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de exposicion a luz UV-B. As letras sobre a gréfica (a,b,c)
indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor p <

0,05).
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A relacion Fo 470nm / Fo 645nm das mostras (Fig. 25), que é un indicador do dominio das algas
verdes (valores altos) ou das cianobacterias (valores baixos) (Vazquez Nion, 2016), aumentou
ata o dia 15 o que indica que nese periodo aumentou o dominio das algas verdes; a partires
dese dia os valores da relacion Fo 470nm / Fo 645nm diminuiron de forma marcada e por igual
nas mostras expostas a radiacion UV-B, indicando o dominio cada vez mais acusado das
cianobacterias. As mostras control comportaronse da mesma maneira pero a diminucién do
parametro foi moito menos acusada. Ao dia final do experimento os valores do parametro para
as mostras control foron similares aos do dia 0, mentres que os valores para as mostras expostas

a UV-B foron significativamente menores.
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Fig 25. Relacion Fo,470nm / Fo,645nm do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga
Bracteacoccus minor baixo diferentes condicions de exposicion a luz UV-B. As letras sobre a gréfica (a,b,c)
indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor p <
0,05).

Os valores de rendemento cuéntico maximo (F./Fm) indican a eficiencia da actividade

fotosintética. Na figura 26 pddese ver que tédalas mostras presentaron unha diminucién nos
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valores de F./Fn ata o dia 15, a partires do cal os valores das mostras sometidas as condicions
de luz UV-B de Irlanda, de Galicia e as mostras control aumentaron ata o dia 30 volvendo a
diminuir de cara ao dia final do experimento. Os valores mais altos corresponderon as mostras
de control seguidas das mostras que foron sometidas a 1, 2 e 3 horas/ dias, respectivamente.
Asi, as mostras sobre as que se ensaiaron as condicion de Portugal tiveron os valores mais
baixos de rendemento cuantico maximo, estando durante todo o experimento por debaixo dun

40% de eficiencia fotosintética.

0,7

d
0,6 b
c
0,5
b
04 a a
g
2
g a
= 0,3
E
Z a
0,2
0,1
0
0 15 30 45
Dias dende a inoculacion
CONTROL IRLANDA GALICIA PORTUGAL

Fig.26. Rendemento cuantico maximo a 665nm (F./Fr) do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC
6803 e a alga Bracteacoccus minor baixo diferentes minor baixo 0,1,2 e 3 h de exposicién diarias a luz UV-B. As
letras sobre a gréfica (a,b,c,d) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc
de Tukey HSD (valor p <0,05).

O rendemento cuéntico efectivo (Fv’/Fm”) da informacion da probabilidade de que un foton de
luz absorbido sexa utilizado no PSII. Os valores para este parametro (Fig.27) diminuiron ata o
dia 15 nas mostras de todalas condicions de exposicion a luz UV-B , a partires dese dia

aumentaron gardando relacion co tempo de exposicion. Os valores mais altos corresponderon
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cas mostras control, non expostas a luz UV-B, e 0s mais baixos as mostras expostas a radiacion

UV-B durante mais tempo.
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Fig.27. Rendemento cuantico efectivo (Fy’/Fr’) a 665nm do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp
PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor baixo 0,1,2 e h de exposicién diarias a luz UV-B. As letras sobre a gréfica
(a,b,c) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor
p<0,05).

4.2.3. Cuantificacién da variacion da cor

Na figura 28 mdstrase a evolucion dos pardmetros da cor nas mostras sometidas &s distintas
condicions de radiciacion UV-B. En xeral, as mostras de todas as condicions de exposicion a
luz UV-B escureceron co tempo. Os valores de L* (Fig.28a) experimentaron unha tendencia
similar nas mostras expostas a UV-B e nas mostras control diminuindo ata o dia 30, a partires
do cal volven a aumentar pero sendo o valor de L* ao final do experimento menor que ao
principio. As mostras expostas as condicions de Irlanda (Lhora/dia) e de Galicia (2 horas/dia)
presentan valores menores, e moi parecidos entre eles, que os valores das mostras expostas as

condicions de Portugal (3 horas/dia) e o control.
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O parametro a* (Fig.28b), aumentou en todolos casos, volvéndose 0s organismos mais
vermellos co paso do tempo. Hai variacions nos primeiros 15 dia de experimento e a dia 30 as
mostras expostas as condicions de luz UV-B de Irlanda, Galicia e Portugal tenden a valores
mais negativos, 0 que significa que son mais verdes que no comezo do experimento, sen
embargo a partires do dia 30 os valores das mostras de tddalas condicions de luz UV-B
aumentan de forma acusada para chegar ao dia final do experimento a valores moi similares

entre eles, e claramente menos verdes (mais vermellos) que no principio do experimento.

En xeral os valores de b* (Fig.28c) das mostras de todalas condicions de exposicion a luz UV-
B tenderon a diminuir co paso do tempo. Durante os primeiros 15 dias obsérvase un leve
aumento, € dicir, un amarelecemento das mostras expostas as condiciéns de Portugal e control,
e poucas variacions no resto dos casos con respecto ao dia 0. A partires dese dia, e ata o final
do experimento, tddalas mostras tornaron cara unha cor menos amarela. As mostras sometidas
as condicion de Galicia e Irlanda e as mostras control, sofreron un decaemento de b* moi
acusado nos seguintes 15 dias, mentres que as mostras sometidas as condiciéns de Portugal
diminuiron os seus valores de forma menos abrupta. Ao final do experimento, tédolos supostos

acadan valores moi semellantes, moi por debaixo dos de partida.
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Fig.28. Medida dos parametros de color L*(a), a*(b) e b*(c) do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp
PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor baixo 0,1,2 e h de exposicién diarias a luz UV-B. As letras sobre a gréfica
(a,b,c,d) indican as diferencias estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor
p <0,05).

4.2 4. Cuantificacion do contido en pigmentos

Na figura 29 represéntanse as variacions no contido en pigmentos na mostra control e nas
mostras sometidas a&s distintas condicion de radiacion UV-B. O contido en pigmentos dos

microorganismos que comporien os biofilms é un indicador de desenvolvemento e senescencia.

De modo xeral, o contido en cada un dos pigmentos estudados variou de igual maneira nas
mostras sometidas a 1, 2 e 3 horas/dia que no control, non obstante, as mostras sometidas a 3

horas/dia tiveron

O contido en clorofila a (Fig.29a) tendeu a aumentar co paso do tempo nas mostras de tddalas
exposicions a luz UV-B. Os valores mais altos ao final do experimento corresponderon as
mostras expostas as condiciéns de Irlanda e Galicia, sendo moi similares entre elas, seguidos

polas mostras expostas as condicién de Portugal, e finalmente as mostras control. A variacion
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ao longo do tempo foi similar & que ocorreu na mostra control, desvidndose desa tendencia
unicamente a mostra exposta durante mais tempo a UV-B. Con respecto & relacion da clorofila
b ca clorofila a (Fig.29b), atopamos diferenzas entre as mostras segun as horas de exposicion
a luz UV-B. Os valores das mostras expostas durante mais tempo (3h/dia) tenderon a diminuir
co paso do tempo mentres que os valores do resto das mostras tenderon a aumentar co paso do

tempo, aumentando os valores das mostras do control de forma mais rapida e acusada.

O contido de carotenoides totais con respecto & clorofila a (Fig.29¢) diminui en tédalas mostras
co paso do tempo, sen embargo esta diminucion foi diferente en funcién das horas de luz UV-
B &s que foron expostas as diferentes mostras. A ratio de carotenoides frente a chla das mostras
control diminuiu de forma moi acusada a partires do dia 15, excepto no caso das mostras
expostas por mais tempo (3 horas/dia) a luz UV-B, sendo estas as que mostraron un maior

contido en carotenoides ao final do experimento.

Os valores do contido en scitonemina con respecto & clorofila a (Fig.29d) experimentan unha
diminucion acusada dende o comezo do experimento ata o dia 15 nas mostras de tddalas
condicions de luz UV-B. As mostras control e as expostas a 1 e 2 horas/dia perderon totalmente
a scitonemina, non obstante, os valores das mostras expostas por mais tempo presentaron un

aumento ata o dia 30 ainda que e volveu a diminuir cara o dia final do experimento.

O indice de feofitinizacion (PQ) (Fig.29e) aumentou para todas as mostras ata o dia 15, a
partires do cal produciuse unha baixada brusca dos valores das mostras control e as expostas a
1 e 2 horas/dia, mentres que as mostras expostas a UV-B durante mais horas diarias presentaron

unha diminucion mais paulatina dos valores do indice.
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Fig.29. Cantidade dos pigmentos clorofila a (a), clorofila b (b), carotenoides (c) e scitonemina (d) e PQ

(435nm/415nm) (e) do cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus minor

baixo 0,1,2 e h de exposicion diarias a luz UV-B. As letras sobre a grafica (a,b,c) indican as diferencias

estatisticamente significativas tralas probas Anova e post hoc de Tukey HSD (valor p <0,05).
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4.2.5. Microscopia confocal (CLSM)

Na figura 30 méstranse imaxes obtidas mediante CLSM dos biofilms expostos a 0 h (control),
1h (Irlanda), 2h (Galicia) e 3h (Portugal) de luz UV-B. A matriz proteica mostrase de cor verde,
os carbohidratos en vermello, as células de algas verdes en azul e as de cianobacterias en rosa.
As variacions nos biofilms entre 0 e 3 horas de exposicién ao UV-B son evidentes,
especialmente en relacion ao numero de células observadas, sendo maior na mostra control.
Ademais, na mostra control obsérvase a presencia tanto de células de algas verdes coma de
células de cianobacteria distribuidas de forma homoxénea pola superficie estudiada. A medida
que as horas de exposicion a UV-B aumentan, obsérvase unha diminucién do nimero de algas
fronte a unha dominancia das cianobacterias. Ademais, atopamos que a acumulacion de horas
de UV-B provoca un aumento do tamafio das células de algas verdes, que pese a ser menor en

numero, son mais grandes en tamario (circulo vermello).

Na mostra control obsérvase unha distribucién filamentosa tanto dos carbohidratos coma das
proteinas. A medida que aumentan as horas de exposicién a UV-B, apréciase unha tendencia &

diminucién das proteinas fronte a un aumento relativo da presencia de carbohidratos.

Obsérvase tamén que o desenvolvemento dos carbohidratos, e especialmente das proteinas,
esta mais asociado as algas verdes que &s cianobacterias. Neste sentido, parece que a
diminucion das proteinas nas mostras expostas por mais tempo, vai ligada a un decremento do

namero de células de algas verdes.
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Fig.30. Imaxe por microscopia de barrido laser confocal (CLSM) da biopelicula desenvolvida na superficie das
membranas inoculadas con un cultivo mixto da cianobacteria Synechocystis sp PCC 6803 e a alga Bracteacoccus
minor baixo diferentes condiciéns de exposicion a luz UV-B. A: a cor verde indica as proteinas tinguidos con
FTIC e a vermella os hidratos de carbono tinguidos con ConA-TMR. B: a cor azul é a autofluorescencia da

clorofila das algas verdes e o rosa a autoflorescencia da clorofila das cianobacterias.
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5. Discusién

Os modelos climéticos, baseados en principios fisicos que poden reproducir as caracteristicas
observadas dos cambios no clima pasado e actual, proporcionan estimacions cuantitativas
plausibles do cambio climatico futuro a diferentes escalas. Actualmente, as proxeccions
mostran un aumento das temperaturas ao longo do século XXI en todos os escenarios de
emision avaliados e cambios a longo prazo en todos os compofientes do sistema climético,
aumentando a probabilidade de impactos graves, xeneralizados e irreversibles sobre as persoas
e sobre o patrimonio natural e histérico (IPCC, 2014). Os factores ambientais chave,
susceptibles de afectar aos organismos vivos colonizadores e deteriorantes do patrimonio
cultural son o clima e a quimica atmosférica, polo que os cambios nestes factores poden causar

potenciais cambios na relacion entre biota e patrimonio construido (Viles & Cutler, 2012).

Este traballo profundiza no cofiecemento dos efectos que poden provocar os cambios esperados
dos factores ambientais (temperatura, concentracion de CO atmosférico e radiacion UV-B)
nun escenario futuro de cambio climéatico sobre os organismos colonizadores do patrimonio

cultural granitico.

5.1. Experimento CO2-Temperatura

A analise da evolucion dos cultivos sometidos a diferentes condicions de temperatura (20,
26°C) e de CO2 (ambiental, elevado) mostran que ambos pardmetros, individualmente ou en
combinacion, afectan significativamente ao desenvolvemento dos organismos. O dia 45, a
metade do experimento, supon un punto de inflexion nas respostas aos factores ambientais. Ata
o dia 45 hai unha evolucion no crecemento, desenvolvemento e eficiencia da actividade
fotosintética de todas as mostras marcada maiormente polas diferenzas entre condicions de
temperatura, ainda que tamén se mostran diferenzas significativas en funcion das condicions

de CO; e da interaccion das condicions de temperatura e CO2 nalglns pardmetros. A partires
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do dia 45 proddcese un cambio no que todos os parametros medidos nos cultivos,
independentemente das condicions &s que estean sometidos, conducen ata 0 mesmo punto e

desaparecen as diferenzas que se manifestaron ata a metade do experimento.

No que se refire ao desenvolvemento dos cultivos, se ben o nimero total de células mantense
ata o dia 45 (Fig.10), varia a proporcion dos distintos organismos, xa que aumenta a porcentaxe
de algas verdes en relacion &s cianobacterias, especialmente nos cultivos mantidos a 20°C. O
final do experimento, o numero total de células € menor que no comezo do experimento, pero
a porcentaxe de algas verdes é maior, especialmente nos cultivos mantidos a 20°C e sen adicion

de CO..

O aumento na porcentaxe de algas o longo do experimento esta tamén reflexado no pardametro
Fod70nm / Fo645nm (Fig. 12). O sinal de Fo a 470 nm esté relacionado coa clorofila b e o sinal
a 645 nm coa aloficocianina, sendo a relacion Fo470nm / Fo645nm un indicador do dominio
das algas verdes (valores altos) ou das cianobacterias (valores baixos) (Vazquez Nion, 2016).
Tendo en conta o anterior, 0 aumento no pardmetro Fo ao longo do experimento esta
determinado polo incremento na porcentaxe de algas verdes fronte as cianobacterias,
favorecido por condicions de temperatura de 20°C fronte a 26°C e aporte de CO», pero s6 na

primeira etapa do experimento, ata o dia 45.

Os datos da cor tamén mostran esa inflexion no dia 45, especialmente no parametro b*. Tendo
en conta que o parametro da cor b* varia a sta direccion segundo as células do cultivo se estean
a desenvolver ou estean morrendo (Prieto et al., 2002) e a contaxe do nimero de células, esta
claro que ata o dia 45 os organismos foron desenvolvéndose variando o equilibrio inicial
alga/cianobacteria, ainda que respondendo de diferente maneira as condiciéns de temperatura
e CO», pero a partires do dia 45 as cianobacterias, que eran as maioritarias, comezaron a morrer,

moi probablemente debido o esgotamento do medio de cultivo. Hai que ter en conta que o
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medio de cultivo ten nitroxeno e este elemento non é aportado polo granito polo que se esgota

o paso do tempo.

En relacion & comentada variacion do equilibrio inicial alga/cianobacteria, Ji, et al., (2017)
atoparon que as cianobacterias aumentan a sa capacidade competitiva con respecto &s algas
verdes en casos de alta concentracion de CO2, o que corresponde ca tendencia da relacion entre
algas verdes e cianobacterias deste traballo. Do mesmo modo, o efecto da temperatura sobre
0s microorganismos foi estudado por varios autores. No caso de organismos colonizadores do
Patrimonio Cultural, Fuentes et al., (2021) analizando muros de igrexas graniticas con
diferentes orientacions atoparon que en aquelas orientacions nas que a temperatura da parede

€ menor, nos seus biofilms predominan as algas verdes fronte as cianobacterias.

Ademais, de acordo con estudios previos sobre as respostas das comunidades ao cambio
climético, o aumento da temperatura ambiente pode dar lugar a respostas funcionais menos
evidentes dos biofilms (Villanueva et al., 2011). Esta idea, xunto cos encontros de Xu et al.,
(2012) en cultivos de auga doce dominados por algas verdes nos que constataron que a
eficiencia fotosintética aumenta co aumento de temperaturas, mentras que, 0s cultivos
dominados por cianobacterias son lixeiramente menos fotosintéticamente eficientes co
aumento da temperatura, corresponde cos resultados deste experimento no que, tendo en conta
a dominancia das cianobacterias do cultivo mixto, 0 aumento da temperatura provocou unha
diminucion significativa no rendemento cuantico maximo, e polo tanto na eficiencia
fotosintética. Outro pardmetro indicador da actividade fotosintética que mostrou diferencias
con respecto ao efecto da temperatura é a cantidade de osixeno disolto (Fig.20), que foi

lixeiramente menor nos cultivos mantidos a maior temperatura.

O rendemento cuantico maximo dos cultivos (Fig.13) foi significativamente diferente en

funcién da interaccion da temperatura co CO2, sendo as mostras con exposicion a CO>
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fotosintéticamente mais eficientes que as mostras sen exposicion a CO2 que se mantiveron a
mesma temperatura e as mostras mantidas a 20°C son fotosintéticamente mais eficientes que
as mantidas a 26°C. Esto concorda ca hipétese formulada por Viles & Cutler (2012) de que a
exposicion a niveis mais altos de CO> poida mellorar a fotosintese de xeito que o aumento das
concentracions de CO. na atmosfera poida favorecer o crecemento de organismos
fotosintetizadores en biofilms subaéreos. Estudos mais recentes demostran unha relacion do
efecto da exposicion ao CO, co crecemento en cianobacterias marinas e de auga doce, que
revelan un aumento da productividade da biomasa, e maiores taxas de crecemento e fixacion
do carbono en condicions de exposicidn a concentracions elevadas de CO; (Dineshbabu et al,
2020; Velu et al, 2019). Asi mesmo, estudos levados a cabo en rochas graniticas expofien que
concentracions elevadas de carbono favorecen o crecemento do biofilm e o aumento de
pigmentos fotosintéticos, ainda que este efecto parece verse limitado pola dispofiibilidade de

auga (Prieto et al., 2020; Daniel Vazquez-Nion et al., 2020).

O efecto da temperatura vese tamén claramente analizando o indice PQ (Fig.18e) xa que no
tramo dos 45 primeiros dias, nos que como xa se dixo o cultivo esta desenvolvéndose, o indice
aumenta (diminue a degradacion da clorofila) e ademais é significativamente diferente entre
temperaturas, cunha menor degradacion os cultivos a 20°C que a 26°C. A diminucion do indice
na segunda metade do experimento indica o aumento da degradacion da clorofila que se

corresponde ca morte do cultivo.

En relacion a produccion de pigmentos fotosintéticos, a relacion chl b/chl a (Fig.18b) é sempre
maior a 1, excepto aos 30 dias de experimento para os cultivos mantido a 20°C con aporte de
CO3, o0 que sinala a xa comentada predominancia das cianobacterias fronte as algas verdes e 0

aumento de algas verdes no periodo entre 45 e 75 dias do experimento.

56



No desefio do experimento incluiuse o aporte aos cultivos de fragmentos de granito para
analizar se o efecto das diferentes condicions potenciaba o efecto alterante do substrato por
parte dos organismos. Un aspecto importante € que en condiciéns de elevada temperatura
(26°C), independentemente da presencia dos organismos, potenciouse a disolucion de
elementos, o que indica unha alteracion fisico-quimica do substrato. Por outra banda, ocorre
unha maior diminucion dos minerais disoltos nas mostras inoculadas con respecto &s non
inoculadas mantidas a 20°C en comparacion cas mantidas a 26°C. Esto poderia interpretarse
coma un maior consumo de elementos disoltos, ou ben unha maior precipitacion dos elementos
provocada polos organismos das mostras mantidas a 20°C, nas que se deu un maior
desenvolvemento (Fig.21); en todo caso ambos procesos implicarian o biodeterioro do

substrato (B. Prieto et al., 1999; Prieto et al, 2000).

A ese respecto, observaronse diferencias na solubilizacion de Ca*? e Na* ca temperatura e na
solubilizacion de Mg*? e K* co CO, que non tefien que ver con posibles variacions de pH posto
que estas non ocorren cas distintas condicions (Fig.22). O mesmo comportamento do Ca*? e
Na* indica que a alteracion esta ocorrendo nas plaxioclasas, Unico mineral do granito que
conten eses elementos, mentres que 0 mesmo comportamento do K* e Mg*? indica alteracion
sobre as micas, ambolos dous presentes nese mineral. De todas formas debe indicarse que 0s
resultados, en canto aos elementos solubilizados, poden interpretarse como mais solubilizados
dende a rocha ou como menos consumidos polos organismos, é dicir, a solubilizacién poderia
ser a mesma en todalas condicions pero ao ser o metabolismo dos organismos diferente cas
distintas condiciéns, estes poderian consumir mais ou menos cantidade dos elementos
analizados. Este tipo de alteracions debidas & solubilizacion de elementos dende a rocha
inducidas polos organismos colonizadores, foron xa previamente postas de manifiesto en

estudios de laboratorio anteriores con organismos e fragmentos graniticos (Silva et al., 1999,
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Seiffert et al., 2016) pero en ningun caso se analizaron os efectos da temperatura e CO>. E

preciso afondar nesta cuestién con novos experimentos.

5.2. Experimento UV-B
Os biofilms expostos a luz UV-B presentan diferenzas significativas entre as mostras expostas
a diferentes horas de luz UV-B nas sUas respostas no desenvolvemento, eficiencia fotosintética,

color, contido en pigmentos e proporcion celular das duas especies compofientes dos biofilms.

A proporcion de cianobacterias con respecto &s algas verdes aumentoua co aumento de horas
de exposicién do biofilm & luz UV-B (Fig.23), o que coincide cos achados de Crispim et al.,
(2003) sobre o dominio de cianobacterias en biofilms en edificios histéricos calcareos nos
trépicos debido a unha maior tolerancia das cianobacterias & radiacion UV-B e a desecacion
con respecto as algas verdes. Sen embargo, os estudos de Sun et al., (2021) sobre monocultivos
e cultivos mixtos de tres especies de cianobacterias e algas verdes de ecosistemas acuéticos,
demostraron unha maior resistencia das algas verdes a radiaciéon UV-B con respecto as
cianobacterias. Debe notarse que as diferencias das respostas a radiacion UV-B nos dous
traballos vefien dadas porque as cianobacterias terrestres mostran unha maior tolerancia &
radiacién UV-B que as cianobacterias acuaticas (Song et al., (2016)), polo que a relacion dos
efectos da radiacién UV-B e da dispofiibilidade de auga é importante para establecer relaciéns
de competencia e dominancia entre algas e cianobacterias. No presente traballo tratase de

comunidades terrestres.

O incremento de cianobacterias en relacion as algas queda reflexado polos valores obtidos ao
final do experimento da relacion clorofila b/clorofila a (Fig.29b), con valores mais altos no
control (e por tanto maior contido en algas) e menores (maior contido en cianobacterias) nas
mostras expostas a radiacion gardando relacién co nimero de horas de exposicion. Este

dominio das cianobacterias queda tamén reflexado no estudo mediante CLSM (Fig.30), onde
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ademais, se observa un aumento no tamafio celular das algas verdes relacionado co aumento
de horas de exposicion a radiacion UV-B, sendo este un mecanismo de proteccion a dita

radiacion (Sun et al., 2021).

Exposicions de 1h (Irlanda), 2h (Galicia) e 3h (Portugal) diarias & luz UV-B durante cortos
periodos de tempo (15 dias) provocaron un aumento do desenvolvemento dos biofilms
(Fig.24), sen embargo, nese mesmo periodo de tempo, as eficiencias cuénticas méximas
(Fig.26) e efectivas (Fig.27) diminuiron en relacion &s tendencias das mostras control. De cara
o final do experimento, os biofilms reduciron o seu crecemento en relacioén &s mostras control
que continuaron desenvolvéndose, pero aumentaron as eficiencias fotosintéticas, sendo este
aumento menor que nos biofilms non expostos a luz UV-B e gardando relacion co nimero de
horas de exposicion. Estos resultados concordan cos estudos de Hader, (2000) sobre o efecto
da radiacion UV-B en ecosistemas acuaticos nos que revelou que esta radiacion afecta ao

crecemento, a fotosintese, & incorporacion de nitroxeno e & actividade enzimatica.

En relacion aos pigmentos, a degradacion das clorofilas, reflexada no indice de feofitinizacion
(Fig.29e), foi menor nas mostras expostas a 3h diarias de luz UV-B, o que se corresponde cos
estudos de outros autores. Esta menor degradacion da clorofila a foi tamén patente na evolucion
do parametro cromatico b* (Fig.28c), xa que as mostras expostas a 0, 1 e 2h diarias de luz UV-
B mostraron unha cor mais azul que as mostras expostas a 3h diarias de UV-B cunha cor mais
amarela. Asi mesmo a exposicioén a luz UV-B deu lugar a un aumento na producion de
carotenoides a partires do dia 15 con respecto &s mostras control. Este aumento de carotenoides
foi responsable da variacion do parametro cromatico a* (Fig.28b), que deu cores hacia
tonalidades mais vermellas. As investigacions de varios autores acharon que os carotenoides
actuan como fotoprotectores da clorofila disipando a enerxia excesiva e inhibindo a formacion
de especies reactivas de osixeno (ROS) (Cogdell et al., 1978; Will & Scovel, 1989). En
microorganismos, como as cianobacterias, 0os carotenoides proporcionan proteccion contra
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radiacions UV, ROS, radicais libres, salinidade, compostos radioactivos, pH e temperatura
(Gao et al., 2008; Lesser, 2008; Singh et al., 2010). Probablemente esta producion de
carotenoides (Fig.29c) é a citada proteccion que proporciona e a responsable de que a

degradacion de clorofilas sexa menor nas mostras expostas por mais tempo & radiacion UV-B.

Asi, podese establecer un umbral de exposicion a UV-B de 15 dias no que a exposicion durante
curtos periodos (1 e 2 h) ao dia non é tan perxudicial, e que se pode comparar cos estudos de
Sztatelman et al., ( 2015) onde atoparon que, ademais de que exposicions elevadas de luz UV-
B provocan degradacion das clorofilas e diminucion nos xenes asociados ca fotosintese, niveis
subletais de UV-B poden evitar o amarelamento das follas de Arabidopsis thaliana trala
colleita. E importante notar que ainda que o efecto da radiacion UV é acumulativo, o que se
demostra pola variacion dos parametros estudados ao longo do tempo do experimento, é
probable que o tempo de non exposicion permita unha posible recuperacion, xa que o dano
garda relacion co tempo de exposicion a UV en canto ao paso do tempo, pero non co nimero
de horas acumuladas de exposicon & radiacion. E decir, ainda que o tempo de exposicion ten
efecto sobre os biofilms este pode estar regulado polo tipo de ciclo de iluminacion que
determina o tempo que o biofilm estd exposto & luz visible, o que pode ter un papel na

recuperacion do dano. Esta hipétesis necesita confirmacion con posteriores experimentos.
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6. Conclusions

A partir dos resultados obtidos pédese concluir que variacions nas condicidns de temperatura,
concentracion de CO> e radiacion UV-B con respecto as actuais afectaran tanto aos biofilms

colonizadores do Patrimonio cultural pétreo como a sua capacidade de deteriorar o substrato.

En condicions dun hipotético escenario futuro de cambio climatico no que aumente a
temperatura, a concentracion de CO; e a radiacion UV-B, o efecto mais acusado serd unha
variacion no consorcio formador do biofilm xa que esas condiciéns, segundo o presente

traballo, estimulan o desenvolvemento de cianobacterias fronte a algas verdes.

Demostrouse ademais que o incremento de temperatura aumenta a cantidade de elementos
disoltos dende os minerais, sen embargo a sua eliminacion do sistema, ben sexa por consumo
ou por precipitacién é maior a baixas temperaturas, é dicir, cando o crecemento dos organismos

foi favorecido.

As anteriores conclusions tefien gran repercusion en canto a conservacion do Patrimonio
Cultural pétreo nun contexto de cambio climéatico xa que implican un cambio de direccién no
biodeterioro estético, ao cambiar o tipo de colonizador dominante, e no biodeterioro fisico e
quimico, ao cambiar a relacion biofilms-sustrato debida principalemente ao incremento das

temperaturas.
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