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Resumo

A classe Cyanophyceae esteve sempre presente de maneira significativa na Lagoa
da Barra (Maricá-Rio de Janeiro) no período de outubro de 1990 a agosto de 1993,
representando em média 60Yo da densidade e 52Yo da biomassa fitoplanctônica de todo o
período. A biomassa de cianobactérias apresentou uma correlação significativa negativa
com as concentrações de nitrato+nitrito e as razões NID/?Oa, NOP/POP, NO:IPT e
NTiPT durante todo o período. A espécie Synechocystis aquatilis f. salina foi a espécie
mais frequente dentro desta classe, representando em médi4 57Yo da população de
cianobactérias em todo o período estudado. Baseando-se nestes dados, esta espécie foi
cultivada em laboratório em meio ASM-I e ASM-I diluído l0 vezes (ASM-I/10) com
razões NOs/PO+ (N/?) de 3: 1, l0:l e 30:1. Foram acompaúadas a taxa de crescimento, as
concentrações intracelulares de clorofrla a, proteínas e carboidratos, as atiüdades
fotossintética e respiratória, além da excreção de carboidratos. Neste estudo foi verificado
que esta espécie está bem adaptada a uma condição de limitação em nitrogênio, quando
comparada a demanda ideal de Redfield. Foram observadas altas concentrações de
proteínas e clorofila a intracelulares em células cultivadas em meio ASM-I com baixa N/P
(3:1). As maiores taxas fotossintéticas também foram observadas nas células cultivadas em
meio ASM-I, NIP 3:1. Além disso, o cultivo em meio camruzáo N:P 30:1 mostrou que
esta espécie não está bem adaptada a esta condição. Este estudo contribui paÍa o
coúecimento das estrategias utilizadas pelas cianobacterias em situações de limitação de
nitrogênio que as dotam com clara vantagem adaptativa nesta condição.

Synechocystis aquatilis f. salina, cianobactérias, Lagoa da Barra, razão N/P, atiüdade
fotossintética, limitação em nitrogênio



Abstract

Over a 3-year period (October 1990 to August 1993) cyanobacteria represented
6,ff/o of the densrty and 52Yo of the biomass of the phytoplankton community of Lagoa da
Barra (Maricá-RI,Brazil).It was also seen that the cyanobacterial biomass was negatively
correlated *ith ni11a1e+nitrite concentrations and DIN/PO+, PONiPOP, NO:/TP e TN/TP
ratios. Synechocystis aquatilìs f. salina was the predominant species, representing 57Yo of
the cyanobacterial density during the entire period of the study. Based on this data, the
species was cultivated under laboratory conditions in ASM-I medium and ASM-I l0 times
diluted for all nutrients (ASM-I/10) with the following N/? ratios,3'.1, 10:l and 30:1.
Growth rate, chlorophyll a2 protein and carbohydrate intracellular concentrations,
caóohydrate excretion and the photosynthetic activity were investigated. It was
ascertained that the species is well adapted to a condition of nitrogen limitatioÍI, compared
ro the Redfield ratio. High chlorophyll a and protein concentrations as well as the highest
photosynthetic rate were observed on cultures of ASM-I medium with low N/? ratio (3:1).
Furthermore, the cultures in medium with the highest N/P ratio (30:l) showed that the
species is not adapted to this condition. This study is a contribution to the knowledge of
the strategies utilized by cyanobacteria, which gives them a competitive advantage under
nitrogen limitation.

Synechocystis aquatilis f. salina, cyanobacteria, Lagoa da Barra, N/P
photosynthetic activity, nitrogen limitation

ratio,

l0



i - Introdução

1.1 - Considerações Gerais

Os nutrientes, assim como o sistema do ácido carbônico (COz - H2O), luz,

Ìemperatura e as interações com outros níveis tróficos são algumas das variáveis que

controlam a estrutura e a biomassa da comunidade fitoplanctônica. O resultado da

competição pelos recursos nessa comunidade é determinado pelas características fisiológicas

das microalgas, pelas turas de suprimento e razões dos nutrientes potencialmente limitantes,

além das taxas de mortalidade (frequentemente um resultado da pastagern pelo zooplâncton

ou sedimentação) üvenciadas por uma especie particular (Tihnan et al-, 1982). Desta

maneirq organismos que se mostrarem melhor adaptados às variações destes recursos no

ambiente tendem a dominar a comunidade fitoplanctônica.

Obter sucesso em um dado ecossistema quase sempre significa que a especie

deve ser flexível o bastante nos seus requerimentos, resistindo desde a situações fora da faixa

considerada otima com respeito a um parâmetro, até situações mais favoráveis com respeito

a outros parâmetros. Deste modo, sob a maioria das condições nafurais, o desernpenho da

l1



ssp€cie fitoplanctônica em condições sub-otimas será de maior significado ecologico do que

quele sobre condições ótimas @arley' 1982)'

E bem estabelecido que as propriedades fisiologicas de uma espécie são

nfluenciadas pelo ambiente. Fenótipos apropriados aos diferentes tipos de fatores que

:mitam o crescimento são selecionados de maneira que possam competir com SuceSSo nas

rondições dadas (ZevenboonL 1987)'

Lagos eutróficos são frequentemente dominados por cianobactérias durante

:mervalos de tempo consideráveis. Segundo Reynolds et al' (1987) e Tilzet (1987)' estes

organismos são favorecidos em relação a outras espécies fitoplanctônicas, deüdo às suas

características biologicas únicas, que as dotam com grande vantagem adaptativa nestes

ambientes.

Algumas cianobactérias são capazes de desenvolver "blooms", que se

caracterizam pelo acúmulo maciço (10a a 106 células por mililitros) de uma ou' menos

trequentemente, duas especies que podem chegar a representar de 95 a 99Yo da biomassa

fitoplanctônica (Pae{ 1988).

De maneira gerul,tem sido aceito que as condições ambientais que favorecem

a formação de 'blooms" de cianobactérias incluem temperaturas entre 15 e 30oC' níveis de

pH neutro a alcalino, condi@es de'vento calmo e altas concentrações de nutrientes,

especialmente fosfato e nitrogênio (Skulberg et a1.,1984, VÍicks & Thiel, 1990, Carmichael,

lgg4). O aumento da poluição dos corpos d'âgmtem aumentado os níveis destes nutrientes

nas águas através do processo de eutrofização, criando as condições necessárias ao

desenvolvimento destes'blooms". Consequentemente, tem sido reportado um número cada

vez maior de..blooms" de cianobactérias em todo o mundo, inclusive no Brasil (Carmichael,

1994, Azeve'do et al-,1994).
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Muitas especies de cianobacterias que formam'blooms" produzem substâncias

:epatotoxicas e/ou neurotóxicas, que são responsáveis pelo envenenamento de animais em

'-arias partes do mundo. Além disso, estes "blooms" tem uma aparência desagtadável,

eqalam forte odor e comprometem os usos potenciais do corpo d'âgua (Skulberg et al.,

j984, Paerl, 1988, Carmichael,1992 e 1994, Azevedo et al.,1994).

I - Cianobactérias: Características Fisiologicas

Cianobacterias (cianoficeas ou algas azul-esverdeadas) são microrganismos

lrocariotos, capazes de realizar fotossíntese com liberação de oxigênio (Whitton &. Can,

1932). Ocorrem em ambientes de água doce, salobra e marinh4 em ambientes terrestres e

:omo simbiontes.

Possuem como pigmentos a clorofila a e as ficobilinas, que são complexos de

pigmentos protéicos, baseados na ficocianin4 ficoeritrina e aloficocianina, que determinam a

cor característica do organismo (Whitton & Carr, lgSZ). Alem disso compõem o sistema

anten4 que auxilia na captação de luz paÍa a fotossíntese e protege a clorofila da

tbtooxidação (Kromkamp,1987). Este complexo de pigmentos confere 'as cianobactérias

uma alta eficiência fotossintetica e a capacidade de sustentar uma produção fotossintética

tiquida em baixas intensidades luminosas (Reynolds et a1.,1987).

O aparato fotossintetico das cianobactérias, isto é, os componentes celulares

necessários à formação de ATP e NADPFI, a energia e o poder redutor para r fixação do

COz, ébastante similar em estrufura" função e aspectos moleculares ao de algas eucariotas e

plantas superiores. No entanto, nas cianobacterias as membranas fotossintéticas (tilaóides)



re €ncontram dispersas no citoplasm4 já que se trata de um organismo procarioto. Tanto a

-ì:qossíntese quanto a respiração ocoÍrem nos tilacoides (Whitton & Carr, 1982).

Algumas espécies são capazes de fixar o nitrogênio atmosferico, através de

:elulas especializadas, os heterocistos ou através de outros mecanismos distintos. Estas

especies são favorecidas quando as concentrações de nitrato e amônia se tornÍIm muito

:akas no ambiente.

A capacidade de armÍÌzenar nutrientes quando sua concentração está em

erc€sso à demanda imediata, confere grande vantagern, üsto que estas reservas podem ser

'"rsadas para sustentar o crescimento em condições de limitação de nutrientes. O fosforo é

armazenado na forma de polifosfatos e o nitrogênio principalmente nas cianoficinas, que são

colímeros de aspartato e arginina exclusivos das cianobactérias, e também nas ficobilinas

iKromkamp, 1987). A elaboração de um composto nitrogenado com a função específica de

:eserv4 parece ser uma característica exclusiva das cianobactérias (Ormerod, 1992).

Algumas espécies de cianobacterias são capazes de produzir substâncias que

quando excretadas podem agir como inibidoras do crescimento de outras espécies, como

Èzem por exemplo algumas espécies do gênero Oscillatoria,

A capacidade de controlar seu flutuamento através da formação de vacúolos

gâsosos é uma característica importante de algumas especies de cianobacterias. Isto permite

uma melhor exploração da coluna d'âgaa através da migração para lugares com condições

otimas de luz e nutrientes, o que constitue uma vantagem competitiva sobre outras algas

planctônicas (Reynolds et al.,1987, Humphries & Lyne, 1988).

Zevenboom & Mur (1980) mostraram que as cianobacterias apresentam

requerimentos de luz mais baixos do que os eucariotos. Esta diferença cria uma vantagem

seletiva para muitas cianobactérias sobre eucariotos, em condições de baixa intensidade
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m:r-nosq permitindo-as obter maiores taxas de crescimento. Além disso, a alta resistência à

-cação 
excessiva, rica em radiações perto do espectro do UV também já foi descrita por

l.rri (1988) para cianobacterias. Desta maneira, estes organismos são capzlzes de sobreviver

u ;ondições extremas de luz, características da superficie da írym e tambem de sustentar sua

:r,linassa em condições de limitação de luz, de maneira mais eficiente do que algas

*-;ariotas (Trlzer, 1 987).

As cianobactérias também diferem das algas eucariotas pela capacidade de

Lllsrar seus e$oques de carbono e energia à diferenças na duração do fotoperíodo, e não

xi€nas à variações na intensidade luminosa" que é uma característica comum a todas as algas

Kromkamp, 1987). Cianobacterias se adaptam a mudanças no fotoperíodo variando a

:":ncentração de pigmentos, o que altera sua eficiência fotossintetica. Desta maneira, estes

:,,rsanismos otimizam a síntese de polissacarídeos, podendo aumentar sua taxa de

:escimento no escuro, através do uso de suas reservas (Kromkamp, 1987).

A produção de sideróforos, gü€ são compostos extracelulares com a

;apacidade de ligarem-se ao ferro, solubilizando-o e tornando-o disponível para o uso

específico das cianobactérias, confere uma vantagem sobre outras algas que pode levar à

erclusão competitiva (Rueter & Peterseq 1987). Não so o ferro, mas também o cobre é

ìigado aos sideróforos, diminuíndo a atividade deste metal e assim sua toxicidade, o que

rambem favorece às cianobactérias, üsto que estes organismos são mais sensíveis ao cobre

do que algas eucariotas (Rueter & Petersen, 1987).

Além disso, apresentam uma grande flexibilidade metabólica" que as permite

tolerar extremos de temperatura" alcalinidade, assim como sobreüver em ambientes micro-

aerofilios. Entretanto, e importante salientar que nem todas as espécies de cianobactérias são

adaptadas à ampla faixa de variabilidade ambiental, mas sim que especies particulares são
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!Lü::sdas à explorar seletivamente diferentes partes do espectro de circunstâncias ambientais

r-'t :odem ocoÍrer em lagos (Reynolds et aL.,1987).

- -\ dominância das cianobactérias

No final da década de 70, começaram os primeiros estudos que tentavam

-.'::ionar as características da coluna d'âgaa com a presença de cianobactérias. Schindler

--r) e Flett et a/. (1980) mostraram que em situações de baixas razões Nitrogênio

l::alFosforo Total (NT/PT) (razões<l0), as cianobactérias capzÌzes de fixar o nitrogênio

::::o sférico eram favorecidas.

Smith (1983), baseado em um trabalho de reüsão usando dados de 17 lagos,

:*"rendeu a hipótese de Schindler (1977), propondo que baixas razões NT/PT promovem a

::minância não só das cianobactérias fixadoras de nitrogênio, mas de todo o grupo,

:entificando o valor da NT/PT igual a 29 como um limite entre a região onde as

:ranobactérias tendem a dominar e onde elas se tornam raras.

Posteriormente, Smith (1985) propõe um modelo baseado na razÃo NT/PT e

ntensidade luminosa para explicar a dominância das cianobactérias. De acordo com o

modelo, as cianobactérias seriam favorecidas em condições de baixa razão NTiPT e

ntensidades luminosas limitantes. Tilman et al. (1986) observaram a superioridade

competitiva das cianobactérias em relação às diatomáceas, em condições de baixa razão N/P

e temperaturas de 24'C.

Outro modelo foi proposto por McQueen & Lean (1987), baseado na razão

NO3IPT e na temperatur4 que relaciona a presença de cianobactérias à razões NO/PT<5 e

temperaturas maiores que 2l'C. Trimbee & Prepas (1987) sugerem que o grau de



s.-ofr7ação, estimado pelos níveis de fosforo total, é o fator predominante na determinação

-, dominância das cianobacterias na comunidade fitoplanctônica. Pick & Lean (1987)

-:::altam a importância de fatores fisicos como a temperatura e a estabilidade da coluna

: i€ua. Entretanto, estes autores concordam que as cianobactérias frequentemente se

:::rìam o grupo dominante em lagos eutrofizados.

Shapiro (1990) conclui que apesar de fatores como a razáo N/?, baixas

:rensidades luminosas, altas temperaturas, capacidade de flutuação e a baixa taxa de

:3rtagem pelo zooplâncton contribuírem paÍa a dominância das cianobactérias, a hipótese do

ilq-pH sozinha pode explicar esta dominância. De acordo com esta hipótese, as

:lanobactérias são melhores competidoras em faixas de pH altos, quando a concentração de

- 9' e muito baixa" devido aos seus menores valores de rKs ("halÊsafuration constant") para

: carbono e ao mecanismo de concentração do COz.

Hyenstrand (1994), Hyenstrand et al. (1995) e Blomqvist et al. (1994) em uma

:erisão recente sobre as hipóteses formuladas para explicar a dominância das cianobactérias

lropõem nova hipotese, baseada na forma de nitrogênio inorgânico disponível. De acordo

;om esta hipótese, o sucesso das cianobactérias não fixadoras de nitrogênio está relacionado

a presença de amônia no ambiente, enquanto que o nitrato favorece a dominância de

organismos eucariotos. No entanto, ressaltam que neúuma das hipóteses individualmente é

âpú de expücar o sucesso ecologico das cianobactérias, já que tal fato é uma função de

tbrças que atuam de maneira sinérgica. Além disso, os autores sugerem que as cianobacterias

sejam tratadas individualmente, üsto que constituem um grupo de organismos muito

heterogêneo, com adaptações distintas à diferentes condições ambientais.

t Ks é a concentração do zubstrato onde a velocidade de assimilação corresponde a metade da velocidade máxima.
Esta çonstante reflete a afinidade do sistema eozimático pelo substrato, um baixo valor de Ks sugere uma alta
afinidade.



-r - -{ Lagoa da Bara

A Lagoa da Barra faz parte do Sistema Lagunar de Maricá" localizado na

região costeira do estado do Rio de Janeiro entre as latitudes 22" 52'e 22' 58'S e as

iongitudes 42" 40' e 43o 00'. Este sistema é formado por uma série de lagunas e canais

mterligados: a Lagoa de Maricá (19 Km2), a Lagoa do Padre (2.2 KÍ#), a Lagoa de

Guarapina (6.5 Km2 ), além da Lagoa da Barra (6.5 Km1 $igura 1). Suas profundidades

lariam entre 0.5 e 2.0 metros. Os aportes continentais provêm de três rios principais, dos

quais dois deles desembocam na lagoa de Marica e o outro na lagoa de Guarapina

rBarroso et al., no prelo).

A Lagoa de Maricá recebe os efluentes domesticos da cidade de Maricá

t50.000 habitantes), que não sofrem qualquer tipo de tratamento. Os estudos realizados na

t^agoa daBarra (Carmouze et al., no prelo a" Carmouze et al., no prelo b, Domingos el

al., no prelo e Arcifa et al., no prelo) mostram que esta lagoa sofre um processo avançado

de eutrofização, que se traduz pela simplificação da,. sua organização trófica, o que é

corroborado pela grande importância da reciclagem da matéria orgânica através do

"microbial loop" @arroso et al., no prelo).

O clima da região do sistema lagunar é tipicamente tropical úmido,

praticamente sem déficit de água" com calor distribuído o ano todo. A temperatura média

anual fica em tomo de 23"C e a pluüosidade entre I100 e 1300 mm (FUNDREÀ/, 1989

citado em Barroso et aI., no prelo).

TUNOnmvf 1989. Plano Diretor Urbmo de Maric{ RI. Fundação para o Desenvolvimento da Região Metropolitana
do Rio de Jmeiro. Rio de Janeiro,176p.



lb D. Jàíclro

E€pra 1: Ìúapa de localização da Lagoa da Barra.



A influência da maré é muito atenuada, sendo perceptível apenas na lagoa

:e Guarapinq que se comunica com o mar através de um canal estreito. O tempo de

:enor,ação das águas da lagoa de Guarapina é de 2 a 14 dias, enquanto que o da lagoa de

\farica é de 45 dias (KnoppeÍs et al-, l99l).

5 - A dominância de cianobactérias na Lagoa da Barra

Foi realizado um estudo integrado multidisciplinar na Lagoa da Barra que se

csendeu de outubro de 1990 a agosto de 1993 e incluiu estudos sobre o metabolismo do

ç;gema (Faria, 1993, Faria et a1.,1993, Pereira-Filho et al., 1993, Silva-Lins & Carmouze,

-0g3, Carmovze et aI., no prelo 4 Bernardes, 1995, Pereira-Filho et a|.,1995, Pereira-Filho,

..;g5), a composição da matéria orgânica e nutrientes na coluna d'água e no sedimento

tsernardes & Carmouze, 1993, Kuroshima et aL.,1993, Sampaio, 1994, Kuroshima,1995,

Carmouze et al., no prelo b, Bernardes et a1.,1995) e as comunidades planctônicas (Arcifa

$ al., no prelo, Azevedo & Carmouze, no prelo, Castilho & Arcifa, 1995, Domingos et al.,

-995, Domingos et al., no prelo). Este projeto foi desenvolüdo com o objetivo inicial de

dentificar as causas e consequências de frequentes mortandades de peixes que ocolrem no

ocal de estudo.

Durante quase todo o período estudado pelo projeto integrado, as

sianobactérias estiveram presentes de maneira significativa na Lagoa da Barrq representando

em media 6OYo da densidade e 52Yo da biomassa fitoplanctônica de todo o período. Este

ggpo chegou a representar gOYo da biomassa fitoplanctônica total no mês de janeiro de

1991 e 74Yo dabiomassa total no período de outubro de 1991 a julho de 1992. A espécie

Synechocystis aquatilis f. salina foi a espécie mais frequente, representando emméüa" 57Yo



a -,::LrlaÉo de cianobacterias em todo o período estudado. Esta especie chegou a

':r-:.se:rar 99,9yo da população de cianobactérias no mês de janeiro de 199i e 54oÁ desta

: :'-i.ão no período de outubro de 1991 a julho de 1992 No mês de julho de 1992 esta

:lï"l;:.3 constitiuia 87Yo da população de cianobactérias, que representava 89Yo da biomassa

* : ::ctônica total.

A dominância de organismos de pequeno tamanho (<20pm), principalmente as

.:.::..:actérias, na comunidade fitoplanctônica da lagoa entre outubro de 1990 e juúo de

-: l,ti ressaltada porDomingoset al. (no prelo). Estes autores discutem sobre os fatores

u:: ei:uis que teriam levado à dominância desses organismos durante este período do

rï--: t As altas temperaturas, elevados valores de pH ou baixas concentrações de COz,

rÈ,--irlâs taxas de predação pelo zooplâncton e as baixas concentrações de nitrogênio do

-,*, : úo alguns fatores sugeridos como contribuidores para a dominância das cianobactérias

ìi -"igoa da Barra. No entanto, a disponibilidade de nitrogênio no meio parece ter tido um

: i:ei lreponderante sobre a estrutura e o funcionamento da comunidade fitoplanctônica,

rs:{- I' que as cianobactérias se mostraram dominantes quando as concentrações de

:-:: rènio do meio foram menores que 2-3 pmol/l @omingos et al., no prelo).

No mês de janeiro de 1991, a concentração media de nitrogênio inorgânico da

: : rrì d'água era de 1,9 pmol/I, tendo sido observadas razões NID/PID de 2.1 e NTIPT de

i em media" caracterizando uma forte carência em nitrogênio. Neste mês, ,S. aquatilis f.

;- lrLr representava gAYo dabiomassa e densidade fitoplanctônica total.

Nos dias 9, 10 e 11 de fevereiro de 1991, houve uma mortandade maciça de

:{,i:1:es fi-ltradores da espécie Brevoortia tyrcmmts aurea (savelha), que coincidiu com a

.-r,*cência da população de S. aquatilis f. salina. Estes peixes apresentaram sinais eüdentes

;. ::,rl-re causada por hemorragia das üas respiratórias e digestivas, o que levou a hipótese



@ que esres organismos teriam sido intoxicados. Azevedo & Carmouze (no prelo)

oçdcaram a toxicidade de amostras da população natural coletadas logo apos a

mtandade, em bioensaios com camundongos Swiss, tendo sido obtida uma dose letal

mmrna (DL"*) de 31 mglKg de peso corpóreo do animal. Entretanto, foi observada uma

rúrnnnuição acentuada da toxicidade das celulas isoladas de S. aquatilis f. solina quando

num-adas em laboratorio. Segundo esses autores, as células de S. aquatilis f. salina tendo

mrado em senescência" poderiam ter iniciado ou aumentado a produção de um composto

nemolítico que foi fatal aos peixes Brevoortia ty'awrus qurea (savelha), como já foi

msenrado para uma especie do gênero Synechococcus poÍ Mitsui et al. (1989) e para

tsrzfuenoÍlos-aquae poÍ Rodger et al- (1994)-

Arcifa et al. (no prelo) encontraram uma correlação negativa significativa entre

x densidades de Apocylops procerus (copépodo) e Brachiomts plicatilis (rotífero) em

daçao a densidade de cianobacterias na Lagoa da Barra, no período de outubro de 1990 a

lmho de 1991. Segundo esses autores, as cianobactérias constituem um alimento inadequado

s;aa o zooplâncton, devido ao seu baixo valor nutricional e seu tamaúo pequeno. Desse

modo, a pastagem sobre esses organismos é considerada pouco eficiente-

pereira-Filho (1995) através de uma analise estatística dos dados de todo o

penodo (analise de agrupamento), 'correlacionou a dominância de cianobactérias e

org;anismos de pequeno tamanho na Lagoa da Barra com períodos caÍacterizados pelo

metabolismo elevado, elevada concentração de matéria orgânica particulada e baixas

concentrações de nitrato.

Neste trúalho foi Íe lizada uma anáüse de correlação com o intuito de

identificar os parâmetros nutricionais relacionados à dominância das cianobacterias na lagoa.

-\ partir dessa aná,lise foi reatizado um estudo experimental, com culturas de laboratório da

ï

t



sspecie Synechocystis aquatílis f. salina, identificada como a espécie predominante no grupo

g,gs cianobactérias durante quase todo o período estudado. Este estudo üsou analisar a

::vologia desta espécie em resposta a cultivos em diferentes razões NlP, além de verificar

tu!:rmas hipóteses levantadas a partir dos dados de campo. Resultados preliminares deste

:s-.rdo podem ser encontrados em Nascimento & Azevedo (1995).

Este tipo de estudo, com culturas de uma única espécie fitoplanctônica é útil

:r.:lcipalmente porque permite uma avaliação sob condições definidas e reproduzíveis e seus

-:suitados são frequentemente menos ambíguos do que os obtidos com amostras naturais.

A vantagem do sistema experimental, com culturas de laboratório é que o

r-;estigador pode manipular um fator a cadavez. Durante um estudo em um sistema natural,

:nutos parâmetros estão frequentemente mudando simultâneamente, tornando dificil a

':eÍìtificação dos efeitos de um dos fatores ambientais em particular @arley, 1982).

Vale ressaltar que existem diferenças ecológicas significativas entre culturas e

s-,sremas nafurais e assim, comparações e extrapolações de um para o outro devem ser feitas

;om cautela. No entanto, esta abordagem cuidadosa não deve nos impedir de tomar

;?ntagem dos beneficios oferecidos por cada um @arley, 1982). Além disso, é evidente que

r coúecimento em ecologia so é plenamente alcançado com o somatório de estudos de

.ampo e estudos fisiologicos e bioquímicos em condições precisamente controladas.

Através da pesquisa ecofisiológcg e obtido conhecimento sobre as várias

esrrategias de adaptação de espécies fitoplanctônicas em resposta a mudanças do ambiente.

Emrdos com culturas de laboratório são importantes já que revelam os fatores que

Esrimulam a resposta adaptativa e tornam as extrapolações para o campo mais realistas

rZevenboorn, 1987). Mc Cormick & Cairn (1994) ressaltam a importância de estudos



sobre os limites de tolerância de especies fitoplanctônicas, como uma maneira

o impacto sofrido pelo ecossistema.

Em estudos sobre o fluxo de carbono, produção primária" crescimento

do fitoplâncton e para o manejo das águas, a identificação dos fatores que limitam

E de crescimento de populações fitoplanctônicas em seu ambiente natural se tornou



Objetivos

- Contribuir para o coúecimento ecofisiológico da especie S. aquatilis f. salina,

se mostrou dominante na comunidade fitoplanctônica da Lagaa da Barra e e

&çrentemente encontrada em ambientes da costa fluminense.

- Auxiüar no melhor entendimento do sucesso das cianobactérias, especialmente da

crpécie S. aqtatilis f. salina, na comunidade fitoplanctônica da Lagoa da Barra durante o

príodo estudado pelo projeto intqgrado.

W
,.u

- Realizar uma anáüse de correlação com o intuito de identificar os parâmetros

nrficionais melhor relacionados a dominância das cianobactérias na Lagoa da Barra.

- Estudar o crescimento da espécieÌem meios com diferentes razões NiP e

oncentrações de demais nutrientes.
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- Identificar as mudanças nas concentrações intracelulares de clorofila a, proteínas

cwboidratos decorrentes das condições de cultivo.

- Acompaúar as taxas de excreção de carboidratos durante o crescimento da

crpócie nas diferentes condições de cultivo.

- Analisar o efeito das condições de cultivo nas atiüdades fotossintética e

rcspiratória e na produção de toxinas por esta especie de cianobactéria.

- Verificar uma possível mudança do tamanho celular decorrente das diferentes

mdições de cultivo.

- CorrelacioÍÌaÍ as mudanças fisiológicas encontradas no laboratório com os dados

do estudo de campo.



J. Material e Métodos

: I - Análise de correlacão - dados da Lagoa da Bara

Baseado nos trabalhos de Smith (1983 e 1985), Mc Queen & Lean (1987) e

tslomqvist et al. (1994), foi realnada uma análise de correlação de Pearson utilizando-se o

?Íograma estatístico "Statistica". Esta análise foi feita entre as seguintes variáveis na Lagoa

da Barra. concentrações de amônia (n:l l4), nitrato+nitrito (n:l 14) e fosfato (n:114), as

razões NID/PO+ (n:113), NOP/POP (n:114), NO3/PT (n:1 14) e NTIPT (n:114), salinidade

rn:I14) e pH (n:113) em relação à porcentagem de cianobactérias e da espécie S. aquatilis

,i. salina sobre a densidade total da comunidade fitoplanctônica e em relação à porcentagem

do carbono fitoplanctônico na fração das cianobactérias (biomassa de cianobactérias), em

todo o período estudado.

i.2 - Experimçntss prelimirrares

A espécie Sytechocystis aquatilis f. salina (NPLB-2) (Classe Cyanophyceae)

foi isolda de amostras da água da Lagoa da Barra, Complexo lagunar de Marica" R.J., em

fevereirçde l99l pelelpboratório de Cultivo e Fisiologia de Mcroalgas do NPPN, UFRJ.
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então, esta espécie está sendo mantida no banco de cultivo do laboratorio em culturas

uri..is não axênicas, em meio ASM-1 (Gohrarn, 1964) com pH inicial 8, a uma

:r*:(rarura de 24 + 2 "C, fotoperíodo de 12 horas e iluminação de 40 pmol de fluxo de

,," ..s *-'.s-r, proveniente de tubos de lâmpadas frias.

Para que se pudesse escolher a fonte de nitrogênio e as razões

"'::rgênio:Fósforo (NlP) a serem utilizadas no estudo ecofisiológico da espécie foram

-:r-,zados alguns experimentos preliminares. Os inóculos utilizados nesses experimentos

i:::m cultivados sob as mesmas condições descritas para o banco de cultivo.

Inicialmente, S. aquatilis f. sqlina foi cultivada em meio ASM-I (Tabela 1)

....je a forma de nitrogênio oferecida às celulas foi modificada de nitrato para amônia,

-:sreitando-se a concentração normal do meio, já que a amônia era a principal forma de

:*::ogênio encontrada na lagoa. Uma cultura tendo o nitrato como forma de nitrogênio foi

-':da como controle, visto que este nutriente é utilizado como fonte de nitrogênio no meio

\S\,Í-1. Este experimento foi realizado em erlemmeyers de 500m1 com 250m1 de meio, em

:":plicata e teve duração de 10 dias.

O crescimento foi monitorado por contagens de células em microscópio otico,

:"mostradas em dias alternados, utilizando-se um hemocitômetro de Fucks-Rosenthal. Foram

:alculados a taxa de crescimento (p) e o tempo medio de duplicação (G), segundo as

seguintes equações extraídas de Fogg & Thake (1987):

p = (lognN - logxNo) / t onde,

N: número de células por mililitros após um período de tempo t

N6: número de células por mililitros no tempo zero

G:logro2/p



O rendimento máximo de cada cultur4 que representa o número máximo de

dHrs atingido em cada condição de cultivo, também foi analisado.

üda 1: Composição do meio ASM-I, concentrações em pmol.l-r

<) 
, . ; l )

t t ' l :

,t a.
lv
t

posteriormente, S. aquatilis f. sslirn foi cultivada em meio contendo ureia

como fonte de nitrogênio, o @ntrole com nitrato foi mais uma vez ttüz'ado' Este

erryerimento teve duração de 2l dias e os procedimentos foraÍrÌ os mesmos já descritos para

o cultivo com amônia.

Concomitantemente, foi realizado um terceiro experimento utilizando-se meio

ASM-I e meio ASM-I dilúdo 10 vezes (ASM-1/10), tendo a uréia como forma de

nitrogênio e diferentes razõesN/?, 2:1,3:1,4:l e 10:1. o controle com ASM-I normal' isto

ê com nitrato e NIP rgual a 10:1 tanrbém foi monitorado. Foram utilizados tubos com



rr@Írïï:nadamente 30ml de volume de meio, em tripücata paÍa cada condição de cultivo,

iluffiiendo um total de27 tubos.

Esse experimento teve duração de 14 dias, tendo sido realizadas 3

6rs;1agens, no dia zero, no 7" e l4o dias após a inoculação, quando foram determinados o

rulmero de células por mililitro e a concentração celular de clorofila a, nos dias 7" e 14" do

ilünffro. através de análise espectrofotométrica, após extração com metanol l0O% durante 15

Í6rmL:os, sendo a análise feita no mesmo dia da amostragem. A taxa de crescimento foi

;aucriiada a partir do número de células, assumindo-se que a fase de crescimento exponencial

ri:;:Íeu entre os dias zero e sétimo do cultivo. O cálculo da concentração de clorofila a foi

ftro usando-se o coeficiente de extinção determinado por Mac Kinney (1941).

Para a obtenção das razões N/P utilizadas nesse experimento, a concentração

1g fosforo foi mantida constante, enquanto que a de nitrogênio foi ajustada de modo a obter

u diferentes razões (Tabela 2). Essas razões foram escolhidas a partir da análise dos valores

re \,1p da lagoa, durante o período que precedeu a mortandade de peixes, sendo que a razáo

;,e l0:1 representa o valor de N/P do meio ASM-I. O meio ASM-I diluído 10 vezes foi

:^rmbem utilizado, no intuito de melhor retÍataÍ as concentrações de nutrientes encontradas

:a iagoa.

Túela 2: Concentrações de uréia, nitrato e fosfato (pmol de nitrogênio/l) nos meios

ASM-I e ASM-1/10 com diferentes razões N/P.

ASM-1 ASM-1/10

N/F 2zl 3:1 4zl 10:1 221 3:1 4:1 10:1

Uréia 400 600 800 2000 40 60 80 200

Ntrato 400 600 800 2000 40 60 80 200

Fosfato 228 228 228 228 23 23 23 23



A partir destes testes preliminares, foram então estabelecidas as razões NIP de

. e 10:i e o nitrato como forma de nitrogênio em cultivos posteriores.

A.razáo N/p 30.1 foi também escolhida" já que Smith (1983) em um trabalho

:r :e'isão, utilizando dados de 17 lagos, sugere que a razáo N/P igual a29'.1representa uma

-:::ra limite" entre a região onde as cianobactérias tendem a dominar (NiP < 29) e a região

: -, je sua ocorrência no ambient e e raÍa (N/P t 29"1) '

para o estudo das atiüdades fotossintética e respiratoria, foram realizados

:-..:erimentos iniciais no intuito de determinar o tempo de duração das ìncubações de

r::rostras das culturas. A variação da concentração de oxigênio em frascos claros e escuros

':: determinada em diferentes tempos de incubação (1, 2,3 e 4 horas) para células em meio

l.SM-l, N/p 10:1, usando-se o método de Winkler, descrito em Strickland & Parsons

968).

Foram então realizados experimentos onde S. aquatilis f. salina foi cultivada

ern meio ASM-1 normal e meio ASM-1/10, com razões N/P 3:1, l0:1 e 30:1. Essas culturas

loram submetidas a uma temperatura de25 + 2"C, com fotoperíodo de 12 horas e iluminação

Je 40 pmol de fluxo de fótons.rn-2.s-1 provenientes de tubos de lâmpadas frias, com pH inicial

Jo meio igual a 8.

Esses experimentos começaram com a exaustão das reservas nitrogenadas das

células utilizadas como inoculo. Esse procedimento é necessário para assegurar que o

crescimento observado em cada um dos meios, com diferentes razões N/P, foi sustentado



oferecidos e não pelas reservas intracelulares. As celulas do inoculo foram

poÍ centrifugação e lavadas com meio ASM-I sem nitrogênio, sendo

em I litro desse mesmo meio. As celulas perÍnaneceram nesse melo sem

oor 6 dias, tendo sido observado um aumento no número de células por mililitro

lryh rm mediq apesar da cultura se tornar levemente amarelada. O número de células

ransferido pÍIra o meio sem nitrogênio foi sempre o mesmo' o que assegura que

u câulas encontravam-se igualmente exauridas no início de cada experimento.

Após esses 6 dias, as células foram inoculadas em meio ASM-I ou ASM-1/10,

rdaões N/p de 3:1, ou 10:1, ou 30.1. A densidade de celulas inicial nos cultivos foi

r-'"* & l0ó células.ml-I. Todos os experimentos foram realizados em erlemmeyers de 5

lilllii[n mm 3 litros de meio e em triplicata de cada condição de cultivo, perlazendo um total

db qü o,trivos. As culturas foram aeradas com ar filtrado em algodão e filtro de fibra de üdro

mGrs As amostragens das culturas foram realizadas com seringa de 60m1, sempre no

I do da manhã.

O crescimento foi monitorado por contagens diárias de células de amostras da

ffi"-a, de maneira já descrita anteriormente. Os dados de número de celulas por mililitros de

* foram então inseridos em uma escala logarítima para a elaboração da curva de

ncscfoento. Foram também calculados os valofes da taxa de crescimento e do ternpo medio

rc ü,tplicação, segundo Fogg & Thake (1987).

As amostras para anáüse de clorofila a, proteinas e carboidratos intracelulares e

nóoidratos extracelulares foram coletadas em dias alternados. Volumes variáveis de 1 a 10

Íd da cultura foram concentrados por centrifugação, paÍa anáüse de clorofila úI, ou por

fihração em filtros de fibra de údro preüamente calcinados a 400"C durante 4 horas, para



rnálise de proteínas e carboidratos. Essas amostras retidas nos filtros eram então congeladas

r -i5oC por períodos de no máximo 15 dias, antes de serem analisadas.

A concentração celular de clorofila a foi analisada por espectrofotometria, de

:naneira já descrita preüamente, no mesmo dia da amostragem, evitando-se assim o

congelamento da amostra.

As concentrações de carboidratos intracelulares e extracelulares foram

ceterminadas pelo método de Dubois et al. (1956), precedido pelos procedimentos descritos

ror Myklestad & Haug (1972). A glicose foi usada na elaboração de uma curva padrão que

toi utilizada no cálculo das concentrações das amostras.

A concentração intracelular de proteínas foi determinada segundo Bradford

t1976).O cáüculo das concentrações das amostras foi realizado através de uma curva padrão

,Je albumina.

Todos os dados foram normalizados para 106 células'

As atiüdades fotossintética e respiratoria foram avaliadas duas vezes durante o

crescimento das culturas. 1") Na fase exponencial de crescimento, que foi determinada por

meio de regressão linear e z") No último dia de cultivo, que foi definido pela estabilizaçáo

do número de celulas por mililitros de meio de cultur4 caracterizando a fase estacionária.

para a determinação'das atividades fotossintética e respiratória foi analisada a

lariação da concentração de oxigênio em frascos claros e escuros durante 2 horas de

Lncubação, pelo método de Winkler, descrito em Strickland & Parsons (1968). O amido foi

utilizado na determinação do ponto final da titulação. Foram utilizados erlemmeyers de 25 ou

50 nìl com tampa, claros e escuros, para a incubação de amostras (Figura 2). Nesses

eperimentos, as células foram submetidas a uma iluminação de 27 pmol de fluxo de

fbtons.m-2.s t. Como a análise da variação do oxigênio no claro e no eseuro foi realizada



,sando 6 réplicas de cada condição de cultivo (ver Figura 2), os valores mais discrepantes em

:aJa condição foram retirados. Durante cada incubação foram também medidos os valores de

:Fi inicial e final de todos os frascos nos cultivos em meio ASM-i. O acompanhamento da

.:,:iação dos valores de pH em amostras no escuro não foi feito para os cultivos em meio

q:\{-1l10.

| \,/ \t/
ABC

AAATÀ

írgura 2: Experimento para análise das atiüdades fotossintética e respiratória de S- aquatilis f'

salina. Em Ì temos as três réplicas da condição de cultivo por exemplo, ASM-I

10:1. A cada uma destas replicas correspondem 5 erlemmeyers de 25 ou 50 ml,

representados em tr. Em II, o frasco A é utilizado para a determinação da

concentração de oxigênio presente antes da incubação (oxigênio inicial), e os

frascos B e C são utilizados paÍa a determinação da concentraçã9 9" oxigênio ao

final de 2 horas de incubaçáo a 27 pmol de fluxo de fótons.m2.s-t e no escuro,

resPectivamente.

Essas incubações foram realizadas 3 vezes no dia, nos seguintes horários: De

6.30 às B:30, de 11:30 às 13:30 e de 16.30 às 18:30h. Os dados foram então diüdidos pela

concentração de clorofila a, amostrada na manhã do dia do experimento'

Após o experimento de determinação da atiüdade fotossintética e respiratória

na fase estacionária do crescimento em cada condição de cultivo, as células foram

rotografadas em microsópio ótico com aumento de 1000 vezes. As fotogafias das células

rcram então medidas com auxílio de um paquímetro, ptrâ verificar uma possível mudança no



:Ír,nrúo celular nas diferentes condições de cultivo. As células escolhidas para essas medidas

rã,r estavam em processo de divisão celular. A partir da medida do diâmetro da célul4 foram

s:ão calculadas a ârea da superficie da célula, o volume celular e a relação

lrcrficie/volume, através das seguintes equações, escolhidas a partir da forma da cellula

e.tera):

Superfície :4n 12

Volume :413n r3. onde

r: raio da célula

Foi realizada anáúise de variância, utilizando-se o programa "Statistica", Ptr&

rr-aiiação da diferença entre as médias das medidas do diâmetro das células, da ârea da

zuperficie, do volume celular e da relação superficie/volume, das células cultivadas nas

jìferentes condições (meios ASM-I/IO e ASM-I, com razões N/P 3:1, 10:i e 30:l). Essa

:nalise apresentou resultado significativo, ao nivel de significância de 5%. A partir daí, foi

iealìzado o Teste de Duncan, com o intuito de identificar as médias que foram consideradas

:ignifi cativamente diferentes.

No final de cada cultivo, as células restantes nos frascos foram lavadas com

agua deionizada e concentradas por centrifugação, sendo então congeladas a -15oC para

posterior üofilização. As células üofilizadas foram então submetidas a testes de imunoensaios,

pelo método Elisa @nzyme linked immunoabsorbent assay), descrito por Chu (1989 e 1990),

:ealizados no laboratório do Prof. Dr. Wayne V/. Carmichael, W.S.U., Ohio, EUA" para

enálise da concentração de microcistinas (hepatotoxinas produzidas por cianobactérias).

Foram calculados os valores das médias e desvios padrões de cada parâmetro

nnalisado, em cada condição de cultivo, paÍa uma melhor comparação dos resultados.



Nos cultivos em meio ASM-1/10, N/P 3:1 uma das triplicatas apresentou um

::,:cimento muito diferente e assim não foi incluída nos cálculos. Desse modo todos os

:,i:àmetros analisados neste cultivo serão mostrados aqui como médias de dois valores.

Foto dos cultivos em meio ASM-1/10, com razões N/P 10:1 e 30:1. Reparar na

coloração bastante diferente das duas culturas.

J
^4._



4 - Resultados e Discussão

& cianobactérias na Lagoa da Barra

Analise de correlação de Pearson realiz.ada entre as variáveis da coluna 1 e: a

densidade de S. aquatilis f. salina (Syte/ml), a densidade de cianobactérias
(ciano/ml) e a biomassa de cianobactérias (?6Cciano). Correlações marcadas são

significativas a p< 0.05

Variável ciano/ml %oCciano

NIü

1rig.+NOz

PO+

NID

NID/PO+

NOPIPOP

NO:/PT

NT/PT

Salinidade

pH

.41

-.zl

.09

.39

-.10

-.n,
-.23

-.30

-.28

.17

.33 *

-.24

.12

.30 'F

- .18

-.26 'r

-.29 *

- .37 *

-.37 t

.31 : f

-.06

-.36 *

-.03

-.1 I

-.38 *

- .35 *

-.39 t

-.40 *

-.56 :r

.60 *

*

:r

A análise de correlação que apresentou um maior número de resultados

rtnificativos (p< 0.05) foi em relação à porcentagem do carbono fitoplanctônico na fração

37
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!üw :,r:nobactérias (biomassa de cianobactérias) (Tabela 3)' Ficou eúdenciada uma

.nnr-a;ção significativa negativa entre a biomassa de cianobactérias e os seguintes fatores: as

ilrpuT$ertrações de nitrato+nitrito, as razões NID/PO+, NOP/POP, NO3/PT e NT/PT, alem da

,runmm,:ade. A única correlação positiva encontrada foi em relação ao pH Não foi observada

:rr:*iação significativa entre a biomassa de cianobactérias e as concentrações de amônia,

tçri:o e nitrogênio inorgânico dissolüdo'

Desse modo, a ocorrência de cianobacterias na Lagoa da Barra parece estar

ers:ciada à baixas concentrações de nitrato e nitrito, baixas concentrações de nitrogênio em

"ns:"rÇão ao fosforo, tanto na fração dissolvida quanto na particulada, baixos valores de

,a::l,Jade e altos valores de pH. Este resultado mostra que a tendência observada por

;,,:ningos et al. (no prelo) de dominância de cianobactérias associada a carência em

ffi,-rgênio durante o período de Outubro de 1990 a Junho de 1991 parece ser uma

:racterística de todo o período estudado'

Estes dados concordam com os modelos de Smith (i983 e 1985), que associam a

:.;orrência de cianobactérias a baixas razões NTIPT. A correlação negativa encontrada em

-eiago a razáo NO:/PT concorda com o modelo descrito por McQueen & Lean (1987)'

q-Lem disso, a ocorrência de cianobacterias associada à presença de nitrogênio na forma de

mônia sugerida por Blomqvist et al. (1994) também parece se aplicar na Lagoa da Barr4

:rn l.irtude da correlação negativa existente em relação às concentrações de nitrato e nitrito'

{resar de não ter havido correlação significativa entre a concentração de amônia e a

:lornassa de cianobactérias, houve correlação positiva significativa entre a concentração de

:rnônia e a densidade de cianobactérias e da espécie S. aquatilis f. sqlinq na comunidade

moplanctônica da lagoa. Vale ressaltaÍ que Pereira-Filho (1995) tambem relacionou a

Jominância de cianobactérias na Lagoa da Barra a períodos de baixas concentrações de
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mrato em anáIise de agrupamento dos dados de todo o período do estudo. A ocorrência de

:,anobactérias associada a altos valores de pH já foi amplamente relatada (Shapiro, 1990),

:gndo sido proposta por Domingos et al. (no prelo) para o período entre Outubro de 1990 e

irúo de 1991 na Lagoa da Barra.

A disponibilidade de nitrogênio e sua limitação em relação ao fosforo, tanto na

:ação dissolüda quanto na particulada, se mostraram então muito bem correlacionados à

:corrência de cianobactérias na Lagoa da Barra. Estas variáveis parecem ter sido os fatores

:mitantes que proporcionaram a dominância das cianobacterias durante a maior parte do

esrudo. O fator limitante é o recurso essencial que está presente em quantidades próximas ao

ialor crítico mínimo que o organismo necessita, agindo frequentemente como um fator

;ontrolador, determinando o sucesso do organismo em um dado ambiente @arley, 1952).

-1.2- Experimentos para definição das condições de cultivo

Os resútados dos experimentos inicialmente realizados para determinação das

condições de cultivo a serem utilizadas no estudo ecofisiológico de S- aquatilis f. salina se

encôBr,am nas Tabelas 4,5 e 6. O cultivo em nitrato foi usado como controle em todos estes

erperimentos.

A taxa de crescimento (p) e o tempo médio de duplicação (G) mostraram que as

células mantidas em meio com amônia crescerÍrm mais rapidamente que as células cultivadas

em meio com nitrato (Tabela 4). No entanto, a duração da fase de crescimento exponencial

íExp) e o rendimento máximo @end Ma*), que representa o número máximo de celulas

atingido por cada cultura, foram maiores para as celulas no meio com nitrato. Além disso,
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após o 9" dia de cultivo, as células em meio com amônia mostraram-se completamente

despigmentadas, e por isso este experimento teve duração somente de 10 dias'

Tabela 4: Valores da taxa de Crescimento (p), tempo médio de duplicação (G), tempo de

duração da fase de crescimento exponencial (Exp) em dias e rendimento máximo da

cultura @end Max) expresso em número de células de S. aquatilis f. salina por

mililitro de meio, contendo amônia ou nitrato como fonte nitrogenada.

Amônia Nitrato

tr 0.48 0.30

G r.43 2.32

E*p 4 8

Rend Max 5640000 8990000

Segundo Syrett (1981) e Thompson et al. (1989), as maiores taxas de crescimento

observadas em células crescidas em meio com amônia, comparativamente àquelas cultivadas

em nitrato, podem ser atribuídas à redução do nitrogênio, requerida nas células que utilizam o

nitrato. Este processo compete com o ciclo de redução do carbono e com a manutenção das

reservas de enzimas como a Rubisco por poder redutor. Ward & Wetzel (1980) tambem

relataram maiores taxas de crescimento para espécies de cianobactérias cultivadas em meio

com amônia, em relação às células em meio com nitrato, em diferentes intensidades

luminosas.

Gohram et al. (1964) já chamavam a atenção à utilização da amônia ou uréia como

fonte de nitrogênio em meio não tamponado, relatando que apesar do crescimento inicial ser

rápido, é logo interrompido deüdo à lise celular. Syrett (1981) e Fogg & Thake (1987)

ressaltaram o fato de que a assimilação do íon amônio causa uma acidificação do meio,

comprometendo a continidade do crescimento da alga.
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Geider e osborne (lgg2) demonstraram que para cada íon amônio assimilado. um
Ff é liberado para o meio de curtivo, segundo a equação que se segue:

R + NII+" :> Rffir) + pf

Podemos ver que a assimilação de amônia leva à uma diminuição do pH do meio, o
que provavelmente afetou o crescimento desta espécie ao longo do experimento, visto que as
cianobactérias são organismos mais frequentemente associados a ambientes de pH neutro a
alcalino' Brock (1973) conclue que existe uma "barreira âcida,,que limita a ocorrência de
cianobactérias em ambientes de pH ácido. Em especial, o autor chama atenção para o fato de
que a clorofila é degrada à feofitina em condições ácidas. Desse modo, a despigmentação
observada nas células cultivadas em meio com amônia pode ser atribuída à acidificação do
meio, causada pela assimilação de amônia.

vale lembrar que na Lagoa da Barra foi obtida correlação significativa e positiva
entre o pH da âgua e a biomassa de cianobactérias. Alem disso, a queda brusca da densidade
e biomassa de cianobactérias, que ocorreu após a mortandade de peixes foi atribuída por
Domingos et al. (no prelo) à diminuição nos valores do pH do meio.

Desta maneira' o problema da redução do pH do meio ocasionado pela assimilação
de amônia' inüabilizou a utilização deste nutriente como fonte nitrogenada. A uréia foi então
testada como forma de nitrogênio disponível a esta espécie. No entanto, sua assimilação pela
celula também ocasiona uma diminuição no pH do meio, já que libera CO2, corno pode ser
r.'isto nas equações extraídas de Geider e Osborne (Igg2).

CO(Ì\IH2)2 + IüO :> (NH3)2 + COz
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No caso da assim'ação do nitrato há um aumento do pH do meio:

R + NO:- + HrO + Ff :) RCÌ{H3) + 2Oz

Tabela 5: varores da taxa de crescimento (gr), tempo médio de dupricação (G), tempo deduração da fase de crescimento expon"n"iul (E*p) em dias e rendimento máximo(Rend Ma*) expresso em número de células àe s. aquatilis f. salinapor mililitrosde meio contendo uréia ou nitrato como fonte nitrogenada.

Uréia Nitrato

tr 0.23 0.25
G 3.01 2.74

E*p 10 l5
Rend Max r 1985000 74107,50a

como pode ser üsto na Tabela 5' a diferença nos varores do rendimento máximo
(Rend Max) e do tempo de duração da fase de crescimento exponenciar (Exp) mostraram
que' apesar da taxa de crescimento (p) ter sido praticamente a mesma para as duas culturas,
as células crescidas em meio com uréia foram incapazes de manter o crescimento exponenciar
durante muito tempo' não atingindo o número de céruras encontrado nas curturas com
nìtrato' Este fato está provavelmente associado à acidificação do meio, causada pela
assimilação da uréia' A diferença encontrada entre as variáveis referentes ao curtivo em meio
com nitrato na Tabela 4 e na 5 se deve ao tempo de duração dos experimentos, de 9 e zl
üas, respectivamente.

No terceiro experimento, foi observado mais uma vez um rendimento máximo
zuperior nos cultivos em meio com nitrato, em reração aos curtivos em meio com uréia
trabela 6)' Nesse experimento a taxa de crescimento das céruras em meio com nitrato foi

rubestimada' üsto que a fase de crescimento exponencial dessas células foi provavermente
auenr do 7' diado cultivo.



43

Tabela 6: varores da taxa de crescimento (p) em dias, crorofira cr,empg.l'-u cérulas erendimento máximo (Rend y*l 
"*nirn..o ie células.mt-,, do .*p"rimento para

i:::ffirão 
das .-à., N/p a ,"r"r riiirr"a", em currivos posreriores. nd _ não

Fonte de

Nitrogênio

Meio de cultivo

e Razão N/p

p
I 

Clorofila

I 
7" dia

Clorofila

14" dia

Rend Max

UREIA

i

- 2.1 I  0.15

ASM_1/10
T-
I 0.04 nd |  3szosrr

3: l u. t7 0.05 nd 3912500
4.1 0.16 u.o4 001 3787500
l0:1 0.24 0.06 0.04 8061667

z.r -----1 0.28 |

ASM-1

-- 0.08 I o 05 | rui,7a:;3t
3:1 0.29 0.09 007 16905000
4:1 0.29 0. l0 0.07 14746250
l0:1 0.28

0.22

0.13 0. 15 18470833
MTRATO l0: I 0.1 I 008 49680000

Nesse experimento foram então estabelecidas as razões N/p de 3: I e l0:1 e o
nitrato como forma de nitrogênio para os cultivos posteriores.

A Tabela 7 mostra o resultado do experimento realizado para a determinação
do tempo de duração das incubações nos experimentos de análise das atiüdades
fotossintética e respiratória' o tempo de 2 horas foi escorhido por ter sido observado nesse
intervalo de tempo uma variação mensurável da concentração de oxigênio nos frascos
claros e escuros' Tempos de incubação maiores foram eütados deüdo a: l)- o efeito do
"confinamento" 

fbottre effect'), que e pronunciado em amostras de pequeno vorume,
como as aqui utilizadas; 2)- para eütar a supersaturação em oxigênio e 3)- para possib'itar
arealizaSo das incubações 3 vezes no dia.



Tabela 7: variação da concentração de oxigênio (pmor/l) em frascos craros e escuros durantediferenres tempos de incubação, .n,,èì" Àsú]i, Nrp to,r.

No céls.ml-r

51315000 céls.ml- 14575000 cels.ml'
Variação do 02

+t46.3

+1t7.1

+111 4
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4.3-Estvdo ecofrsiolígrco de S. aquatilis f. salina

4.3.1 -Crescimento

As Figuras 4 e 5 evidenciam uma diferença marcante no crescimento de ,S.

aquatilis f. salirn em meio ASM-l/10 e ASM-I, em termos da velocidade de crescimento

rinclinação da reta), rendimento máximo da cultura e duração da fase de crescimento

erponencial. As celulas cultivadas em meio ASM-I/10 tiveram uma curta fase de

crescimento exponencial, atingindo a fase estacionária em no máximo 7 dias, apresentando

assim um rendimento máximo bem inferior ao dos cultivos em meio ASM-1 (Tabela 8).

Segundo Zevenboom (1987), a taxa de crescimento limitada por um

nutriente é o resultado final da capacidade celular de absorver, transportar e assimilar o

iutriente limitante ou de usar suas reservas celulares. Através da regulação de enzimas

especificamente envolüdas nos vários estágios da nteração da celula com o ambiente

:utriente), a célula e capaz de obter determinadas taxas de crescimento.

As células cultivadas no meio ASM-1/10 com razão N/P 3:l tiveram seu

:rescimento comparativamente muito prejudicado (Figura 4), como indica sua menor taxa

:e crescimento e maior tempo medio de duplicação. Além disso, o rendimento máximo

nngrdo pela cultura foi muito baixo, representando um valor cerca de 11 vezes menor ao

:'i'tido por células cultivadas no meio ASM-I, N/P l0:1. Isto se deve principalmente à

:,ança concentração de nitrogênio no meio, que parece não ter sido suficiente para que as

:eh,rlas, que já viúam de uma condição de limitação severa por este nutriente, causada

:eia permanência durante 6 dias em meio sem fonte de nitrogênio, se recuperassem.
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Tabela 8: Taxa de crescimento (p) e tempo médio de duplicação (G) em dias. Rendimento
máximo (Rend Max) expresso em número de células de S. aquatilis f. solina
por mililitros. Valores médios, calculados a partir de triplicatas de cada
condição de cultivo.

Meio Razão NIP tl G Rend Max

ASM-1/10 3:1 0.27 2.60 3770625

10:1 0.40 t .74 9565000

30:1 0.43 t.62 1 1205833

ASM-1 3:1 0.33 2.r0 29705000

10.1 0.37 t.87 42161667

30: I 0.36 1.92 t2t9rttl

Kana et al. (1992) observaram que 3 diferentes cepas de STnechococctts

apresentaram crescimento exponencial enquanto o nitrato foi detectável no meio de

:ultura. Este crescimento foi interrompido logo após a exaustão deste nutriente no meio.

Caperon (1968) ressalta que a assimilação de um determinado nutriente por celulas

:rauridas é bastante rárpida, enquanto ataxa de crescimento não aumenta na mesma escala.

A limitação em micronutrientes, que se encontravÍÌm em concentrações

:uito menores no meio ASM-1/10, também deve ser considerada. Em especial, a

:;:,ncentração de ferro era muito baixa (0,4 pmoVl). Murphy & Lean (1975) explicam a

r.r-rsência de cianobactérias no lago St. George a partir das baixas concentrações de ferro, na

t:ra entre 0.36 e 0.9 pmolÍ. Além disso, considerando-se que os dois processos mais

i-tendiosos em termos energéticos para a célula, a redução fotossintética do carbono e a

-'*jução do nitrogênio, dependem de compostos que contém feno (Rueter & Petersen,

:.!.), pode-se inferir as consequências de sua limitação à célula.



ê
,t)

-()
C)
C,)

-+- 3:l --r- 10:1 -+- 30:1

figura 4: Curva de crescimento de S. aquatilis f. salino cultivada em meio ASM-1/10, com
diferentes razões N/P.

As células cultivadas no meio ASM-I/10 com razão N/P 10:l e 30:1

lbniveram valores de tempo médio de duplicação e rendimento máximo praticamente iguais.

Ltn fato interessante e que as células cultivadas nestas condições apresentaram os maiores

8

dias



.,.alores de taxa de crescimento, apesar da desproporção darazáo N/? existente na condição

:rl:1. No entanto, deve-se levar em consideração que um maior suprimento de nitrogênio

em um meio pobre (ASM-1/10) deve ter um efeito estimulador do crescimento. Além disso'

jeve ser observado que essas maiores taxas de crescimento nos meios ASM-I/10, N/P 10:1

e 30:1 se referem a um período em fase de crescimento exponencial comparativamente

:nenor em relação às celulas cultivadas em meio ASM-1'

Segundo Gbson & Smith (1982), o nitrogênio e o carbono são vistos como

:rutrientes que limitam a taxa de crescimento, enquanto o suprimento de fosforo limita o

:endimento de maneira mais direta. Dessa maneira, são observados altos valores de taxa de

;rescimento mesmo em baixas concentrações de fosfato (Healey, 1982). A taxa de

:rescimento parece estaÍ melhor correlacionada às concentrações intracelulares de fosforo,

e não a disponibilidade deste nutriente (Gibson & Smith, 1982)-

Deve-se ressaltar que os parâmetros utilizados para análise do crescimento

jas culturas, a taxa de crescimento e o tempo medio de duplicação, foram bastante

,emelhantes para as celulas crescidas em meio ASM-I, N/P 3:1, 10:1 e 30:1. No entanto,

:endo em vista a Figura 5, pode-se observar que as células em NIP 30:1 apresentaram o

:Ìlenor crescimento, como mostraram a menor inclinação da reta e a menor duração da fase

je crescimento exponencial. A concentração exagerada de nitrogênio em relação ao fosforo

\,P 30:l) teve um efeito marcante sobre o rendimento da cultura, como o sugerido por

[i.ibson & Smith (1982), provavelmente deüdo a uma limitação em fósforo em relação ao

Ítrogênio, causada por um desequilíbrio na razão NlP.

Esses dados provaram que esta espécie é capaz de manter um bom

rescimento em condições de baixas concentrações de nitrogênio no meio, quando os

:emais nutrientes necessários se encontram disponíveis, como mostraram as células

rultivadas em ASM-I, NIP 3:1, quando comparadas às cultivadas em N/P l0:1 (Figura 5).
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ler.e-se ressaltar que este crescimento foi sustentado realmente pelo nitrogênio disponível

-.: meio e não por reservas intracelulares deste nutriente, como muitas vezes relatado. Estas

:eiulas mantiveram uma boa taxa de crescimento enquanto havia nitrogênio. Esta taxa

-,runuiu a partir do momento em que o nitrogênio foi consumido pela cultura. Isto

-,ninuiu a duração da fase de crescimento exponencial, prejudicando o rendimento máximo

- 
cultura.

Segundo Fogg & Thake (1987), o efeito de um baixo suprimento de um nutriente

:articular em uma cultura e diminuir o tempo de duração da fase de crescimento

:xponencial, ao invés de diminuir a taxa de crescimento, como o observado nas células

:uitivadas em meio ASM-1, N/P 3:1 e 30.1 e meio ASM-1/10'

O dado mais contrastante entre as culturas e portanto mais esclarecedor, foi

: :endimento máÍmo. Este dado possibilitou uma ordenação das três condições de cultivo

:o meio ASM-1, da mais favorável ao crescimento da espécie, N/P 10:1, à menos favorável,

\ P 30:1, sendo que a NiP 3:l ocupa posição intermediária'

A Tabela 9 mostra as taxas de crescimento de Microcystis aeruginosa, (Aguiar,

-995) e Synechocystis aquatilis f. aquatilis (Andrade et al., 1994), como parâmetro de

:omparação. pode-se notar que também para a espécie Microcystis aeruginosa o efeito de

im menor suprimento de nitrogênio teve um efeito mais acenfuado no rendimento máximo

:a cultura do que na taxa de crescimento. Aguiar (1995) encontrou diferença significativa

p<0,05) entre o rendimento máximo da cultura em meio ASM-I, N/5 e o da cultura em

:eio ASM-I normal, mas não entre a taxa de crescimento das células nos dois cultivos. A

rferença encontrada entre as taxas de crescimento de Synechocystis aquatilis f. aquatilis e

r.{icrocystis aeruginosa pode ser atribuída à diferença de tamaúo entre estas células'
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Figura 5: Curva de crescimento de S. aquatilis f. salina cultivada em meio ASM-I, com

diferentes razões NlP.

Foy (1980), concluiu que apesar da taxa de crescimento depender de fatores

netabolicos e fisiologicos, ela é tambem correlacionada positivamente com a relação

zuperficie/volume. Células menores tem uma relação superficie/volume maior e assim
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Peralmente crescem mais rapidamente que células de tamaúo maior. A taxa de crescimento

te Synechocystis aquatilis f. aquatilis. um pouco maior que a relatada neste trabalho para

S aquaíilis f' sqlina em meio ASM-I pode ser atribuída a maior intensidade luminosa e

irtoperíodo no cultivo de Andrade et at. (1994\.

rabela 9: comparação de dados de diferentes espécies de cianobactérias.
crescimento (p) em logN.d-r, rendimento máximo (Rd Max)
temperatura em graus celsius ('c), intensidade luminosa
fotoperíodo em horas.

Valores da taxa de
x106 células.ml-l,
em pE.m-2.s-r e

A natureza do material celular recém sintetizado pela fotossíntese depende

in balanço entre as várias reações metabólicas que ocoffem dentro das células, que são

:esuladas pelas condições ambientais prevalecentes no momento, e pelo estado fisiologico

m alga (Morris, rg8l). Deste modo, a comparação entre a síntese de compostos

sss€ncialmente ligados ao crescimento como proteínas, e a síntese. de compostos de

mlnazenamento como lipídios e polissacarídeos assume grande relevância no estudo

uofisiologico do fitoplâncton (Morris, lggl)

As Figuras 6,7,8 e 9 mostram a variação das concentrações de carboidratos

: rroteínas intracelulares durante os cultivos em meio ASM-1/10 e ASM-I. pode-se notar
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:ue os valores mais altos de carboidratos intracelulares foram observados no primeiro dia

:o cultivo, com exceção das células cultivadas em meio ASM-1, N/P 30:1'

Concomitantemente, os msnores valores de proteínas, não detectáveis pelo metodo

:nIizado, foram observados também neste dia'

Estes elevados valores de carboidratos e baixos valores de proteínas na fase

:mcial do cultivo refletiram a condição de carência em nitrogênio vivenciada pelas células do

:nóculo. Deve-se lembrar que estas células foram cultivadas durante 6 dias em meio sem

ldição de nitrogênio, no intuito de que houvesse justamente o consumo de suas reservas

:trogenadas.

Com a falta de nitrogênio no meio, a síntese proteica e inibida e as reservas

itrogenadas intracelulares começam a ser degradadas. No caso das cianobacterias, aS

;ianoficinas são primeiramente degradadas, seguindo-se a degradação das ficobiliproteínas

-{llen & Hutchinson, 1980, Syrett, 1981, Weisshaar & Boger, 1983, Van Rijn & shilo,

. gg6, Bryant , Ig87, Fogg & Thake, 1987, Nlen et al., 1990, Duke & Allen, 1990' Turpin,

-99i, Kana et al.,lgg:,,Foy, 1993), da clorofilaa, alémde enzimas ligadas a fotossíntese

-{11en el al., 1990, Duke & Allen, 1990, Turpin, 1991). Além disso, com a falta de

dtrogênio do meio, a üa metabólica preponderante, que é a de síntese de proteínas, é

dterada para avia produtora de compostos de reserva não nitrogenados, como carboidratos

\Íyklestad & Haug, lgTz,Foy & Smith, 1980, Morris, 1981, Lapointe & Duke, 1984, Van

3;jn & Shilo, 1986, Zevenboonq 1987, Allen et a\.,1990, Duke & Allen, 1990, Harrison el

;,'.. 1990, TurPin, 1991).

A degradação das ficobiliproteínas é geralmente üsta como uma maneira de

:Cistribuir o nitrogênio celular durante a sua limitação, deslocando-o dos pigmentos que

:aptam lvz para a síntese de proteínas novas. Everest et al. (1986) sugerem que esse

:,'ogênio celular que e redistribuído durante a limitação em nitrogênio é usado na síntese
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M enzimas que aumentem a eficiência de assimilação deste nutriente' Kana et al' (1992)

fii!Ëerem que esta redução das ficobiliproteínas também pode ser vista como um mecanismo

lrrú.rrativo para reduzi r a absorção de energia luminosa quando autrlizaçáo dos produtos da

i:r :ssíntese e restrita'

SegundoMorr is(1981),algasmicroscopicassãoemessência,organismos\

*n:et izadoresdeproteínas,comumagrandediversidademetabol icaquepermitea

rajominância de outras vias metabolicas sobre a üa preferencial produtora de proteína' em

rserminadas condições'

As elevadas concentrações iniciais de carboidratos sofreram uma diminuição

rÌ,irrcante logo nos primeiros dias de cultivo tanto em meio ASM-1/10 quanto em ASM-1

l.Euras 6 e 1).Esta queda no conteúdo de carboidratos foi acompaúada por um aumento

r:c.siderável na concentração de proteínas (Figuras 8 e 9), o que mostra a rápida

x-similação de nitrogênio pelas células exauridas deste nutriente'

Numacondiçãodecrescimentol imitadoporumdeterminadonutriente,o

rsôque interno desse nutriente é baixo' mas a afinidade pela sua absorção e/ou o conteúdo

x;ular do sistema de absorção e arto. Ass'ru a cérula exibe uma arta taxa inicial de absorção

mte nutriente quando este the é oferecido (Zevenboom' 1987)' o efeito líquido na célula

;era de aumentaÍ sua capacidade de absorção do nutriente limitante e também sua

m.nacidade de competir com sucesso com outros organismos

ocarboidratoacumuladodevetersidoparcialmenteconsumidopela

,*spiração, que tende a aumentar durante a rápida assimilação de nitrogênio' e

irncipalmente convertido em compostos orgânicos nitrogenados' como as proteínas

S1rett,19s1).Estasproteínassãoentãouti l izadasnasíntesedecompostosquepermitama

diisão celular, e consequentemente o crescimento da população'
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Durante o período correspondente a fase de crescimento exponencial' foi

lrsen'ada a queda das concentrações de carboidratos e aumento de proteínas' indicando um

mi::rento de produção de materiais celulares novos e crescimento da população (Figuras 6,

- i e 9). o padrão metabólico característico desta fase é de uma alta capacidade

.Í:r:ssintetica dedicada à produção de proteínas e outros constituintes protoplasmáticos

rÍ-. tividos no crescimento (Fogg & Thake, 1987). No entanto, a proporção de proteínas

:r"f :e o material celular total é afetada pelas condições de cultivo'

A medida que os nutrientes do meio foram sendo consumidos, as células

mr:aram na fase estacionária do crescimento, que é caÍacteÍrzada pelo aumento da

:':"d.ução de compostos de reserva, como carboidratos, já que o meio não mais propicia o

;:scimento da população. Este aumento nas concentrações de carboidratos foi de fato

:rsenado nas células cultivadas no meio ASM-I, e de maneira mais pronunciada nas

:s-rlas em razão N/P 30. T, talvez em função desta alta razão NiP, que se mostrou

rreudicial ao ciescimento desta espécie (Figura 7).lânas celulas cultivadas no meio ASM-

- _, (Figura 6), esse aumento dos carboidratos so não foi observado nas celulas em razáo

rqp 30:1, onde provavelmente a maior disponibilidade de nitrogênio ainda permitia uma

{ffiese protéica adequada, como pode ser observado na Figura 8' Por outro lado' esse

urento foi mais pronunciado nas células em razão N/P 3:1, deüdo provavelmente a forte

funrração em nitrogênio úvenciada por essas células, principalmente no final do cultivo'

Nas células cultivadas em meio ASM-I/IO N/P 3:1, a concentração de

unogênio pÍ[ece não ter sido suficiente para permitir uma produção considerável de

tn:einas, o que deve ter prejudicado seu desenvolvimento (Figura 8). Estas células foram
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Figura 6: Variação das concentrações de carboidratos intracelulares

salino no meio ASM-1/10 com razões N/? 3:1, 10:1 e 30' l

desvio padrão ao redor da média de três culturas'

de S. aquatilis f.
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Figura 7: Variação das concentrações de carboidratos intracelulares de S' aquatilis f. sslina

no meio ASM-I com razões N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desüo padrão

ao redor da média de três culturas.
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:frr4zes de duplicar sua população somente duas vez, durante todo o tempo em que foram

;LL::r'adaS.

segundo Fogg & Thake (1937), quando células que estão crescendo

n::,rnencialmente são transferidas para um meio sem fonte de nitrogênio, a divisão celular

:r:i-,:inua até que o nitrogênio celular chegue a um limite, que é geralmente na ordem de 3aÁ

ü: teso sêco. A partir daí a fotossíntese resulta em expansão celular e aumento do peso

{*";,r médio celular, e não mais em crescimento da população. As células cultivadas sob a

;:c,cição de maior estresse, em ASM-1/10, N/P 3:1, provavelmente atingiram este limite' e

n:r lsso não apresentaram um bom crescimento'

como pode ser observado na Figura 8, no meio ASM-l/10, N/P 10:1 e 30:1,

Tr;i-i'e um aumento acentuado nas concentrações de proteínas até o segundo dia do cultivo'

;*;Ìerizando os valores máximos observados em todas as condições e retratando a rápida

uj';nilação de nitrogênio por estas células. Apos este aumento inicial, houve uma grande

n-eia- até o quarto dia do cultivo, associada à diüsão celular. Esta mesma tendência foi

:r:sen-ada por Aidar et al. (L991) para celulas da diatomácea Phaeodoctylum tricornutum

3,. : niin) preüamente exauridas em nutrientes'

posteriormente, os valores de proteínas se mantiveram baixos no meio com

r.r;o N/P 10:1, apresentando um aumento no último dia de cultivo, assim como o

msen'ado para as células cultivadas em N/P 3:1 (Figura 8). Este aumento pode estar

",s,l.cionado à síntese de pigmentos que auxiliam a captação de luz' deúdo ao processo de

s;:-sombreamento que se desenvolve com o aumento da densidade de células da cultura'

No meio com razão N/P 30:1, a concentração de proteínas apresentou um aumento

r :,aÍ1iÍ do 6" dia de cultivo, mantendo-se alta até o final, refletindo a maior disponibilidade

re :-itrogênio (Figura 8). Essa maior concentração de nitrogênio no meio, teria permitido

rm,a maior síntese de pigmentos acessórios, que são importantes nesse momento' quando o
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aumento do número de células na cultura provavelmente levou a um processo de

autosombreamento. Segundo Rhee (1978), em células sofrendo limitação de fosforo, o

excesso de nitrogênio e acumulado na forma de proteínas. No meio ASM-1/10, N/P 30:1

ocoÍreu provavelmente uma limitação por outros nutrientes que não permitiu a continuação

Co crescimento, visto que as células entraram na fase de crescimento estacionário.
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Figura 8: Variação das concentrações de proteínas de ,S. aquatilis f. solina no meio ASM-
1/10 com razões N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desvio padrão ao redor da
média de três culturas.

Nas células cultivadas no meio ASM-I normal, as concentrações de

:roteínas aumentaram gradativamente, mantendo valores médios bem mais altos que as

:elulas em meio ASM-I/IO durante a fase de crescimento exponencial (Figura 9). No

erÌranto, o meio com menor suprimento ne nitrogênio (N/? 3:l) apresentou valores médios

:renores que os meios com NIP l0:l e 30:1. No final da fase exponencial, houve uma
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diminuição na concentração de proteínas nas células cultivadas nas razões N/P 3:1 e 10:1'

que foi proporcional à disponibilidade de nitrogênio. No meio com tazáo N/P 30:1 foram

observados elevados valores de proteínas mesmo nos últimos dias do cultivo.

O aumento dos valores de proteínas observados no 8o e 10" dia do cultivo no

meio com razáoN/P 10:1 podem estar associados à um aumento das ficobilinas, decorrente

do processo de autosombreamento. No meio com N/P 30.1 provavelmente também ocoÍreu

um aumento da produção de ficobilinas, apesar da cultura não ter atingido uma alta

densidade de células, mas em função da grande disponibilidade de nitrogênio (Figura 9), já

que foi observada nestas culturas uma coloração mais escura

t .2a
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Figura 9: Variação das concentrações de proteínas de ̂ S. aquatilis f. salina no meio ASM-I

com razões N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desüo padrão ao redor da

média de três culturas.

Resumindo, tanto no meio ASM-I quanto ASM-1/10, a concentração de

:roteínas sintetizada pelas células foi uma função da concentração de nitrogênio no meio,
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rendo que as células cultivadas em meio ASM-I/IO com razão N/P 3:1 apresentaram

-" alores de proteínas por célula muito baixos, incapazes de permitir um bom crescimento

:elular. /..,

As Figuras 10 e I I mostram a variação das concentrações dê'' clorofila a

jurante os cultivos em meio ASM-1/10 e ASM-I. Observa-se um pequeno aumento nas

:oncentrações de clorofila a ate o 2" dia de cultivo. Este aumento está provavelmente

":sociado ao crescimento celular, deüdo à presença de nitrogênio no meio, visto a condição

je exaustão por este nutriente úvenciada pelas células do inóculo.

Nas células cultivadas em meio ASM-1/10, a concentração de clorofila a por

:elula diminuiu logo após o 2o dia, eüdenciando a limitação em nitrogônio, üsto que no

:leio com razão N/? 30:1, foram observados valores comparativamente mais altos ate o

:nal do cultivo. Rhee (1978) já relatou que células cultivadas em altas razões N/P

itresentam maiores concentrações de clorofila a, compaÍativamente às cultivadas sob

:ritação de nitrogênio.

Além disso, as culturas em razão N/P 3:1 se apresentaram amareladas já

tesde o 2" dia de cultivo, mostrando que a concentração de nitrogênio neste meio não foi

*:frciente para reiniciar a síntese dos pigmentos acessórios, as ficobilinas, degradados

nrante a exaustão das reservas nitrogenadas do inoculo. No entanto, a concentração

:dular de clorofila a destas culturas se mostrou maior do que a encontradapaÍa as células

r;dvadas em meio ASM-I/IO, N/P 10:1, até o 5o dia do cultivo. A partir do 6" dia de

;-rivo, as concentrações de clorofila a destas duas culturas foi praticamente a mesma

Iigura 10), e a cultura com N/P l0:1 também apresentou a coloração amarelada jit

;,rservada no cultivo em N/P 3:1.

Fogg & Thake (1987) relataram o aumento da relação carotenóides/clorofila

.n ern células submetidas à limitação por nitrogênio, deüdo ao aumento da concentração dos
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pigmentos carotenóides. Isto provavelmente aconteceu no meio ASM-T|I}, razões N/? 3:l

e 10:1, onde foi verificada uma coloração amarelada nas culturas, não observada nas

culturas emNlP 30:1. Além disso, as células narazáo N/? 30.1 devem ter produzido uma

concentração de ficobilinas maior que as células em N/? 3:1 e 10:1, justificando a grande

diferença na coloração destas culturas, visto que este complexo de pigmentos protéicos e o

responsável pela cor característica do grupo.
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Figura l0: Variação das concentrações de clorofila a de S. aquatilis f. salina no meio
ASM-1/10 com razões N/P 3.1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desvio padrão ao
redor da média de três culturas.

, ' ' - ì
No meio ASM-I com razões NIP 10..,{ e 30:1, a concentração de clorofila a

:e manteve aka até o fim do cultivo. No meio ASM-I com razão N/P 3:1, a concentração

urtracelular de clorofila a começou a diminuir logo após o 2' dia do cultivo, deüdo

:rovavelmente à divisão celular, associada a posterior limitação em nitrogênio do meio que
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teria inibido a síntese de novos pigmentos, visto que são compostos ricos em nitrogênio

(Figura 11).

As células cultivadas em meio ASM-1 apresentaram valores de clorofila a

por celula maiores que as celulas cultivadas em meio ASM-I/10 ate os últimos dias de

cultivo. Este fato pode ser explicado principalmente pela diferença nas concentrações de

nitrogênio do meio, mas também pelas baixas concentrações de alguns micronutrientes

envolvidos na síntese de pigmentos, como o ferro, apesar deste micronutriente não

participar da sua composição (Rueter & Petersen, T987).
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Figura ll: Variação das concentrações de clorofila a de,S. aquatilis f. salina no meio
ASM-I com razões N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desüo padrão ao redor
da média de três culturas.

A diminuição das concentrações de clorofila a jâ foi citada como uma

mnsequência da limitação em nitrogênio (Lapointe & Duke, 1984, Everest et al., 1986-
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Duke & AlleÍì, 1990, Foy, 1993), apesar de alguns autores não terem observado variação

significativa nas concentrações deste pigmento em células sofrendo limitação de nitrogênio

(Van Rijn & Shilo, 1986, Duke & Allen, 1990, Kana et al',1992)

4.3.3 - Carboidratos Extracelulares

Os maiores valores de carboidratos excretados foram observados no

primeiro dia de cultivo, em todas as condições (Figuras 12 e 13). Neste dia, as células

proviúam de uma condição estressante causada pela permanência durante 6 dias em meio

sem nitrogênio. Segundo Vieira & Cáceres (1987) a liberação de carboidratos no meio de

cultivo, ou no ambiente natural, por algas microscópicas é um processo fisiologico natural.

Entretanto, fatores ambientais como a exaustão de nutrientes e fatores que mantem a alga

,ob uma condição de estresse podem aumentar estas taxas (Fogg, 1983, Veira & Cáceres,

1987). Qualquer fator que iniba a multiplicação celular mas que permita que ocoÍra a

:ctossíntese resulta em excreção de produtos fotoassimilados (3Hellebust, lg74 citado em

\-ieira & Cáceres, 1987).

aPacheco &. Codd (1981), citado em Fogg (1983) encontraram uma

:-,idência clara de que a deficiência em nitrogênio causou um aumentou na taxa de excreção

:e celulas de Anacystís nidulans em condições de laboratório Isto porque na falta de

::rogênio não há síntese de aminoácidos e proteínas, e assim os carboidratos que são

:':oduzidos na fotossíntese vão sendo incorporados pela célula em compostos de reserva. A

ru.nir de um certo limite, a célula se torna incapaz de incorporar uma quantidade de

'ã-LEBUST, J.A Excreüon of some organic compounds by marine phytoplankton. Limnol. Oceanosr. r
I  192-200,1965.
I {CHECO, F. & CODD, G.A Formation and fate of glycolic acid in Chlorella marina. l98l
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carboidratos maior, apesar da sua biosíntese continuar, e assim este "excesso" é excretado

(Eberlein & Brockmann, 1986).
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Figura 12: Yanação das concentrações de carboidratos extracelulares de S. aquatilis f.
salina no meio ASM-1/10 com razões N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o
desvio padrão ao redor da média de três culturas.

Myklestad &. Haug (1972) observaram que a principal produção de

poüssacarídeos extracelulares por celulas da diatomácea Chaetoceros affinis var. willei

ocoÍreu na fase estacionária do crescimento, após o período de rápido aumento de

caóoidratos intracelulares.

Deste modo, as altas taxas de excreção verificadas no início dos cultivos

parecem retrataÍ as altas concentrações celulares destes compostos nas células do inoculo,

;ausadas pela carência em nitrogênio, que inibiu a síntese protéica e o crescimento da

ropulação, levando a maiores taxas de excreção dos produtos da fotossíntese. Essas taxas
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foram diminuídas ao longo dos cultivos em virtude das menores concentrações

intracelulares de carboidratos, causadas pela disponibilidade de nitrogênio.

A maior excreção de carboidratos verificada no meio ASM-I/IO, N/P 3:1

está de acordo com a menor síntese protéica observada nessa condição (Figura 8) e maior

concentração de carboidratos intracelulares (Figura 6). Com a menor disponibilidade de

nitrogênio, grande parte do carbono fotossintéticamente fixado não foi utilizado como

esqueleto carbônico nos processos de aminação (formação de aminoácidos), mesmo no

início da cultura. Desta forma, grande parte dos carboidratos formados durante o processo

fotossintético passou a ser excretado mesmo nos estágios iniciais do cultivo. Este e mais um

parâmetro a indicar a condição de estresse üvenciada pelas células neste cultivo.

No meio ASM-I, o maior valor de carboidratos extracelulares foi encontrado

em células cultivadas narazão N/P 30:l (Figura 13). Como pode ser observado naFigraT,

a concentração de carboidratos intracelulares nessa condição manteve-se em valores

próximos ao do inóculo ate o 4o dia de cultivo. Com isso, mesmo com um aumento da

síntese protéica, as células continuaram a apresentar uma concentração elevada de

carboidratos, que deve ter induzido um aumento da excreção desses compostos no início do

cultivo. Provavelmente o desequilíbrio na razão N/P deve ter influenciado processos

metabolicos que favoreçam a liberação de carboidratos para o meio, o que também

evidencia uma condição estressante.
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Figura 13: Variação das concentrações de carboidratos extracelulares de S. aquatilis f.

salina nomeio ASM-I com razões N/P 3:1, l0: I e 30: 1. A barra indica o desvio

padrão ao redor da média de três culturas.

4.3.4 - Atividades Fotossintética e Respiratória

pouca ênfase tem sido dada ao efeito da falta de nitrogênio sobre a

fotossíntese (Allen et ã1., 1990, Kana et ã1., 1992), apesar da degradação das

ficobiliproteínas (ficocianinas, ficoeritrinas e aloficocianinas), em células submetidas à

limitação em nitrogênio, ter sido amplamente relatada (Allen & Hutchison, 1980, Syrett,

1981, Weisshaar & Boger, 1983, Van Rijn & Shilo, 1986, Bryant, T987, Fogg & Thake,

1987, Allen et al., 1990, Duke & Atlen, 1990, Turpin, 1991, Kana et al.,1992, Foy, 1993).

Esse fenômeno é chamado de clorose e segundo Kana et al. (L992), ocoÍre rapidamente.

sendo que 80 a 95Yo das ficobiliproteínas são degradadas durante as primeiras 24 horas em

ausência de nitrogênio. Esta degradação diminui o tamanho do complexo ant€Íìa,
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diminuindo a eficiência de captação de luz paÍa a fotossíntese. Alem disso, esses pigmentos

tem a importante função de proteger a clorofila a da fotooxidação, deixando-a exposta

nesta circunstância.

As Figuras 14, 15, 16 e 17 mostram as taxas de produção e consumo de

oxigênio por hora, por miligrama de clorofila d (pM O2.h-l.mg cla r), chamadas de

atividades fotossintética e respiratona, durante as fases de crescimento exponencial e

estacionário. A normalizaçáo da taxa de liberação de oxigênio pela concentração de

clorofila a dâumaindicação da mudança no "quantum yield" (mol Oz.einstein-r1, ou seja, da

eficiência deste pigmento em dirigir o transporte de elétrons (Kana et al.,1992).

Como já foi üsto, a quantidade de nitrogênio oferecida no meio ASM-1110,

N/P 3:1 não foi suficiente para que as células do inóculo, exaurídas deste nutriente, se

recuperassem e desenvolvessem um bom crescimento. Desse modo, essas células já

apresentavam sinais de limitação por nitrogênio logo no início do cultivo.

As células cultivadas em meio ASM-1/10, N/P l0:1, parecem ter tido no

início do cultivo, uma concentração de nitrogênio suficiente para sustentar uma

considerável síntese de proteínas, que permitiu o crescimento da população. No entanto,

após a segunda diüsão celular, aproximadamente no 5" dia de cultivo, estas células tambem

mostraram-se limitadas pelo nitrogênio. Já as células cultivadas no meio ASM-1/10, N/P

30:1, parecem ter sido as únicas cultivadas em meio ASM-1/10 que não sofreram limitação

por nitrogênio.

Pode-se observar os baixos valores da atiüdade fotossintética das células em

meio ASM-lllO, quando comparados aos mesmos valores de células mantidas no meio

ASM-I (Tabelas 10 e ll eFiguras 14 e l5).



Fase Exponencial

Fotossíntese Respiração

N/P Maúã Meio Tarde Média Manhã Meio Tarde Média

3:1 77.2' . 69.3 " '" 66.4 ' , 70.97 -g1.6 I -92.0 0' '
-64.4 "'o -76.02

10:1 15.5 - 92.0'" 'o 46.1 47.85 -95.9 ' ' " -30.0 r '4 -57.3 ' -61 05

30. I gg.5 ' l l2.o'" ' ' 235.0'" ' "t05.75 -92.4'o ' t -73.0 ' ' -82 I.)

Fase Estacionária

Fotossíntese Respiração

N/P Manhã Meio Tarde Média Manhã Meio Tarde Média

3:1 -96.5'" ' ' -20.7 "o 22.9 ' ' ' " -3T.45 -135.4 
4L'6 -49.0 ' ' ' -92 23

l0: l 4.3 ' 10.2 ' ' ' 9.3 
t ' t 7 .60 -91.3 " ' ' - 

a 
-  

ZJ-Y
-  t+.) -72.4 '" ' " -76.01

30:1 -49.7' -53.5 ' ' ' -29.5 
* -44.23 -54. l  ' 'o -50.9 ' 'o -40.8 ' -48.6r
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Tabela l0: Atividades fotossintética e respiratória em pM O2.h t.mg cla-l de S. aquatilis f.

salino cultivada em meio ASM-1/10. Os termos maúã, meio e tarde correspondem as
incubações realizadas nos seguintes horários. 6.45-8'.45h, 1l:30:13:30h e 16:45-18.45h,
respectivamente. Os números sobrescritos colrespondem ao desvio padrão em torno da
média.

Muitos fatores podem ser citados para explicar a menor atividade

fotossintética em células submetidas a limitação por nitrogênio. A diminuição das enzimas

do metabolismo fotossintético do carbono já foi relatada (Allen et al., 1990, Duke & Allen,

1990), sendo que Duke & Allen (1990) sugerem que a Rubisco presente nos carboxissomas

pode servir como uma reserva de nitrogênio. Stevens et al. (1981), ressaltam que pode

haver até mesmo o desaparecimento da membrana do tilacóide em células de

Syte chococcus sp. severaÍnente limitadas por nitrogênio.

Turpin (1991) relata que em condições de "steady-state" o grau de limitação

em nitrogênio define a taxa fotossintetica líquida. Além disso, algas limitadas em nitrogênio

apresentam uma maior susceptibilidade à fotoinibição.



Fase Exponencial

Fotossíntese Respiração

N/P Manhã Meio Tarde Média Manhã Meio Tarde Média

3:1 145.6'" '" T33.2" 105.4' 128.09 -15.4 " l  s.8 -t9.7 ' -16.98

10: l 91.8 ' , 70.0 0'' 88.9 ' ' ' 83.55 -5.4 ''* - t4.2 ' -8.7 ' , -9.44

30: I 1,13.6 " ' ' 110.3 ' 95.4 0'" t06.43 -17.9 -r9.7' -156 L - t7.70

Fase Estacionária

Fotossíntese Respiração

N/P Manhã Meio Tarde Média Manhã Meio Tarde Média

3:1 40.5 49.1' ' ' 39.5 " ' ' 43.03 -26.1 -15.1" ' " -27.1" ' ' -22.75

10: l 50.7 45.r ' 42.0" ' ' 45.94 -4.6 -6.6 -6.6 ' ' -5.93

30: I 15.6 ' , 17.9 o'" 15.3 '" '" T6.27 -T2.2" ' ' -31.8 ' ' ' -20.6 -21.53

68

Tabela ll: Atiüdades fotossintetica e respiratória em pM O2.h-t.mg cla-r óe S. aquatilis f.

salina cultivada em meio ASM-I. Os termos maúã, meio e tarde correspondem as

incubações realizadas nos seguintes horários.6.45-8:45h, l1:30:13:30h e 16:45-18:45h,

.".p""iirru.ente. Os números sobrescritos colrespondem ao desüo padrão em torno da

media.

De maneira simples, pode-se prever uma diminuição da atividade

fotossintética em condição de limitação em nitrogênio, já que a demanda pelos produtos da

fotossíntese diminui durante a falta de um nutriente fundamental.

Desse modo pode-se explicar a diferença encontrada entre a atividade

fotossintética de celulas submetidas à limitação em nitrogênio e baixas concentrações dos

demais elementos envolvidos neste processo, como as cultivadas em meio ASM-1/10

(Tabela 10 e Figura l4), e as de células cultivadas em meio ASM-I (Tabela 11 e Figura

15), durante a fase de crescimento exponencial. Nas celulas cultivadas em meio ASM-I/10,

N/P 30:l e ASM-I, N/P 30:1, foi observada praticamente a mesma atividade fotossintética

durante a fase exponencial. Nesta fase do crescimento, as células no meio ASM-I/IO, N/P

30:1 apresentaram a maior atiüdade fotossintética, entre as células cultivadas em ASM-
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1/10. Este dado mostra o importante papel desempeúado pela disponibilidade de

nitrogênio sobre a atividade fotossintetica. Isto porque um suprimento maior deste nutriente

foi capazde sustentar uma maior taxa fotossintetica, mesmo em meio ASM-1 diluído 10

vezes (ASM-1/10), onde a limitação por outros íons também deve estar acontecendo'

A queda na atividade fotossintética durante a falta de nitrogênio' já foi

observada por Lapointe & Duke (1984), Kana et al' (1992) e Allen et al' (1990) para

células de synechocystis. Segundo Allen er at. (1990) o fotosistema II pode se tornar

inativo, conforme o encontrado por Kana et at. (1992), causando a inibição da lìberação de

oxigênio induzida pela lvz. É interessant e dizet que a inativação do fotosistema II e

reversível, sendo recuperado rapidamente apos a adição de nitrato ao meio, ocorrendo antes

de haver um aumento significante nos níveis de ficocianina (Allen et al'' 1990)'

segundo Fogg & Thake (19s7), células submetidas à timitação prolongada

por nitrogênio apresentam taxas fotossintéticas máximas diminuídas, tornando-se somente

5o/o dataxa inicial. A fotossíntese nestas células resulta na expansão celular e no aumento

do peso sêco celular, porém não mais em crescimento da população.

Além do nitrogênio, outros íons tambem se encontravam em concentrações

muito baixas no meio ASM-1/10 (ver Tabela 1) e suas influências sobre a atividade

fotossintética devem ser consideradas. Na fotossíntese, o ferro é necessário paÍa a síntese

de compostos da cadeia transportadora de elétrons como os citocromos, a ferredoxina e as

proteínas Fe-S, paÍa a biosíntese de pigmentos e para a orgatnzaçáo do aparelho

fotossintético (Rueter & Petersen, 1987). Além disso, a redução do nitrogênio também

requer ferro. Desta maneira pode-se prever uma diminuição severa na fotossíntese líquida'

tanto em termos da quantidade total de carbono fixado, quanto em termos de poder redutor

$sponível, em condição de ümitação por ferro (Rueter & PeterserL 1987)



O requerimento de manganês na etapa onde há liberação de oxigênio durante

a fotossíntese é bem coúecido, apesar de ainda não se saber ao certo o papel deste

elemento. sabe-se somente que ele está associado ao fotosistema II das cianobacterias

(Bryant, 1987) Dois outros cofatores inorgânicos, os íons cloro e cálcio também

desempeúam papéis importantes no processo de liberação de oxigênio' A deficiência em

enxofre causa mudanças que são similares àquelas causadas pela falta de nitrogênio'

Desse modo, baixas concentrações desses micronutrientes, como as

encontradas no meio ASM-I/IO, podem levar à um grande declínio da capacidade

fotossintetica celular.

Durante a fase exponencial, foi observada uma grande diferença entre a

atividade respiratória das celulas cultivadas em meio ASM-I e ASM-1/10 (Tabelas 10 e 1i

e Figuras 14 e 15). As células mantidas em meio ASM-1/10 apresentaram uma atividade

respiratória muito maior do que as células em meio ASM-I. Não foi observada diferença

entre a atiüdade respiratoria das células mantidas nas diferentes razões NIP no meio ASM-

1/10. No meio ASM-I, as celulas em N/P 10:1 apresentaram o menor valor deste

parâmetro. Esta taxa respiratória maior no meio ASM-1/10 pode estar associada a

degradação das reservas celulares numa tentativa de obter energia, já que o processo

fotossintético se encontrava prejudicado deúdo às baixas concentrações de nitrogênio e

outros nutrientes.
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No meio ASM-1/10, não foi observado um padrão de variação ao longo do

dia na atiüdade fotossintéti ca, para as três condições de cultivo, durante as fases de

crescimento exponencial e estacionária. Quanto a atiüdade respiratoria, foi observada

durante a fase exponencial, a tendência de maiores valores no período da manhã' Esta

tendência pode ser explicada já que tanto a fotossíntese quanto a respiração ocoÍrem na

mesma membrana nas cianobactérias, e estas células proviúam de um período de 12 horas

no escuro, realizando somente a respiração'

No meio ASM-I, N/P 3:1 e 30:1 foi observada a tendência de uma pequena

diminuição da atividade fotossintética ao longo do dia, enquanto narazáo N/P l0:l esta

taxa sofreu pequeno aumento no fim do dia. A atividade respiratória não apresentou

variação marcante ao longo do dia.

Durante a fase de crescimento estacionário ocoÍrem grandes mudanças nos

padrões metabólicos e na composição celular, substâncias de reserva passam a ser

acumuladas em virtude da escassez do meio e a atiüdade fotossintética diminui

consideravelmente.

Nesta fase do crescimento, foi observada uma diminuição marcante da

atividade fotossintética no meio ASM-I/IO (Figura 16 e Tabela l0). Na verdade, como

houve respiração líquida mesmo em presença de luz, foram encontrados valores negativos

nas tõras fotossintéticas de células cultivadas em meio ASM-1/10, nas razões NIP 3:l e

30:1. provavelmente estas célúas já estariam vivendo um avançado processo de quebra da

organzaçáo celular (Fogg & Thake, 1987), deüdo à forte limitação em nitrogênio CN/P

3:l), fosforo (N/p 30:1) e outros íonsjá que o meio é bastante diluído. Deve-se considerar

tanrbém a inativação do fotosistema II sugerida por Allen et al. (1990)' No meio ASM-

l/10, N/P l0:1 foi constatada uma baixa atividade fotossintética.
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Foi observado um pequeno aumento da atividade respiratória das células em

meio ASM -lllo,N/p 3:l e 10:l durante a fase estacionária (Figura 16 e Tabela 10)' Como

foi observada a perda da capacidade fotossintetica nos cultivos em meio ASM-1/10, N/P

3..1, épossível que este aumento na atiüdade respiratória esteja relacionado à degradação

dos compostos de reserva celulares, numa tentativa de obter energia para processos como

por exemplo a redução do nitrato. Segundo Guerrero &Lara (1987) a redução do nitrato

em cianobactérias e um processo genuinamente fotossintétìco, já que usa diretamente o

poder redutor gerado pela fotossíntese. No entanto, estes autores observaram que em

células de espécies de cianobacterias extremamente limitadas pelo nitrogênio, a redução do

nitrato pode ocolTer pela fotossíntese anoxigênica, através do uso do carboidrato

acumulado.

Quanto às células cultivadas no meio ASM-I, também foi observada uma

queda da atividade fotossintética durante a fase estacionária de crescimento (Tabela li e

Figura 17). Esta queda é uma decorrência da fase estacionária ser um período de menor

atiúdade fotossintética, se comparada com a fase de crescimento exponencial' Isto porque

as células apresentam um metabolismo mais lento, voltado para o acúmulo de compostos de

reserva, enquanto a síntese de proteínas e o crescimento da população e diminuído, devido

a escassez do meio de cultura. Foi observada uma diminuição da atiüdade fotossintética

mais pronunciada no meio com razãlo N/P 30:1, que pode ser atribuída a um suprimento

desequilibrado de nitrogênio em relação ao fosforo. Stevens et al' (1981) observou

reduções severas nas concentrações de ficobiliproteínas e clorofila das células de

synechococcus sp. sob condição de limitação por fosfato. Além disso, o conteúdo celular de

nitrogênio também diminui e há uma redução substancial dos tilacoides. Esta queda mais

pronunciada na atividade fotossint ética ey células cultivadas no meio ASM-I,
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N/p 30:1 pode mostrar que estas células estão mais adaptadas a enfrentar condições de

limitação por nitrogênio do que por fosfato.

euanto a atividade respiratória, no meio ASM-I não houve uma variação

marcante nestes valores da fase exponencial paÍa a estacionária. No entanto, os menores

valores da atividade respiratória foram observados no meio com N/P 10:1 em ambas as

fases do crescimento.

Não foi observado um padrão geral de variação ao longo do dia das

atiüdades fotossintetica e respiratória, sendo obtida uma tendência diferente para cada uma

das razões N/P.

O maior valor de atMdade fotossintetica alcançado no meio ASM-1/10, foi o

das células em meio ASM-1/10, N/P 30:1 (105,75 pM O2.hr-mg clat), durante a fase

exponencial. Na Tabela 12 pode-se ver que este dado coincide com altos valores de

clorofila a e número de células. As células em meio ASM-1/10' N/P 3:1 também

apresentaram uma alta atiüdade fotossintética (70,97 pM Oz'ht'mg cla'), com a mesma

concentração de clorofila a por célula que a condição N/P 30:1, mas com menos de metade

do número de celulas por mililitro. Esses dados demonstram que esta especie e capaz de

manteÍ uma alta atividade fotossintética mesmo sofrendo os efeitos de uma limitação severa

de nitrogênio. Esta deve ser uma estratégia em que toda a energia proveniente da

fotossíntese é usada na manutenção celular, já que não foi transformada em crescimento'

visto que o número de celulas não duplicou mais após este dia. Esta parece ser uma

adaptação notável destas células, e deve ser útil no ambiente para que as células

manteúam-se üvas durante as fases de limitação severàleste nutriente'

No meio ASM-I outro dado interessante foi observado; a maior taxa

fotossintetica encontrada durante a fase exponencial foi a das células cultivadas em N/P 3:1,
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e não na NIP 10:1, que é a razáo N/P própria do meio ASM-I' Isto demonstra mats uma

vez acapacidade desta espécie em superar a limitação por nitrogênio e desenvolver taxas

fotossintéticas relativamente altas, quando as concentrações dos demais nutrientes se

encontraxr na faixa considerada otima.

A menor atiüdade fotossintética obtida foi justamente nas células mantidas

na razáo NiP l0:1 (meio ASM-l). Apesar disso, as células mantidas nesta NIP

apresentaram sempre altas taxas de crescimento durante um tempo maior, elevados valores

de proteinas intracelulares e um rendimento máximo bastante superior ao das outras

culturas. Desse modo, as células cultivadas na NIP l0:1, parecem ter usado mais energia na

reprodução, apresentando uma melhor eficiência de utilização da energia proveniente da

fotossíntese, dedicando mais energia ao processo de reprodução.

As células na razáo N/P 30:1 (meio ASM-I) apresentaram durante a fase

exponencial um alta atiüdade fotossintetica" que sofreu uma queda acentuada na fase

estacionária. Nesta fase do crescimento a atiüdade fotossintética foi l0 vezes menor que a

taxa medida durante a fase exponencial. Nos meios com razões NIP 3:1 e 10:1 a diminuição

da taxa fotossintetica durante a fase estacionária foi bem menor' sendo 3 e 2 vezes menor'

respectivamente. Além disso, as células cultivadas na razão N/P 30:1 duplicaram seu

número de células somente três.vezes durante todo o cultivo. Isto mostra que o meio com

razão N/P 30:1 não ofereceu boas condições para o desenvolúmento desta espécie'

corroborando a hipotese de que esta especie está melhor adaptada a uma condição de baixa

razáoN/p. No meio com razãoN/P 3:1, a queda na atividade fotossintética foi bem menor e

o número de células atingido pela cultura foi maior que em N/P 30:1 (Tabelas I I e 12)'

I



Tabela 12: Dados do dia em que foi feito o experimento de avaliação das atiüdades

fotossintetica e respiratoria. Dia do cultivo em que foi feito o experimento na fase

exponencialeestacionária,clorofilaíIexpressaempg'10{cels.

ASM-1/10 ASM-I

3: l l0:1 30: I
3:1 10:1 30: I

4" dia

0,10

6'dia 8" dia 6" dia
F. Exponencial 5 'd ia 5'dia

0,r2 0,16 0,20
Clorofila a 0,09 0,07

5625833 t1297222 18641 I  1 1 7612500
No de céls.trú-t 2396500 6135000

15'dia 13'dia 17" dia 13o dia
F. Estacionária 11" dia 8" dia

0,08 0,07 0,19 0,16
Clorofila a 0,06 0,06

9806667 2970500042161667 1 1912500
No de cels.ml-' 3386875 8013333

4.3.5 -  pH

AanálisedavariaçãodosvaloresdepHdasculturascorroboraosresultados

encontrados na análise do oxigênio. O pH aumenta no meio como resultado da assimilação

fotossintética do CO2, enQuanto processos de decomposição e respiração causam uma

diminuição do pH do meio, decorrente da liberação de COz'

NomeioASM-1110(Tabela13),oaumentodopHduranteafase

exponencial foi proporcional à concentraÉo de nitrogênio no meio' As maiores variações

deste parâmetro foram observadas no meio com N/P 30:1, onde o valor máximo de pH

chegou a 9'4|1, em seguida N/P 10:1, com valor máximo de pH igual a 9,a43 e N/P 3:1'

comvalormáximodeT,366.Estesvaloresmáximosindicamamagnitudedaassimilaçãodo

COz em cada um dos diferentes cultivos'

Na fase estacionária, as variações do pH no meio ASM-1110, em presença de

luz. tornaram-se bem mais estreitas, tendo sido observadas variações ate mesmo negativas
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(diminuição do pFI), como o observado na análise do oxigênio. A condição N/P l0:1 foi a

única onde as variações foram sempre positivas, apesar de pequenas, também como o

observado com o oxigênio.

No meio ASM-I (Tabela 14), foram observadas variações de pH bem mais

marcantes, principalmente no meio com razão N/P 30:1. Os maiores valores de pH

encontrados em cada cultivo foram g,g81, l0,ll2 e 10,007 para os meìos com N/P 3:1'

10:l e 30:1, respectivamente. Foi observada atendência de aumento dos valores de pH ao

longo do dia. Quanto as amostras que pennaneceram no escuro, foi observada uma pequena

diminuição no valor do pH do meio, associada a respiração.

Durante a fase estacionária, foi observada uma menor variação do pH das

amostras incubadas em presença de luz nos meio com N/P 3:l e 30:1. No entanto, no meio

com razão N/P 10.1 houve um aumento do pH do meio maior que o observado durante a

fase exponencial. Este dado indica que houve um aumento da assimilação do COz do meio

nesta fase do crescimento, o que não foi confirmado na análise da variação do oxigênio' O

meio com N/P 30:l apresentou os menores valores dt pfl assim como os menores valores

de atiüdade fotossintética. Quanto as amostras que peÍmaneceram no escuro, foi observada

novamente uma pequena diminuição no valor do pH do meio, não havendo diferença dos

valores encontrados durante a fase exponencial'
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4.3.6 - Tamanho Celular

ATabela15mostraosvaloresdodiâmetro, ,âreadasuperf ic ie,volumee

relação superficie/volume das celulas cultivadas nas diferentes condições. o resultado do

teste de Duncan mostrou que houve uma diferença significativa, ao nível de significância de

p<0.05,entreodiâmetro,aíreadasuperf ic ie 'ovolumecelularearelação

superficie/volume das celulas cultivadas em meio ASM-I' N/? 30:1 e as células cultivadas

nas demais condições'

SegundoFogg&Thake(1987),célulasdeficientesemnitrogêniotendema

ser maiores que celúas que não estejam sofrendo esta rimitação. No entanto, neste trabalho

foi observada a tendência oposta. As células cultivadas sobre a menor razáo Nlp foram

menores que as celulas cultivadas em maior razáo N/P, que provavelmente vivenciavam a

limitação por fosforo. uma explicação para este fato pode ser a de que o tempo de duração

da fase de crescimento exponencial das celulas cultivadas em meio ASM-I' N/P 30:1 foi o

menor? dentre as células cultivadas em meio ASM-f iniciando logo a fase estacionária'

apesar das altas concentrações de clorofila, proteínas e carboidratos intracelulares até os

últimosdiasdocultivo.Dessemodo,essascélulasnãosediüdirarruapesardeapresentarem

uma rica composição intracelular, o que levou então ao maior diâmetro' superficie e volume

celular.

A relação superficieivolume é um dado importante em estudos de fisiologia'

e pode ser relacionada à taxa de crescimento (Foy, 1980)' celulaS que apfesentam uma

menor relação superficie/volume, apresentam uma maior superficie relativa" para absorção

de luz e nutrientes e para liberação de produtos do metabolismo (Lewis' 1976)' Neste

trabalho também foi verificada uma diferença significativa entre a relação superficie/volume

dascélulascult ivadasemmeioAsM-l,razãoN/P30:1eàsdemaiscélulas.

I

.1
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Tabela 15. Diâmetro, área da superficie, volume e relação superficie/volume de células de
S. aquatilis f. salina cultivadas em meio ASM-1/10 ou ASM-I com razões N/P
de 3.1 ou 10:1 ou 30.1. Mediçõesrealaadas no último dia de cultivo. Valores
médios, calculados a partir da medição de 50 células de cada condição, valores
sobrescritos representam o desvio padrão correspondente a cada media. Valores

expressos em micrômetros (pm).

ASM-UlO ASM.l

N/P 3: l 10: I 30:1 3:1 10:1 30: l

Diâmetro 3. 1g 0 '2 3.20 0'2 3. 18 0 '2 3.22 0'2 3. lg 0 ' r 3 37 0'2

Superficie 31 7g 3'4 3237 4'2 31.95 3'6 32.59 3'6 32.10 2'8 35.9A 4'7

Volume 16.92 3'7 n.43 3'3 17.06 2'8 17.59 2'e T7.75 2'2 2036 4'l

Superficie/Volume 1.gg 0' t
1.gg 

0 ' t l .gg 0 I
1.97 

0 I l .gg 0 ' r
l .7g 

0 l

l8: Foto das células de S. aquatilis f. salina, em aumento de 1000
medição do tamaúo celular. Células cultivadas em meio ASM-I, NIP
escala representa 10 pm.

vezes, usada na
10.1.  A barra de

Figura



4.3.7 - Toxinas

A análise da produção de microcistinas (hepatotoxina) por células de S'

aquatilis f. salina obteve resultados negativos em todos os diferentes cultivos. Ou seja, esta

toxina não foi encontrada ou se apresentou em concentrações muito baixas, não detectáveis

pelo método usado. No entanto, deve-se lembrar que uma amostra do plâncton da lagoa'

em que S. aquatilis f. salinarepresentava a grande maioria da população se mostrou tóúca'

como o relatado por Azevedo & Carmouze (no prelo). Deste modo, não deve-se eliminar a

hipótese de que esta espécie teúa causado a mortandade de peixes, talvez pela produção de

uma outra toxina.

Além disso, também deve-se considerar a hipótese de que as condições de

cultivo utilizadas nesses experimentos não estimulem a síntese de microcistinas por esta

especie.

Neste trabalho foi realizada a análise deste grupo de toxinas, as

microcistinas, üsto que compreendem as toxinas mais frequentemente produzidas pelas

cianobactérias. Existem diferentes tipos de microcistinas, que são determinados por

diferentes sequências de aminoácidos. Deve-se levar em consideração que o método

utilizado pode não ser sensível ao tipo.de microcistina produzido por essa espécie'

Além disso, como ressaltam Azevedo & Carmouze (no prelo), a hipótese de

intoxicação dos peixes por s. aquatilis f. salina é muito provável, já que o peixe mais

atingido na mortandade foi um peixe filtrador, e esta cianobacteria representava 90o/o da

densidade e biomassa fitoplanctônica neste momento- Segundo esses autores, a limitação do

meio em nitrogênio teria induzido a produção, pela população de S' aquatilis f' solina' de

um composto que foi fatal aos peixes. Esta hipótese é corroborada pelo fato de que apesar

de no ano seguinte também ter sido verificada a predominância de cianobacterias' as
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concentrações de nitrogênio se encontravam mais elevadas, e assim não foram observados

os sinais de estresse fisiologico verificados em janeiro de 1991 e nem a mortandade de

peixes. Rodger et al. (T994) ressaltam que apesar de mortandades de peixes terem sido

frequentemente associadas a'blooms" de algas tóxicas, tem sido dificil provar a causa exata

da morte.

As influências dos fatores ambientais sobre a toxicidade de diferentes

espócies de cianobactérias ainda não são bem conhecidas, principalmente o efeito dos

nutrientes. Watanabe & Oishi (1985) estudando o efeito de diferentes concentrações de

nitrogênio e fosforo sobre a toxicidade de cepas de Microcystis aeruginosa encontraram a

tendência de diminuição da toxicidade com a diminuição da concentração destes nutrientes.

Wicks & Thiel (1990) não encontraram relação entre a toxicidade de Microcystis

aeruginosa e diferentes concentrações de nitrogênio e fosforo. No entanto, Sivonen (1991)

observou que o aumento das concentrações de nitrogênio e fosforo tiveram um efeito de

estimular a produção de toxinas por cepas do gênero Oscillatoria.

Neste trabalho, em um experimento preliminar, foi verificada a produção de

microcistinas por este clone, tendo sido observada uma toxicidade dez vezes maior em

células cultivadas em meio ASM-1/10, N/P 3.1, quando comparada à toxicidade de células

cultivadas em meio ASM-I, NIP 10:1. O inoculo destas duas culturas foi cultivado durante

dez dias em meio sem nitrogênio.

Lincoln & Carmichael (1981) já relatarÍÌm a toxicidade de células de

Synechocyslis sp. usadas na alimentação de aves domésticas. Estes autores encontraram

células de toxicidade variável, indicando a presença de clones com diferentes toxicidades E

possível que na Lagoa da Barra tambem houvessem clones desta espécie com diferentes

I
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toxicidades, e assim um clone menos toxico pode ter sido isolado para o estudo no

laboratorio.

4.3.8 - Lagoa da Barra x Experimentos de Laboratório

A partir da análise de correlação realízada com os dados do trabalho de

campo, ficou eüdenciado que a ocorrência da espécie S. aquatilis f. salina na Lagoa da

Barra estava associada a períodos de baixa disponibilidade de nitrogênio (baixa NiP).

No trúalho desenvolüdo no laboratorio, pôde ser üsto que esta especie foi

realmente capaz de manter um bom crescimento e uma elevada atiüdade fotossintética em

condições de limitação de nitrogênio (meio ASM-I, NIP 3:l). Alem disso, na condição de

limitação mais severa (meio ASM-I/IO, N/P 3.1), ela apresentou características que

provavelmente seriam eficientes para sua sobreüvência ate que as condições do meio se

tornassem mais favoráveis. Destas características pode-se citar a manutenção de uma alta

atiüdade fotossintética, aliada a uma menor taxa de crescimento. A estratégia de eütar a

divisão celular, através de uma menor taxa de crescimento, implica na preservação da sua

cota individual de nitrogênio.

Outro dado a ressaltar é que esta especie foi capaz de aumentar sua

população em 32Yo em media, durante os seis dias em meio sem fonte de nitrogênio,

somente as custas de suas reservas nitrogenadas. A capacidade de manter o crescimento

durante certo tempo apos a exaustão do nitrogênio do meio, pode significar uma grande
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vantagem competitiva em ambientes onde o suprimento de nitrogênio é intermitente

(Dortch, 1982).

Esta especie também apresentou uma rápida absorção de nitrogênio no início

dos cultivos, após o período em meio sem este nutriente, que ficou eüdenciada pelo

aumento acentuado na concentração de proteínas intracelulares. Os carboidratos

acumulados durante o cultivo sem nitrogênio teriam servido como substrato paÍa a

formação de esqueletos carbônicos a serem aminados e utilizados na síntese protéica, visto

a diminuição das suas concentrações.

Quanto aos pigmentos, pode ser observado que a concentração de clorofila a

das celulas cultivadas em meio ASM-I, razão Ni? 3:1 não foi consideravelmente diferente

da de células em N/P 10:1, durante a maior parte do cultivo. No meio ASM-1/10, a

concentração de clorofila a das células emrazão N/P 3:1 foi maior que a de celulas em

razão N/P 10:1. A manutenção das concentrações de clorofila a em condição de limitação

de nitrogênio é obüamente vantajosa. Deve-se lembrar no entanto que, apesar deste

parâmetro não ter sido medido, ficou eüdenciada uma diminuição acentuada na

concentração de ficobiünas nos cultivos em meio ASM-1/10, N/P 3:1 e 10:1, devido a

coloração amarelada destas culturas. Alem disso, a diminuição destes pigmentos também

deve ter ocorrido nos cultivos em meio ASM-I, N/P 3:1, devido ao menor suprimento de

nitrogênio.

Tendo em üsta os dados da Lagoa da Barra, deve ser lembrado que o mês

de janeiro de 1991 foi caracterizado pela forte limitação em nitrogênio do meio e pela

dominância da espécie S. aquatilis f. salina, que representava 90Yo da biomassa e densidade

fitoplanctônica total @omingos et al., no prelo). Neste período tambem foi observada na

população de S. aquatilis f. salina na Lagoa da Barrq uma coloração amarelada semelhante

ü

I
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a observada nas culturas de laboratorio em meio ASM-1/10, N/P 3.1 e 10:1' Esta cor

amarelada está muito provavelmente associada a degradação das ficobilinas, decorrente da

limitação por nitrogênio, como ocoÍreu no laboratorio. Isto confirma a forte limitação por

nitrogênio sofrida pela espécie na lagoa durante este período, e indica que os cultivos

atingiram o objetivo de "simular" as condições presentes na lagoa neste momento'

Outro fato a ressaltar é que foi observado na Lagoa da Barra, neste mesmo

período, um aumento de mais de 100% no carbono orgânico dissolvido (COD) na coluna

d'âgua. Este aumento no COD foi atribuído a um aumento da excreção de carboidratos por

esta espécie, decorrente de uma deficiência metabolica de S. aquatilis f. salina, associada ao

estresse causado pela forte limitação em nitrogênio (Domingos el al., no prelo). Foi

observada até mesmo uma mudança na '\'iscosidade" da íryua da lagoa, ligada

provavelmente a excreção de carboidratos por esta espécie (sCarmouze, com. pess.). No

laboratorio, os maiores valores de carboidratos extracelulares foram observados no início

do cultivo, período em que as células proüúam da condição mais estressante; o meio sem

fonte nitrogenada. Desse modo, podemos ver que o aumento na taxa de excreção de

carboidratos pode estar associado a situações de estresse fisiológico, como o indicado pelos

dados daLagoa da Barra e confirmado no laboratorio; o que concorda com os dados de

Vieira & Cáceres (1987) em estudos sobre a excreção de carboidratos por espécies

fitoplanctônicas.

Vimos no laboratório que esta espécie foi capaz de desenvolver uma

atiüdade fotossintética relativamente alta durante limitação severa de nitrogênio, assim

como foi a única espécie da comunidade fitoplanctônica da lagoa, a tolerar os períodos de

maior limitação em nitrogênio. Na Lagoa da Barra, foi observado que mesmo durante o

ili 5 Jean Pierre Carmouze, Université Montpellier II
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período de forte carência em nitrogênio (aneiro de 1991), não houve diminuição na taxa de

produção líquidado carbono orgânico (Carmouze et al., no prelo a). Pelo contrário, estas

taxas se mantiveram elevadas até o fim do periodo de pre-mortandade (Domingos et al., na

prelo). Esta manutenção de uma alta atividade fotossintética durante períodos de carência

em nitrogênio, garante que não haja limitação de energia; se houver uma entrada de

nitrogênio, a célula e capaz de utilizáJo.

Esses dados mostram a capacidade de S. aquatilis f. salina produzir energia

química, através do processo da fotossíntese, com muito pouco nitrogênio. Esta energia e

acumulada na forma de carboidratos, que são em parte excretados, tornando-se disponíveis

aos microheterótrofos presentes.

Segundo Zevenboom (1987), a absorção de nutrientes e a fotossíntese

podem ser vistos como processos chaves no crescimento do fitoplâncton, sendo

influenciados pelo ambiente atual e por características de ambientes onde a espécie ocolreu

no passado. Através da adaptação a diferentes conjuntos de fatores ambientais, fenotipos

diferentes com diferenças fisiologicas distintas surgem. Deste modo, esta espécie foi

provavelmente seleçionada, dentre as várias espécies que ocoÍrem na Lagoa da Barra, em

situações de limitação por nitrogênio, de acordo com suas características vantajosas nesta

condição.

Deve-se ressaltar que esta espécie provavelmente apresenta outras

adaptações, além das estudadas no laboratorio. Como se trata de uma espécie pequena, com

uma alta relação superficie/volume, ela apresenta uma maior ârea de absorção de nutrientes,

e assim uma maior eficiência de assimilação. Stockner & Antia (1986) e Stockner &

Shortreed (1988) sugerem que a capacidade do picoplâncton em assimilar nutrientes em

concentrações ambientais extremamente baixas confere uma vantagem seletiva à estes
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pequenos autótrofos em ecossistemas empobrecidos. Além disso, esta espécie pode

apresentar uma maior afinidade pelo nitrogênio do que as outras especies presentes na

lagoa, por exemplo apresentando um menor valor de Ks para o nitrogênio, o que aumenta

sua capacidade de competir por este nutriente com sucesso. Estudos a respeito da cinetica

das enzimas envolvidas nos processos de absorção e assimilação deste nutriente seriam

interessantes para identificar os mecanismos bioquímicos usados por estas celulas. Outra

hipotese a considerar e a de que esta especie seja capaz de utilizar o nitrogênio contido na

fração orgânica dissolvida (NOD)

Segundo Carmouze et al. (no prelo b), as cianobactérias asseguraram uma

utilização mais eficaz do nitrogênio disponível; e graças às suas menores cotas de

subsistência em nitrogênio (baseado em Shuter, 1978), esses microorganismos puderam

manter uma biomassa por determinada quantidade de nitrogênio, superior a de outras

espécies fitoplanctônicas presentes na lagoa. Além disso, esses autores tambem sugerem

que as cianobactérias são mais eficientes em adquirir o nitrogênio, e sobretudo dispõem de

mecanismos internos que as permitem conservar seus estoques de nitrogênio.

Apesar da concentração de nitrogênio utilizada nos cultivos não ter sido tão

baixa quanto as medidas na lagoa, estas podem ser consideradas limitantes ao crescimento

das células, já que são muito baixas em relação as de outros meios de cultura, especialmente

no meio ASM-1/10. O objetivo do cultivo em meio ASM-1i10 foi submeter esta espécie a

uma condição de limitação em nutrientes e especialmente em nitrogênio, como ocoÍreu na

lagoa. Este objetivo foi alcançado, üsto que as células cultivadas em meio ASM-1/10

apresentÍìram sinais de estresse fisiologico causados pela limitação em nitrogênio, como a

cor amarelada. Cabe ressaltar que não seria possível manter uma culfura em laboratório com

as concentrações de nitrogênio inorgânico medidas na lagoa. Desse modo, não devemos

iii
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comparar aS concentrações absolutas dos nutrientes nos cultivos e na lagoa' mas sim a

resposta fisiologica da celula.

ém disso, é importante ressaltar que a detecção de baixas concentrações de

um nutriente no meio deve ser interpretada com cautela. Isto porque o uso e a regeneração

dos nutrientes pode ser realizada tão rapidamente que suas concentrações na coluna d'âgua

parecem não sofrer mudanças (Harris, 1986, Flynn, 1990)'

De acordo com Domin gos et al. (no prelo), na Lagoa da Barra a reciclagem

e rápida e de maneira quase contínua, de modo que as concentrações de nutrientes são

mantidas sempre baixas. Essa reciclagem determina uma entrada permanente de nutrientes

no meio pelágico. Sakshaug & Oslen (1986) ressaltam que a taxa de suprimento de

nutrientes pode determinar que espécies competirão com SuceSSo em um dado sistema'

6 McCarthy & Goldman(1979) citados em Darley (1982), chamam a atenção

para o fato de que as celulas fitoplanctônicas respondem a volumes na ordem de ptl'

enquanto as análises de nutrientes são usualmente realizadas em volumes de 50 nú' AssiÍì"

os ..micropatches" que podem existir como resultado da excreção pelo zooplâncton ou da

remineral i zação bacteriana não são detectáveis'

Apesar da concentração dos nutrient es in situ não ser um indicador confiável

da condição de limitação ou suficiência em um nutriente, deve ser ressaltado que a baixa

razão N/P na coluna d'írgrn, (razões NIDIPO+, NOP/POP, NO:iPT e NT/PT), foi muito

bem correlacionada a ocorrência de cianobactérias na Lagoa da Barra. Além disso,

Domingos et al. (noprelo) concluem que a disponibilidade de nitrogênio foi uma importante

variável de controle da composição fitoplanctônica, no período de outubro de 1990 a juúo

u Mccarthy, J.J. & Goldman, J.C. Nitrogenous nutrition of marine phytoplankton in nutrientdepleted

waters. Sciense v. 203: 670472, 1979.
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de 1991, mas que nO entanto, outros fatores poderiam mascarar sua ação seletiva em

determinadas condições.

Deste modo, a razáo N/P parece ter sido um fator importante na dominância

das cianobacterias, especialmente de s. aquatiris f . sarina durante grande parte do estudo.

o sucesso desta espécie sobre as demais, durante períodos de baixa razão N/P, está

provavelmente relacionado ao seu pequeno tamaúo, sua baixa cota de subsistência de

nitrogênio, à presença de compostos nitrogenadas de reserva (cianoficinas)' à provável

capacidade de utilizar o nitrogênio orgânico dissolvido e à capacidade de redistribuir o

nitrogênio contido nas ficobiliproteínas segundo suas necessidades. Essas características

permitiram o desenvolvimento das altas taxas de crescimento e fotossintetica observadas

nos cultivos sobre limitação de nitrogênio'

Além disso, o N/? celular otimo é provavelmente uma característica

específica de cada espécie. Desse modo, diferenças nesta razão celular podem ter um

importante significado ecológico, podendo ser a base para a coexistência ou a exclusão

competitiva entre espécies (Rhee, 1978). E possível que s. aquatilis f . salina apresente uma

razãoN/P celular menor que a da maioria das espécies presentes na Lagoa da Barra'

E importante dizer que apesar de haverem relatos sobre a fixação de

nitrogênio por espécies unicelulares de cianobactérias, Phlips et al' (1989) para o gênero

synechococcus e Brass et al. (1gg4) para o gênero synechocyslis, este processo so

acontece na ausência de oxigênio, sob condições bem específicas. os cultivos realizados

neste trabalho foram sempre aerados com ar atmosferico filtrado, havendo uma entrada

permanente de oxigênio. Alem disso, a aeração gera uma turbulência que desestruturaria as

microzonas anóxicas, que segundo Paerl et al. (1995) são essenciais para que ocoÍra o

I
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processo de fixação de nitrogênio atmosférico, por cianobactérias que não possuem

heterocistos.

No entanto, a baixa razáo NIP soziúa não é capaz de explicar todos os

períodos de dominância por esta especie. Deve-se considerar tambem outras hipoteses a

respeito da dominância das cianobactérias? como a baixa taxa de pastagem pelo zooplâncton

sobre as cianobacterias (Reynolds, 1984), relatada por Arcifa et al. (no prelo) paÍã àLagoa

da Barra. Além disso, deve-se lembrar que houve correlação significativa positiva entre o

pH e a biomassa de cianobactérias. Isto signifi ca dizer que a ocorrência de cianobactérias

também está associada a altos valores de pH, como sugerido por Shapiro (1990), devido a

menor concentração de COz nestes valores de pH. Outros fatores que tambem podem ser

considerados são astemperaturas elevadas (Tilman et al',1986, McQueen & Lean' 1987'

Pick & Lean, 1987, Robarts & Zohary, 1987) e o nitrogênio sob a forma de amônia

(Hyenstran d, lggl,Hyenstrand et a\.,1995, Blomqüst e/ al-, 1994)' sugerida paÍa aLagoa

da Barra por Pereira-Filho (1995).

Dessa maneira, a dominância de cianobactérias na Lagoa da Barra é

provavelmente o resultado de vários fatores que atuam concomitantemente. O estudo

realu,ado com culturas de laboratorio mostrou que esta espécie está adaptada a limitação

por nitrogênio, apresentando estratégias fisiologicas eficientes nesta condição. Sendo assim,

a baixa disponibilidade de nitrogênio, evidenciada pela baixa razão N/P parece ter sido um

fator importante na determinação do sucesso desta espécie na comunidade estudada'

ir
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5 - Conclusões

- A correl ação realizada entre as concentrações de nutrientes e a biomassa de

cianobactérias durante todo o período de estudo na Lagoa da Barra mostrou que a

ocorrência destes organismos esteve significativamente relacionada a períodos de baixa

disponibilidade de nitrogênio em relação ao fosforo'

- O rendimento máximo, em termos do número de células alcançado pela cultura, foi

o parâmetro que melhor eüdenciou o grau de limitação do crescimento sofrido pela espécie.

- A concentração de proteínas intracelulares em cada um dos cultivos foi uma

função da quantidade de nitrogênio disponível em cada um dos meios, as maiores

concentrações sendo obtidas nos meios com razão N/P 30: 1.

- No meio ASM-1/19, N/P 3:l a quantidade de nitrogênio disponível às células

parece não ter sido suficiente para sustentar uúa considerável síntese protéica, visto que

estas células já se encontravam seriamente exauridas deste nutriente no inicio do cultivo'

Desta forma, estas células não foram capazes de sustentar um bom crescimento'

- Apesar das células cultivadas em meio ASM-I, N/P 30:1 terem apresentado as

maiores concentrações de proteínas ao longo do cultivo, estas células não foram capazes de

desenvolver um bom crescimento, apresentando um rendimento máximo muito inferior ao

do cultivo em meio ASM-1, N/P 10:1.

il
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- A concentração de clorofila a foi uma função da disponibilidade de nitrogênio no

meio ASM-I, maiores valores sendo encontrados no meio com maior razão NIP (30:1). No

meio ASM-1/10 não foi encontrada uma diferença marcante nas concentrações de clorofila

d nas diferentes razões N/P. Esta manutenção da clorofila intracelular mesmo nas células

sofrendo limitação seveÍa em nitrogênio e outros nurientes (ASM-1/10, N/P 3.1) deve ser

um dos fatores que contribuem paÍa o desenvolvimento das taxas fotossinteticas

relativamente altas observadas.

- Este estudo mostra a importância de se medir vários parâmetros fisiologicos

concomitantemente (carboidratos, proteínas, clorofila) em estudos que visam caracterizar o

estado fisiológico da espécie e sua relação com o crescimento.

- O período onde foi observada a maior taxa de excreção de carboidratos coincidiu

com o período de maior estresse fisiologico vivenciado pela célula, o primeiro dia do

cultivo, quando as células proviúam de seis dias em meio sem nitrogênio.

- As células cultivadas em meio ASM-1/10, N/P 3:1 apresentaram uma atividade

fotossintética relativamente alta durante a fase exponencial de crescimento, apesar de

estarem sofrendo uma severa limitação em nitrogênio e outros nutrientes. Esta elevada

atMdade fotossintética aliada a uma baixa taxa de crescimento mantém a célula üva durante

períodos de condições desfavoráveis ao seu desenvolvimento e caÍaatenza uma estratégia

importante naLagoa da Barra.

- Apesar de não ter sido observada a produção de microcistinas em neúum desses

cultivos, a hipótese de que esta espécie teria produzido um composto responsável pela

intoxicação dos peixes Brevoortia tyranus, em fevereiro de l99l naLagoa da Barra não

pode ser descartada. Novos testes são necessários.



- As diferentes condições de cultivo utilizadas neste estudo não causaram nenhuma

mudança considerável no tamaúo da célula de s. aquatilis f . salina, apesar das diferenças

fisiologicas observadas entre as células de cada um dos cultivos'

- Esta espécie se mostrou bem adaptada a uma condição de limitação em nitrogênio'

visto que exibe elevadas taxas fotossintetica e de crescimento, além de altas concentrações

de proteínas e clorofila a intracelulares quando cultivada em meio com limitação somente de

nitrogênio (ASM-l, N/P 3:1). Além disso, o cultivo em meio com razão N/P 30'l mostrou

que o mesmo não se repete quando a espécie é cultivada em valores mais altos desta razão'

- Este estudo confirma a tendência observada no trabalho de campo' e descrita na

literatura, evidenciando um melhor desempenho relativo de espécies de cianobactérias' em

condições de baixa razão NlP.

- parâmetros como a coloração amarelada das culturas e as altas taxas de excreção

de carboidratos, além da manutenção de elevadas taxas fotossintéticas sob limitação de

nitrogênio, indicam que as condições observadas na lagoa conseguiram ser simuladas no

laboratorio.

- O bom desempeúo exibido pela espécie em condições de baixa razáo NiP deve ter

sido um fator importante na determinação do seu sucesso competitivo na comunidade

fitoplanctôni ca daLagoada Barra. Entretanto, fatores como a baixa taxa de predação pelo

zooplâncton e altos valores de pH e temperatura também devem ser levados em

consideração.
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