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Resumo

A classe Cyanophyceae esteve sempre presente de maneira significativa na Lagoa
da Barra (Marica-Rio de Janeiro) no periodo de outubro de 1990 a agosto de 1993,
representando em média 60% da densidade e 52% da biomassa fitoplancténica de todo o
periodo. A biomassa de cianobactérias apresentou uma correlagio significativa negativa
com as concentragdes de nitrato+nitrito e as razdes NID/PO,, NOP/POP, NOs/PT e
NT/PT durante todo o periodo. A espécie Synechocystis aquatilis f. salina foi a espécie
mais frequente dentro desta classe, representando em média, 57% da populagdo de
cianobactérias em todo o periodo estudado. Baseando-se nestes dados, esta espécie foi
cultivada em laboratorio em meio ASM-1 e ASM-1 diluido 10 vezes (ASM-1/10) com
razdes NO3/PO4 (N/P) de 3:1, 10:1 € 30:1. Foram acompanhadas a taxa de crescimento, as
concentragdes intracelulares de clorofila a, proteinas e carboidratos, as atividades
fotossintética e respiratoria, além da excregdo de carboidratos. Neste estudo foi verificado
que esta espécie estd bem adaptada a uma condigdo de limita¢do em nitrogénio, quando
comparada a demanda ideal de Redfield. Foram observadas altas concentragles de
proteinas e clorofila a intracelulares em células cultivadas em meio ASM-1 com baixa N/P
(3:1). As maiores taxas fotossintéticas também foram observadas nas células cultivadas em
meio ASM-1, N/P 3:1. Além disso, o cultivo em meio com razdo N:P 30:1 mostrou que
esta espécie ndo estd bem adaptada a esta condi¢do. Este estudo contribui para o
conhecimento das estratégias utilizadas pelas cianobactérias em situa¢des de limitagdo de
nitrogénio que as dotam com clara vantagem adaptativa nesta condigio.

Synechocystis aquatilis f. salina, cianobactérias, Lagoa da Barra, razdo N/P, atividade
fotossintética, limitagdo em nitrogénio



Abstract

Over a 3-year period (October 1990 to August 1993) cyanobacteria represented
50% of the density and 52% of the biomass of the phytoplankton community of Lagoa da
Barra (Marica-RJ, Brazil). It was also seen that the cyanobacterial biomass was negatively
correlated with nitratetnitrite concentrations and DIN/PO,, PON/POP, NO,/TP ¢ TN/TP
ratios. Synechocystis aquatilis f. salina was the predominant species, representing 57% of
the cyanobacterial density during the entire period of the study. Based on this data, the
species was cultivated under laboratory conditions in ASM-1 medium and ASM-1 10 times
diluted for all nutrients (ASM-1/10) with the following N/P ratios, 3:1, 10:1 and 30:1.
Growth rate, chlorophyll a, protein and carbohydrate intracellular concentrations,
carbohydrate excretion and the photosynthetic activity were investigated. It was
ascertained that the species is well adapted to a condition of nitrogen limitation, compared
to the Redfield ratio. High chlorophyll a and protein concentrations as well as the highest
photosynthetic rate were observed on cultures of ASM-1 medium with low N/P ratio (3:1).
Furthermore, the cultures in medium with the highest N/P ratio (30:1) 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 ratio,
photosynthetic activity, nitrogen limitation



- Introduco

1.1 - Consideracoes Gerais

Os nutrientes, assim como o sistema do acido carbdnico (CO, - Hy0), luz,
temperatura € as interagdes com outros niveis troficos sdo algumas das variaveis que
controlam a estrutura e a biomassa da comunidade fitoplanctonica. O resultado da
competigdo pelos recursos nessa comunidade € determinado pelas caracteristicas fisiologicas
das microalgas, pelas taxas de suprimento e razdes dos nutrientes potencialmente limitantes,
além das taxas de mortalidade (frequentemente um resultado da pastagem pelo zooplancton
ou sedimentagdo) vivenciadas por uma espécie particular (Tilman ez al., 1982). Desta
maneira, organismos que se mostrarem melhor adaptados as variagdes destes recursos no
ambiente tendem a dominar a comunidade fitoplanctonica.

Obter sucesso em um dado ecossistema quase sempre significa que a espécie
deve ser flexivel o bastante nos seus requerimentos, resistindo desde a situagdes fora da faixa
considerada 6tima com respeito a um pardmetro, até situagdes mais favoraveis com respeito

a outros parametros. Deste modo, sob a maioria das condigdes naturais, o desempenho da

11



12

=specie fitoplancténica em condi¢des sub-otimas serd de maior significado ecologico do que
scuele sobre condigdes Otimas (Darley, 1982).

E bem estabelecido que as propriedades fisiologicas de uma espécie sio
=fluenciadas pelo ambiente. Fenotipos apropriados aos diferentes tipos de fatores que
‘mitam o crescimento s@o selecionados de maneira que possam competir com sucesso nas
-ondigGes dadas (Zevenboom, 1987).

Lagos eutroficos sdo frequentemente dominados por cianobactérias durante
atervalos de tempo consideraveis. Segundo Reynolds er al. (1987) e Tilzer (1987), estes
wrganismos s30 favorecidos em relagdo a outras espécies fitoplanctdnicas, devido as suas
:aracteristicas biologicas unicas, que as dotam com grande vantagem adaptativa nestes
zmbientes.

Algumas cianobactérias sdo capazes de desenvolver “blooms”, que se
-aracterizam pelo acimulo macigo (10* a 10° células por mililitros) de uma ou, menos
Tequentemente, duas espécies que podem chegar a representar de 95 a 99% da biomassa
fitoplanctonica (Paerl, 1988).

De maneira geral, tem sido aceito que as condigdes ambientais que favorecem
z formagio de “blooms” de cianobactérias incluem temperaturas entre 15 e 30°C, niveis de
pH neutro a alcalino, condi¢Ges de vento calmo e altas concentragbes de nutrientes,
especialmente fosfato e nitrogénio (Skulberg ef al., 1984, Wicks & Thiel, 1990, Carmichael,
1994). O aumento da polui¢do dos corpos d’agua tem aumentado os niveis destes nutrientes
nas aguas através do processo de eutrofiza¢do, criando as condigdes necessarias ao
desenvolvimento destes “blooms”. Consequentemente, tem sido reportado um nimero cada
vez maior de “blooms” de cianobactérias em todo o mundo, inclusive no Brasil (Carmichael,

1994, Azevedo et al., 1994).
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Muitas espécies de cianobactérias que formam “blooms” produzem substancias
“=natotoxicas e/ou neurotoxicas, que sao responsaveis pelo envenenamento de animais em
znas partes do mundo. Além disso, estes “blooms” tem uma aparéncia desagradavel,
=xalam forte odor e comprometem os usos potenciais do corpo d’agua (Skulberg er al,

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

2 - Cianobactérias; Caracteristicas Fisiologicas

Cianobactérias (cianoficeas ou algas azul-esverdeadas) sdo microrganiSmos
srocariotos, capazes de realizar fotossintese com liberagdo de oxigénio (Whitton & Carr,
1982). Ocorrem em ambientes de agua doce, salobra e marinha, em ambientes terrestres e
:omo simbiontes.

Possuem como pigmentos a clorofila a e as ficobilinas, que sdo complexos de
oigmentos protéicos, baseados na ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina, que determinam a
zor caracteristica do organismo (Whitton & Carr, 1982). Além disso compdem o sistema
zntena, que auxilia na captagdo de luz para a fotossintese e protege a clorofila da
fotooxidagdo (Kromkamp, 1987). Este complexo de pigmentos confere ‘as cianobactérias
uma alta eficiéncia fotossintética e a capacidade de sustentar uma produgdo fotossintética
liquida em baixas intensidades luminosas (Reynolds ef al., 1987).

O aparato fotossintético das cianobactérias, isto é, os componentes celulares
necessarios a formagdo de ATP e NADPH, a energia e o poder redutor para a fixagdo do
CO,, é bastante similar em estrutura, fungfo e aspectos moleculares ao de algas eucariotas e

plantas superiores. No entanto, nas cianobactérias as membranas fotossintéticas (tilacoides)
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%= encontram dispersas no citoplasma, ja que se trata de um organismo procarioto. Tanto a

Algumas espécies sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, através de
=.ulas especializadas, os heterocistos ou através de outros mecanismos distintos. Estas

=spécies sdo favorecidas quando as concentragdes de nitrato e amdnia se tornam muito

caixas no ambiente.

A capacidade de armazenar nutrientes quando sua concentra¢do esta em
zxcesso a demanda imediata, confere grande vantagem, visto que estas reservas podem ser
ssadas para sustentar o crescimento em condigdes de limitagdo de nutrientes. O fosforo é

zrmazenado na forma de polifosfatos e o nitrogénio principalmente nas cianoficinas, que séo
-olimeros de aspartato e arginina exclusivos das cianobactérias, e também nas ficobilinas
Kromkamp, 1987). A elaboragdo de um composto nitrogenado com a fungdo especifica de
reserva, parece ser uma caracteristica exclusiva das cianobactérias (Ormerod, 1992).

Algumas espécies de cianobactérias sdo capazes de produzir substincias que

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

fzzem por exemplo algumas espécies do género Oscillatoria.
A capacidade de controlar seu flutuamento através da formagdo de vacholos

2aso0sos € uma caracteristica importante de algumas espécies de cianobactérias. Isto permite
uma melhor exploragdo da coluna d’agua através da migragdo para lugares com condigdes

otimas de luz e nutrientes, 0 que constitue uma vantagem competitiva sobre outras algas

planctonicas (Reynolds ef al., 1987, Humphries & Lyne, 1988).
Zevenboom & Mur (1980) mostraram que as cianobactérias apresentam

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

seletiva para muitas cianobactérias sobre eucariotos, em condi¢des de baixa intensidade
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~unosa, permitindo-as obter maiores taxas de crescimento. Além disso, a alta resisténcia &
=2:acdo excessiva, rica em radiagdes perto do espectro do UV também ja foi descrita por
“z2r] (1988) para cianobactérias. Desta maneira, estes organismos sdo capazes de sobreviver
1= condigbes extremas de luz, caracteristicas da superficie da agua e também de sustentar sua
»massa em condi¢des de limitagdo de luz, de maneira mais eficiente do que algas
= canotas (Tilzer, 1987).
As cianobactérias também diferem das algas eucariotas pela capacidade de
s ustar seus estoques de carbono e energia a diferengas na duragdo do fotoperiodo, e ndo
1oenas a variagdes na intensidade luminosa, que € uma caracteristica comum a todas as algas
s.romkamp, 1987). Cianobactérias se adaptam a mudangas no fotoperiodo variando a
-oncentragdo de pigmentos, o que altera sua eficiéncia fotossintética. Desta maneira, estes
ganismos otimizam a sintese de polissacarideos, podendo aumentar sua taxa de
:rescimento no escuro, através do uso de suas reservas (Kromkamp, 1987).
A produgdo de sideroforos, que sdo compostos extracelulares com a
-zpacidade de ligarem-se ao ferro, solubilizando-o e tornando-o disponivel para o uso
=specifico das cianobactérias, confere uma vantagem sobre outras algas que pode levar a
=xclusio competitiva (Rueter & Petersen, 1987). Nio so6 o ferro, mas também o cobre €
zgado aos sideroforos, diminuindo a atividade deste metal e assim sua toxicidade, o que
:ambém favorece as cianobactérias, visto que estes organismos sdo mais sensiveis ao cobre
do que algas eucariotas (Rueter & Petersen, 1987).
Além disso, apresentam uma grande flexibilidade metabdlica, que as permite
tolerar extremos de temperatura, alcalinidade, assim como sobreviver em ambientes micro-
aerofilios. Entretanto, ¢ importante salientar que nem todas as espécies de cianobactérias sdo

adaptadas a ampla faixa de variabilidade ambiental, mas sim que espécies particulares sdo
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woa-uzdas a explorar seletivamente diferentes partes do espectro de circunstancias ambientais

.= nodem ocorrer em lagos (Reynolds e al., 1987).

' - A dominancia das cianobactérias

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

= zcionar as caracteristicas da coluna d’agua com a presenga de cianobactérias. Schindler
77) e Flett et al. (1980) mostraram que em situagdes de baixas razdes Nitrogénio

Tomal/Fosforo Total (NT/PT) (razdes<10), as cianobactérias capazes de fixar o nitrogénio
smosférico eram favorecidas.

Smith (1983), baseado em um trabalho de revisdo usando dados de 17 lagos,
=iendeu a hipotese de Schindler (1977), propondo que baixas razées NT/PT promovem a
~ominancia ndo sO das cianobactérias fixadoras de nitrogénio, mas de todo o grupo,
zentificando o valor da NT/PT igual a 29 como um limite entre a regido onde as
=anobactérias tendem a dominar e onde elas se tornam raras.

Posteriormente, Smith (1985) propde um modelo baseado na razio NT/PT e
ntensidade luminosa para explicar a dominancia das cianobactérias. De acordo com o
modelo, as cilanobactérias seriam favorecidas em condigdes de baixa razdo NT/PT e
ntensidades luminosas limitantes. Tilman er al (1986) observaram a superioridade
competitiva das cianobactérias em relagdo as diatomaceas, em condigdes de baixa razdo N/P
e temperaturas de 24°C.

Outro modelo foi proposto por McQueen & Lean (1987), baseado na razéo
NO;/PT e na temperatura, que relaciona a presenga de cianobactérias a razdes NOs/PT<S5 e

temperaturas maiores que 21°C. Trimbee & Prepas (1987) sugerem que o grau de
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=xrofizagdo, estimado pelos niveis de fosforo total, é o fator predominante na determinagéo
: domindncia das cianobactérias na comunidade fitoplanctonica. Pick & Lean (1987)

-=ssaltam a importancia de fatores fisicos como a temperatura e a estabilidade da coluna

: zzua. Entretanto, estes autores concordam que as cianobactérias frequentemente se
»mam o grupo dominante em lagos eutrofizados.

Shapiro (1990) conclui que apesar de fatores como a razio N/P, baixas
~rensidades luminosas, altas temperaturas, capacidade de flutuagdo e a baixa taxa de
~zstagem pelo zooplancton contribuirem para a dominancia das cianobactérias, a hipétese do
“0--pH sozinha pode explicar esta dominincia. De acordo com esta hipOtese, as
znobactérias sdo melhores competidoras em faixas de pH altos, quando a concentragio de
~0, é muito baixa, devido aos seus menores valores de 'Ks (“half-saturation constant”) para
> carbono e ao mecanismo de concentragdo do CO,.

Hyenstrand (1994), Hyenstrand ef al. (1995) e Blomqvist ef al. (1994) em uma
-zvisdo recente sobre as hipoteses formuladas para explicar a dominéncia das cianobactérias
sropoem nova hipotese, baseada na forma de nitrogénio inorgénico disponivel. De acordo
som esta hipotese, o sucesso das cianobactérias ndo fixadoras de nitrogénio esta relacionado
z presenga de amdénia no ambiente, enquanto que o nitrato favorece a dominancia de
organismos eucariotos. No entanto, ressaltam que nenhuma das hipoteses individualmente é
capaz de explicar o sucesso ecologico das cianobactérias, ja que tal fato € uma fungdo de
forgas que atuam de maneira sinérgica. Além disso, os autores sugerem que as cianobactérias
sejam tratadas individualmente, visto que constitiem um grupo de organismos muito

heterogéneo, com adaptages distintas a diferentes condigdes ambientais.

! Ks é a concentragdo do substrato onde a velocidade de assimilagéo corresponde a metade da velocidade méaxima.
Esta constante reflete a afinidade do sistema enzimético pelo substrato, um baixo valor de Ks sugere uma alta
afinidade.



18

< - A Lagoa da Barra

A Lagoa da Barra faz parte do Sistema Lagunar de Marica, localizado na
regido costeira do estado do Rio de Janeiro entre as latitudes 22° 52’¢ 22° 58’S e as
‘ongitudes 42° 40° e 43° 00°. Este sistema é formado por uma série de lagunas e canais
nterligados: a Lagoa de Marica (19 Km®), a Lagoa do Padre (2.2 Km?), a Lagoa de
Guarapina (6.5 Km® ), além da Lagoa da Barra (6.5 Km®) (Figura 1). Suas profundidades
-ariam entre 0.5 e 2.0 metros. Os aportes continentais provém de trés rios principais, dos
quais dois deles desembocam na lagoa de Marica e o outro na lagoa de Guarapina
Barroso et al., no prelo).

A Lagoa de Marica recebe os efluentes domésticos da cidade de Marica
50.000 habitantes), que ndo sofrem qualquer tipo de tratamento. Os estudos realizados na
Lagoa da Barra (Carmouze et al., no prelo a, Carmouze ef al., no prelo b, Domingos ef
al., no prelo e Arcifa et al., no prelo) mostram que esta lagoa sofre um processo avangado
de eutrofizagdo, que se traduz pela simplificacdo da sua organizagdo trofica, o que €
corroborado pela grande importancia da reciclagem da matéria orginica através do
“microbial loop” (Barroso ef al., no prelo).

O clima da regido do sistema lagunar € tipicamente tropical umido,
praticamente sem déficit de agua, com calor distribuido o ano todo. A temperatura média
anual fica em torno de 23°C e a pluviosidade entre 1100 ¢ 1300 mm (FUNDREM?, 1989

citado em Barroso et al., no prelo).

*FUNDREM, 1989. Plano Diretor Urbano de Maric4, RJ. Fundagéio para o Desenvolvimento da Regifio Metropolitana
do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 176 p.
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Figura 1: Mapa de localizagdo da Lagoa da Barra.
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A influéncia da maré é muito atenuada, sendo perceptivel apenas na lagoa
:= Guarapina, que se comunica com o mar através de um canal estreito. O tempo de
=novagdo das aguas da lagoa de Guarapina € de 2 a 14 dias, enquanto que o da lagoa de

Azrica é de 45 dias (Knoppers et al., 1991).

: - A dominéancia de cianobactérias na Lagoa da Barra

Fot realizado um estudo integrado muitidisciplinar na Lagoa da Barra que se
sszendeu de outubro de 1990 a agosto de 1993 e incluiu estudos sobre o metabolismo do
=ema (Faria, 1993, Faria ef al., 1993, Pereira-Filho ez al., 1993, Silva-Lins & Carmouze,
*23, Carmouze et al., no prelo a, Bernardes, 1995, Pereira-Filho et al., 1995, Pereira-Filho,
-35), a composi¢do da matéria orginica e nutrientes na coluna d’agua e no sedimento
Sernardes & Carmouze, 1993, Kuroshima et al., 1993, Sampaio, 1994, Kuroshima, 1995,
“zrmouze ef al., no prelo b, Bernardes ef al., 1995) e as comunidades planctonicas (Arcifa
ot al., no prelo, Azevedo & Carmouze, no prelo, Castilho & Arcifa, 1995, Domingos et al.,
295, Domingos et al., no prelo). Este projeto foi desenvolvido com o objetivo inicial de
ientificar as causas e consequéncias de frequentes mortandades de peixes que ocorrem no
acal de estudo.

Durante quase todo o periodo estudado pelo projeto integrado, as
zianobactérias estiveram presentes de maneira significativa na Lagoa da Barra, representando
em média 60% da densidade e 52% da biomassa fitoplanctonica de todo o periodo. Este
grupo chegou a representar 90% da biomassa fitoplanctonica total no més de janeiro de
1991 e 74% da biomassa total no periodo de outubro de 1991 a julho de 1992. A espécie

Svnechocystis aquatilis . salina foi a espécie mais frequente, representando em média, 57%



21

=+ sopulagdo de cianobactérias em todo o periodo estudado. Esta espécie chegou a
soresentar 99,9% da populagdo de cianobactérias no més de janeiro de 1991 e 54% desta
v 2cdo no periodo de outubro de 1991 a julho de 1992. No més de julho de 1992 esta

~=x= constitivia 87% da populag@o de cianobactérias, que representava 89% da biomassa
“oo anctonica total.

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

o1 ressaltada por Domingos ef al. (no prelo). Estes autores discutem sobre os fatores
smentais que teriam levado 4 domindncia desses organismos durante este periodo do
=20 As altas temperaturas, elevados valores de pH ou baixas concentragdes de CO,,
weoznas taxas de predag@o pelo zooplancton e as baixas concentragdes de nitrogénio do
== 530 alguns fatores sugeridos como contribuidores para a dominancia das cianobactérias
= _zgoa da Barra. No entanto, a disponibilidade de nitrogénio no meio parece ter tido um
weoe preponderante sobre a estrutura e o funcionamento da comunidade fitoplanctonica,
wmco que as cianobactérias se mostraram dominantes quando as concentragdes de
wogénio do meio foram menores que 2-3 pmol/l (Domingos ef al., no prelo).

No més de janeiro de 1991, a concentragdo média de nitrogénio inorganico da
wnz2 d’agua era de 1,9 umol/l, tendo sido observadas razdoes NID/PID de 2:1 e NT/PT de
em média, caracterizando uma forte caréncia em nitrogénio. Neste més, S. aquatilis f.

= ma representava 90% da biomassa e densidade fitoplanctonica total.

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

wemescéncia da populagdo de S. aquatilis f. salina. Estes peixes apresentaram sinais evidentes

2= morte causada por hemorragia das vias respiratdrias e digestivas, o que levou a hipotese
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%= gue estes organismos teriam sido intoxicados. Azevedo & Carmouze (no prelo)
s~“caram a toxicidade de amostras da populagdo natural coletadas logo apos a
momzndade, em bioensaios com camundongos Swiss, tendo sido obtida uma dose letal
==ma (DLnn) de 31 mg/Kg de peso corpéreo do animal. Entretanto, foi observada uma
s=unuigdo acentuada da toxicidade das células isoladas de S. aquatilis f. salina quando
= uvadas em laboratorio. Segundo esses autores, as células de S. aquatilis f. salina tendo
==rzdo em senescéncia, poderiam ter iniciado ou aumentado a produgio de um composto
wwmolitico que foi fatal aos peixes Brevoortia tyrannus aurea (savelha), como ja foi
wservado para uma espécie do género Symechococcus por Mitsui et al. (1989) e para
“mahaena flos-aquae por Rodger e al. (1994).

Arcifa ef al. (no prelo) encontraram uma correlagdo negativa significativa entre
= densidades de Apocylops procerus (copépodo) e Brachionus plicatilis (rotifero) em
=230 a densidade de cianobactérias na Lagoa da Barra, no periodo de outubro de 1990 a
=no de 1991. Segundo esses autores, as cianobactérias constituem um alimento inadequado
»zra 0 zooplancton, devido ao seu baixo valor nutricional e seu tamanho pequeno. Desse
=odo, a pastagem sobre esses organismos € considerada pouco eficiente.

Pereira-Filho (1995) através de uma analise estatistica dos dados de todo o
senodo (analise de agrupamento), correlacionou a domindncia de cianobactérias e
wrzanismos de pequeno tamanho na Lagoa da Barra com periodos caracterizados pelo
=etabolismo elevado, elevada concentragdo de matéria orgnica particulada e baixas
zoncentragdes de nitrato.

Neste trabalho foi realizada uma analise de correlagdo com o intuito de
Zentificar os pardmetros nutricionais relacionados a domindncia das cianobactérias na lagoa.

A partir dessa analise foi realizado um estudo experimental, com culturas de laboratorio da
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=soecie Synechocystis aquatilis f. salina, identificada como a espécie predominante no grupo
“zs cianobactérias durante quase todo o periodo estudado. Este estudo visou analisar a
“=ologia desta espécie em resposta a cultivos em diferentes razdes N/P, além de verificar
+ zumas hipOteses levantadas a partir dos dados de campo. Resultados preliminares deste
=smudo podem ser encontrados em Nascimento & Azevedo (1995).

Este tipo de estudo, com culturas de uma unica espécie fitoplanctonica € util
-~ncipalmente porque permite uma avaliagio sob condigdes definidas e reproduziveis e seus

=sultados sdo frequentemente menos ambiguos do que os obtidos com amostras naturais.

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

v estigador pode manipular um fator a cada vez. Durante um estudo em um sistema natural,

—wit0s parametros estdo frequentemente mudando simultdneamente, tornando dificil a
“=miificagdo dos efeitos de um dos fatores ambientais em particular (Darley, 1982).

Vale ressaltar que existem diferencas ecologicas significativas entre culturas e

siemas naturais e assim, comparagdes € extrapolagdes de um para o outro devem ser feitas

.om cautela. No entanto, esta abordagem cuidadosa n3o deve nos impedir de tomar

:ntagem dos beneficios oferecidos por cada um (Darley, 1982). Além disso, € evidente que

> conhecimento em ecologia s6 ¢ plenamente alcangado com o somatério de estudos de
zampo e estudos fisiologicos e bioquimicos em condig¢des precisamente controladas.

Através da pesquisa ecofisiologica, € obtido conhecimento sobre as varias
=srratégias de adaptagdo de espécies fitoplanctonicas em resposta a mudangas do ambiente.
Esmudos com culturas de laboratério sdo importantes ja que revelam os fatores que
=sumulam a resposta adaptativa e tornam as extrapolagdes para o campo mais realistas

Zevenboom, 1987). Mc Cormick & Cairn (1994) ressaltam a importdncia de estudos
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s—e=-mentais sobre os limites de tolerancia de espécies fitoplanctdnicas, como uma maneira
. s=zzrminar o impacto sofrido pelo ecossistema.

Em estudos sobre o fluxo de carbono, produgdo primaria, crescimento

==zl do fitoplancton e para o manejo das aguas, a identificagdo dos fatores que limitam
=2 de crescimento de populagdes fitoplanctdnicas em seu ambiente natural se tornou

EmpOriante.



_- Objetivos

= 1- Objetivos Gerais

- Contribuir para o conhecimento ecofisiologico da espécie S. aquatilis f. salina,
su¢ se mostrou dominante na comunidade fitoplanctonica da Lagoa da Barra e ¢
~=quentemente encontrada em ambientes da costa fluminense.

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

=specie S. aquatilis f. salina, na comumdade fitoplancténica da Lagoa da Barra durante o

neriodo estudado pelo projeto integrado.

2.2- Objetivos Especificos

- Realizar uma anélise de correlagdo com o intuito de identificar os pardmetros
nutricionais melhor relacionados a dominancia das cianobactérias na Lagoa da Barra.
- Estudar o crescimento da espécie em meios com diferentes razdes N/P e

concentragdes de demais nutrientes.

25
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- Identificar as mudangas nas concentra¢des intracelulares de clorofila a, proteinas
: carboidratos decorrentes das condig¢des de cultivo.

- Acompanhar as taxas de excre¢do de carboidratos durante o crescimento da
=snécie nas diferentes condigdes de cultivo.

- Analisar o efeito das condigdes de cultivo nas atividades fotossintética e
-zspiratéria e na produgdo de toxinas por esta espécie de cianobactéria.

- Verificar uma possivel mudanga do tamanho celular decorrente das diferentes
:ondigdes de cultivo.

- Correlacionar as mudangas fisiolégicas encontradas no laboratério com os dados

20 estudo de campo.



*- Material e Métodos

* 1 - Analise de correlacdo - dados da Lagoa da Barra

Baseado nos trabalhos de Smith (1983 e 1985), Mc Queen & Lean (1987) e
Slomqvist ef al. (1994), foi realizada uma analise de correlagdo de Pearson utilizando-se o
arograma estatistico “Statistica”. Esta analise foi feita entre as seguintes variaveis na Lagoa
ia Barra: concentragdes de amoénia (n=114), nitrato+nitrito (n=114) e fosfato (n=114), as
-az8es NID/PO, (n=113), NOP/POP (n=114), NOs/PT (n=114) e NT/PT (n=114), salinidade
n=114) e pH (n=113) em relag¢@o a porcentagem de cianobactérias e da espécie S. aquatilis
T salina sobre a densidade total da comunidade fitoplanctonica e em relagdo a porcentagem
do carbono fitoplanctonico na fragdo das cianobactérias (biomassa de cianobactérias), em

todo o periodo estudado.

2.2 - Experimentos preliminares

A espécie Synechocystis aquatilis f. salina (NPLB-2) (Classe Cyanophyceae)
foi isolada de amostras da agua da Lagoa da Barra, Complexo lagunar de Maric4, R.J., em

fevereiro de 1991 pele Laboratério de Cultivo e Fisiologia de Microalgas do NPPN, UFRJ.

27
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w2z =n1d0, esta espécie esta sendo mantida no banco de cultivo do laboratorio em culturas

wez2ais ndo axénicas, em meio ASM-1 (Gohram, 1964) com pH inicial 8, a uma

——oerztura de 24 + 2 °C, fotoperiodo de 12 horas e iluminagdo de 40 pumol de fluxo de
~:m™s"; proveniente de tubos de lampadas frias.

Para que se pudesse escolher a fonte de nitrogénio e as razdes
srogénio:Fosforo (N/P) a serem utilizadas no estudo ecofisiologico da espécie foram
=a:zados alguns experimentos preliminares. Os inoculos utilizados nesses experimentos
-=m cultivados sob as mesmas condigdes descritas para o banco de cultivo.

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

~Z¢ a forma de nitrogénio oferecida as células foi modificada de nitrato para amonia,
=speitando-se a concentragdo normal do meio, j4 que a aménia era a principal forma de
=zrogénio encontrada na lagoa. Uma cultura tendo o nitrato como forma de nitrogénio foi
~szda como controle, visto que este nutriente € utilizado como fonte de nitrogénio no meio
tSM-1. Este experimento foi realizado em erlemmeyers de 500ml com 250ml de meio, em
zuplicata e teve duragdo de 10 dias.

O crescimento foi monitorado por contagens de células em microscopio Otico,
zmostradas em dias alternados, utilizando-se um hemocitdmetro de Fucks-Rosenthal. Foram
zzlculados a taxa de crescimento (i) € o tempo médio de duplicagdo (G), segundo as
seguintes equagdes extraidas de Fogg & Thake (1987):

u = (lognN - logyNo) / t onde,

N = namero de células por mililitros ap6s um periodo de tempo t
Np = mimero de células por mililitros no tempo zero

G=logi2/pn



29

O rendimento maximo de cada cultura, que representa 0 numero maximo de

2 as atingido em cada condi¢@o de cultivo, também foi analisado.

=iz 1: Composi¢io do meio ASM-1, concentragdes em pmol.I”

Sal ASM-1
NaNOs 2000
MgSO, 200
MgCl, 200

CaCl, 200
KH,PO, 128
Na,HPO, 100
FeCls 4
H;BO; 40
MnCl; 7
ZnCl, 22

CoCly 0.08
CuCl, 0.014
Na,EDTA 20

Posteriormente, S. aquatilis f. salina foi cultivada em meio contendo uréia
como fonte de nitrogénio, o controle com nitrato foi mais uma vez utilizado. Este
experimento teve duragio de 21 dias e os procedimentos foram os mesmos ja descritos para
o cultivo com amdnia.

Concomitantemente, foi realizado um terceiro experimento utilizando-se meio
ASM-1 e meio ASM-1 diluido 10 vezes (ASM-1/10), tendo a uréia como forma de
nitrogénio e diferentes razdes N/P, 2:1, 3:1, 4:1 e 10:1. O controle com ASM-1 normal, isto

¢, com nitrato e N/P igual a 10:1 também foi monitorado. Foram utilizados tubos com
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wr=madamente 30ml de volume de meio, em triplicata para cada condi¢do de cultivo,

~—-=ndo um total de 27 tubos.

Esse expenimento teve duracdo de 14 dias, tendo sido realizadas 3

wmostragens, no dia zero, no 7° e 14° dias apds a inoculagdo, quando foram determinados o

~m=ro de células por mililitro e a concentracgao celular de clorofila a, nos dias 7° e 14° do

-0. através de analise espectrofotométrica, apos extragdo com metanol 100% durante 15

05, sendo a andlise feita no mesmo dia da amostragem. A taxa de crescimento foi

» cuiada a partir do numero de células, assumindo-se que a fase de crescimento exponencial

wreu entre os dias zero e sétimo do cultivo. O calculo da concentragdo de clorofila a foi

*o usando-se o coeficiente de extingdo determinado por Mac Kinney (1941).

Para a obtengdo das razdes N/P utilizadas nesse experimento, a concentragao

.= tosforo foi mantida constante, enquanto que a de nitrogénio foi ajustada de modo a obter

= diferentes razdes (Tabela 2). Essas razdes foram escolhidas a partir da analise dos valores

= N/P da lagoa, durante o periodo que precedeu a mortandade de peixes, sendo que a razdo

2= 10:1 representa o valor de N/P do meio ASM-1. O meio ASM-1 diluido 10 vezes foi

ambém utilizado, no intuito de melhor retratar as concentragdes de nutrientes encontradas

=z lagoa.

Tabela 2: Concentragdes de uréia, nitrato e fosfato (umol de nitrogénio/l) nos meios
ASM-1 e ASM-1/10 com diferentes razdes N/P.

ASM-1 ASM-1/10
N/P|  2:1 3:1 4:1 10:1 2:1 3:1 4:1 10:1
Uréia 400 600 800 2000 40 60 80 200
Nitrato 400 600 800 2000 40 60 80 200
Fosfato 228 228 228 228 23 23 23 23
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A partir destes testes preliminares, foram entdo estabelecidas as razdes N/P de
2 10:1 e o nitrato como forma de nitrogénio em cultivos posteriores.

A razdo N/P 30:1 foi também escolhida, ja que Smith (1983) em um trabalho
2= revisdo, utilizando dados de 17 lagos, sugere que a razio N/P igual a 29:1 representa uma
“zxa limite” entre a regido onde as cianobactérias tendem a dominar (N/P < 29) e a regido

nde sua ocorréncia no ambiente € rara (N/P > 29:1).

Para o estudo das atividades fotossintética e respiratoria, foram realizados
sroerimentos imiciais no intuito de determinar o tempo de duragdo das incubagdes de
smostras das culturas. A variag@o da concentrag@o de oxigénio em frascos claros e escuros
" determinada em diferentes tempos de incubagdo (1, 2, 3 e 4 horas) para células em meio
SSM-1, N/P 10:1, usando-se o método de Winkler, descrito em Strickland & Parsons

268),

2 .2 - Experimentos sobre o estudo ecofisioldgico de S. aquatilis £. salina

Foram entfo realizados experimentos onde S. aquatilis f. salina foi cultivada
em meio ASM-1 normal ¢ meio ASM-1/10, com razdes N/P 3:1, 10:1 e 30:1. Essas culturas
‘oram submetidas a uma temperatura de 25 £ 2°C, com fotoperiodo de 12 horas e iluminagdo
iz 40 umol de fluxo de fotons-m™ s provenientes de tubos de lampadas frias, com pH inicial
do meio igual a 8.

Esses experimentos comegaram com a exaustdo das reservas nitrogenadas das
celulas utilizadas como indéculo. Esse procedimento € necessario para assegurar que O

crescimento observado em cada um dos meios, com diferentes razdes N/P, foi sustentado
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o meemes oferecidos e ndo pelas reservas intracelulares. As células do indculo foram
Loemmez: por centrifugagdo e lavadas com meio ASM-1 sem nitrogénio, sendo
Soeemszs em 1 litro desse mesmo meio. As células permaneceram nesse meio sem
e por 6 dias, tendo sido observado um aumento no numero de células por mililitro
» . == media, apesar da cultura se tornar levemente amarelada. O numero de células
w ez ransferido para o meio sem nitrogénio foi sempre 0 mesmo, 0 que assegura que

2e == c=lulas encontravam-se igualmente exauridas no inicio de cada experimento.
Apos esses 6 dias, as células foram inoculadas em meio ASM-1 ou ASM-1/10,
o wzSes N/P de 3:1, ou 10:1, ou 30:1. A densidade de células inicial nos cultivos foi
s 22 10° células.ml”. Todos os experimentos foram realizados em erlemmeyers de 5
~w com 3 litros de meio e em triplicata de cada condig@o de cultivo, perfazendo um total
W ¢ oultivos. As culturas foram aeradas com ar filtrado em algodio e filtro de fibra de vidro
woo=: As amostragens das culturas foram realizadas com seringa de 60ml, sempre no

w20 da manhd.

O crescimento foi monitorado por contagens diarias de células de amostras da
w.ourz. de maneira ja descrita anteriormente. Os dados de namero de células por mililitros de
=0 foram entdo inseridos em uma escala logaritima para a elabora¢do da curva de

~=szmento. Foram também calculados os valores da taxa de crescimento e do tempo médio

As amostras para analise de clorofila a, proteinas e carboidratos intracelulares e
-=rhoidratos extracelulares foram coletadas em dias alternados. Volumes variaveis de 1 a 10
= da cultura foram concentrados por centrifugacdo, para analise de clorofila @, ou por

wragdo em filtros de fibra de vidro previamente calcinados a 400°C durante 4 horas, para
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:nalise de proteinas e carboidratos. Essas amostras retidas nos filtros eram entdo congeladas
: -15°C por periodos de no maximo 15 dias, antes de serem analisadas.

A concentragdo celular de clorofila a foi analisada por espectrofotometria, de
=azneira ja descrita previamente, no mesmo dia da amostragem, evitando-se assim o
-ongelamento da amostra.

As concentragdes de carboidratos intracelulares e extracelulares foram
Jeterminadas pelo método de Dubois ef al. (1956), precedido pelos procedimentos descritos
~or Myklestad & Haug (1972). A glicose foi usada na elaboragdo de uma curva padrdo que
7oi utilizada no calculo das concentragdes das amostras.

A concentragdo intracelular de proteinas foi determinada segundo Bradford

1976). O calculo das concentragdes das amostras foi realizado através de uma curva padrio
Z¢ albumina.

Todos os dados foram normalizados para 10° células.

As atividades fotossintética e respiratoria foram avaliadas duas vezes durante o
crescimento das culturas: 1°) Na fase exponencial de crescimento, que foi determinada por
=eio de regressdo linear e 2°) No ultimo dia de cultivo, que foi definido pela estabilizagdo
Jo numero de células por mililitros de meio de cultura, caracterizando a fase estacionaria.

Para a determinag@o das atividades fotossintética e respiratoria foi analisada a
variagdo da concentragdo de oxigénio em frascos claros e escuros durante 2 horas de
incubacdo, pelo método de Winkler, descrito em Strickland & Parsons (1968). O amido foi
atilizado na determinag@o do ponto final da titulagdo. Foram utilizados erlemmeyers de 25 ou
50 ml com tampa, claros e escuros, para a incubagdo de amostras (Figura 2). Nesses
=xperimentos, as células foram submetidas a uma iluminagdo de 27 pumol de fluxo de

- 0 =4 ruE e e g 5
totons-m -s. Como a andlise da variagdo do oxigénio no claro e no escuro foi realizada
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w=ando 6 réplicas de cada condig@o de cultivo (ver Figura 2), os valores mais discrepantes em
~=da condigao foram retirados. Durante cada incubagdo foram também medidos os valores de
-H inicial e final de todos os frascos nos cultivos em meio ASM-1. O acompanhamento da

zmagdo dos valores de pH em amostras no escuro ndo foi feito para os cultivos em meio

“SM-1/10.

ASM-1 ASM-1 ASM-1
10:1 10:1 10:1
1 2 3

-

AYAYAY ¥ §

[t
A B C
-.zura 2: Experimento para analise das atividades fotossintética e respiratoria de S. aquatilis f.
salina. Em 1 temos as trés réplicas da condig¢@o de cultivo por exemplo, ASM-1
10:1. A cada uma destas réplicas correspondem 5 erlemmeyers de 25 ou 50 mi,
representados em II. Em II, o frasco A é utilizado para a determinagdo da
concentragdo de oxigénio presente antes da incubagdo (oxigénio inicial), € os

frascos B e C sdo utilizados para a determinag@o da concentragdo de oxigé€nio ao
final de 2 horas de incubagio a 27 pmol de fluxo de fotons.m”s" e no escuro,

respectivamente.
Essas incubag¢des foram realizadas 3 vezes no dia, nos seguintes horarios: De
530 as 8:30, de 11:30 as 13:30 e de 16:30 as 18:30h. Os dados foram entdo divididos pela
concentragio de clorofila @, amostrada na manhd do dia do experimento.
Apbs o experimento de determinag@o da atividade fotossintética e respiratoria
na fase estacionaria do crescimento em cada condigdo de cultivo, as células foram
‘otografadas em microscopio Otico com aumento de 1000 vezes. As fotografias das células

foram entdo medidas com auxilio de um paquimetro, para verificar uma possivel mudanga no
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smznho celular nas diferentes condigdes de cultivo. As células escolhidas para essas medidas
2o estavam em processo de divisdo celular. A partir da medida do didmetro da célula, foram
230 calculadas a area da superficie da célula, o volume celular e a relagdo
_perficie/volume, através das seguintes equagdes, escolhidas a partir da forma da céllula
=s7era);
Superficie = 47 1’
Volume = 4/3w r’, onde
r = raio da célula
Foi realizada analise de variancia, utilizando-se o programa “Statistica”, para
svaliagdo da diferenga entre as médias das medidas do didmetro das células, da area da
zperficie, do volume celular e da relagdo superficie/volume, das células cultivadas nas
ferentes condigdes (meios ASM-1/10 e ASM-1, com razdes N/P 3:1, 10:1 e 30:1). Essa
:nalise apresentou resultado significativo, ao nivel de significdncia de 5%. A partir dai, foi
rzalizado o Teste de Duncan, com o intuito de identificar as médias que foram consideradas
< gznificativamente diferentes.
No final de cada cultivo, as células restantes nos frascos foram lavadas com
:zua deionizada e concentradas por centrifugagdo, sendo entdo congeladas a -15°C para
nosterior liofilizagdo. As células liofilizadas foram entdo submetidas a testes de imunoensaios,
seio método Elisa (Enzyme linked immunoabsorbent assay), descrito por Chu (1989 e 1990),
-zalizados no laboratério do Prof. Dr. Wayne W. Carmichael, W.S.U., Ohio, EUA, para
znalise da concentragdo de microcistinas (hepatotoxinas produzidas por cianobactérias).
Foram calculados os valores das médias e desvios padrées de cada pardmetro

znalisado, em cada condig@o de cultivo, para uma melthor comparagio dos resultados.
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Nos cultivos em meio ASM-1/10, N/P 3:1 uma das triplicatas apresentou um
—=scimento muito diferente e assim ndo foi incluida nos calculos. Desse modo todos os

~arimetros analisados neste cultivo serdo mostrados aqui como médias de dois valores.

~ zurz 3: Foto dos cultivos em meio ASM-1/10, com razdes N/P 10:1 e 30:1. Reparar na
coloragdo bastante diferente das duas culturas.




L - Resultados € Discussio

- - Analise de correlacdo entre as concentracdes de nutrientes e a dominancia

= cianobactérias na Lagoa da Barra

“122la 3: Analise de correlagdo de Pearson realizada entre as variaveis da coluna 1 e a
densidade de S. aquatilis f. salina (Syne/ml), a densidade de cianobactérias

(ciano/ml) e a biomassa de cianobactérias (%Cciano). Correlagdes marcadas sdo
significativas a p< 0.05

Varigvel Syne/ml ciano/ml %(Cciano
NH4 41 * 33 * -.06
NO;+NO, -21 -.24 =36, *
PO, .09 12 -.03
NID 39 * 30 * - 11
NID/PO,4 -.10 -.18 -38 %
NOP/POP -22 -26 * -35 *
NOs/PT -.23 -28 * -39 x
NT/PT -30 * -37 * -40 *
Salinidade -28 % ~37 ¢ -56 %
pH 17 31 * 60 *

A andlise de correlagdo que apresentou um maior nimero de resultados

zgnificativos (p< 0.05) foi em relagdo a porcentagem do carbono fitoplanctonico na fragdo

37
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= oznobactérias (biomassa de cianobactérias) (Tabela 3). Ficou evidenciada uma
-= zz30 significativa negativa entre a biomassa de cianobactérias e os seguintes fatores: as
=wemtragles de nitrato-+nitrito, as razdes NID/PO,, NOP/POP, NOs/PT e NT/PT, além da
. =:2ade. A Unica correlag@o positiva encontrada foi em relagdo ao pH. Néo foi observada
== z¢do significativa entre a btomassa de cianobactérias e as concentragdes de amonia,
210 ¢ nitrogénio inorganico dissolvido.
Desse modo, a ocorréncia de cianobactérias na Lagoa da Barra parece estar
-ciada a baixas concentragdes de nitrato e nitrito, baixas concentragdes de nitrogénio em
==:30 ao fosforo, tanto na fragdo dissolvida quanto na particulada, baixos valores de
. mdade e altos valores de pH. Este resultado mostra que a tendéncia observada por
mingos ef al. (no prelo) de dominancia de cianobactérias associada a caréncia em
~ogénio durante o periodo de Outubro de 1990 a Junho de 1991 parece ser uma
s-zcteristica de todo o periodo estudado.

Estes dados concordam com os modelos de Smith (1983 e 1985), que associam a
worréncia de cianobactérias a baixas razdes NT/PT. A correlagdo negativa encontrada em
"='a¢d0 a razdo NO,/PT concorda com o modelo descrito por McQueen & Lean (1987).
“em disso, a ocorréncia de cianobactérias associada a presenga de nitrogénio na forma de
:monia sugerida por Blomgvist ef al. (1994) também parece se aplicar na Lagoa da Barra,
== virtude da correlagdo negativa existente em relagdo as concentragdes de nitrato e nitrito.
“oesar de ndo ter havido correlagdo significativa entre a concentragdo de amonia e a
momassa de cianobactérias, houve correlag@o positiva significativa entre a concentragdo de
:mdnia e a densidade de cianobactérias e da espécie S. aquatilis f. salina na comunidade
Zroplanctonica da lagoa. Vale ressaltar que Pereira-Filho (1995) também relacionou a

Zomindncia de cianobactérias na Lagoa da Barra a periodos de baixas concentra¢des de



=:srato em andalise de agrupamento dos dados de todo o periodo do estudo. A ocorréncia de
~znobactérias associada a altos valores de pH ja foi amplamente relatada (Shapiro, 1990),
=ndo sido proposta por Domingos ef al. (no prelo) para o periodo entre Outubro de 1990 e
‘unho de 1991 na Lagoa da Barra.

A disponibilidade de nitrogénio e sua limitagdo em relagdo ao fosforo, tanto na
~z¢do dissolvida quanto na particulada, se mostraram entdo muito bem correlacionados a
wcorréneia de cianobactérias na Lagoa da Barra. Estas variaveis parecem ter sido os fatores
mitantes que proporcionaram a domindncia das cianobactérias durante a maior parte do
=studo. O fator limitante é o recurso essencial que esta presente em quantidades proximas ao
alor critico minimo que o organismo necessita, agindo frequentemente como um fator

-ontrolador, determinando o sucesso do organismo em um dado ambiente (Darley, 1982).

£ 2- Experimentos para definicdo das condi¢cOes de cultivo

Os resultados dos experimentos inicialmente realizados para determinagdo das
-ondi¢des de cultivo a serem utilizadas no estudo ecofisiologico de S. aquatilis f. salina se
encohtram nas Tabelas 4, 5 e 6. O cultivo em nitrato foi usado como controle em todos estes
experimentos.

A taxa de crescimento (1) € o tempo médio de duplicagdo (G) mostraram que as
células mantidas em meio com amdnia cresceram mais rapidamente que as células cultivadas
em meio com nitrato (Tabela 4). No entanto, a duragdo da fase de crescimento exponencial
Exp) e o rendimento méximo (Rend Max), que representa o nimero maximo de células

atingido por cada cultura, foram maiores para as células no meio com nitrato. Além disso,
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apos o 9° dia de cultivo, as células em meio com amdnia mostraram-se completamente

despigmentadas, e por isso este experimento teve duragdo somente de 10 dias.

Tabela 4: Valores da taxa de Crescimento (), tempo médio de duplicagdo (G), tempo de
duragio da fase de crescimento exponencial (Exp) em dias e rendimento maximo da
cultura (Rend Max) expresso em numero de células de S. aquatilis f salina por
mililitro de meio, contendo amdnia ou nitrato como fonte nitrogenada.

Amdnia Nitrato
" 0.48 0.30
G 1.43 232
Exp 4 8
Rend Max 5640000 8990000

Segundo Syrett (1981) e Thompson ef al. (1989), as maiores taxas de crescimento
observadas em células crescidas em meio com amonia, comparativamente aquelas cultivadas
em nitrato, podem ser atribuidas a redugdo do nitrogénio, requerida nas células que utilizam o
nitrato. Este processo compete com o ciclo de redu¢do do carbono e com a manutengio das
reservas de enzimas como a Rubisco por poder redutor. Ward & Wetzel (1980) também
relataram maiores taxas de crescimento para espécies de cianobactérias cultivadas em meio
com amonia, em relagdo as células em meio com nitrato, em diferentes intensidades
luminosas.

Gohram et al. (1964) ja chamavam a atengfo a utilizagdo da amonia ou uréia como
fonte de nitrogénio em meio ndo tamponado, relatando que apesar do crescimento inicial ser
rapido, ¢ logo interrompido devido & lise celular. Syrett (1981) e Fogg & Thake (1987)
ressaltaram o fato de que a assimilagdo do ion amoénio causa uma acidificagio do meio,

comprometendo a continidade do crescimento da alga.
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Geider e Osborne (1992) demonstraram que para cada ion amoénio assimilado, um

H" ¢é liberado para o meio de cultivo, segundo a equagdo que se segue:

R +NH," =>R(NH;) + H"

Podemos ver que a assimilagdo de amonia leva a uma diminui¢ao do pH do meio, o
que provavelmente afetou o crescimento desta espécie ao longo do experimento, visto que as
cianobactérias sdo organismos mais frequentemente associados a ambientes de pH neutro a
alcalino. Brock (1973) conclue que existe uma “barreira acida” que limita a ocorréncia de
cianobactérias em ambientes de pH acido. Em especial, o autor chama atengdo para o fato de
que a clorofila é degrada a feofitina em condigdes acidas. Desse modo, a despigmentagdo
observada nas células cultivadas em meio com aménia pode ser atribuida a acidificagdo do
meio, causada pela assimilagdo de amonia.

Vale lembrar que na Lagoa da Barra foi obtida correlagdo significativa e positiva
entre o pH da 4gua e a biomassa de cianobactérias. Além disso, a queda brusca da densidade
e biomassa de cianobactérias, que ocorreu apos a mortandade de peixes foi atribuida por
Domingos et al. (no prelo) a diminui¢8o nos valores do pH do meio.

Desta maneira, o problema da redugdo do pH do meio ocasionado pela assimilagdo
de amonia, inviabilizou a utilizag@o deste nutriente como fonte nitrogenada. A uréia foi entdo
testada como forma de nitrogénio disponivel a esta espécie. No entanto, sua assimilagdo pela
célula também ocasiona uma diminui¢do no pH do meio, ja que libera CO,, como pode ser

visto nas equagdOes extraidas de Geider e Osborne (1992).

CO(NH,), + H,O =>(NHz), + CO,
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No caso da assimilagdo do nitrato h4d um aumento do pH do meio:

R +NO; + HO + H =>R(NH;:) + 20,

Tabela 5. Valores da taxa de Crescimento (i), tempo médio de duplicagdo (G), tempo de
duracgdo da fase de crescimento exponencial (Exp) em dias e rendimento maximo
(Rend Max) expresso em numero de células de S. aquatilis f. salina por mililitros
de meio contendo uréia ou nitrato como fonte nitrogenada.

Uréia Nitrato
u 0.23 0.25
G 3.01 2.74
Exp 10 15
Rend Max 11985000 74107500

Como pode ser visto na Tabela 5, a diferenga nos valores do rendimento maximo
(Rend Max) e do tempo de duragdo da fase de crescimento exponencial (Exp) mostraram
que, apesar da taxa de crescimento () ter sido praticamente a mesma para as duas culturas,
as células crescidas em meio com uréia foram incapazes de manter o crescimento exponencial
durante muito tempo, ndo atingindo o nimero de células encontrado nas culturas com
nitrato. Este fato estd provavelmente associado a acidifica¢do do meio, causada pela
zssimilagdo da uréia. A diferenga encontrada entre as variaveis referentes ao cultivo em meio
zom nitrato na Tabela 4 ¢ na 5 se deve ao tempo de duragio dos experimentos, de 9 e 21
Z1as, respectivamente.

No terceiro experimento, foi observado mais uma vez um rendimento maximo
wperior nos cultivos em meio com nitrato, em relagdo aos cultivos em meio com uréia
Tzbela 6). Nesse experimento a taxa de crescimento das células em meio com nitrato foi
sunestimada, visto que a fase de crescimento exnonencial dessas células foi provavelmente

«=m do 7° dia do cultivo.
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Tabela 6: Valores da taxa de crescimento () em dias, clorofila a em pg.10°® células e
rendimento maximo (Rend Max) em nimero de células.ml”, do experimento para
determinagdo das razdes N/P a serem utilizadas em cultivos posteriores. nd - ndo

detectavel
Fonte de Meio de cultivo v Clorofila | Clorofila Rend Max
Nitrogénio e Razdo N/P 7° dia 14° dia
UREIA ASM-1/10
2:1 0.15 0.04 nd 3570833
i 0.17 0.05 nd 3912500
4:1 0.16 0.04 0.01 3787500
10:1 0.24 0.06 0.04 8061667
ASM-1
2:1 0.28 0.08 0.05 14743333
3 0.29 0.09 0.07 16905000
4:1 0.29 0.10 0.07 14746250
10:1 0.28 0.13 0.15 18470833
NITRATO 10:1 0.22 0.11 0.08 49680000

Nesse experimento foram entfo estabelecidas as razdes N/P de 3:1 e 10:1 e o
nitrato como forma de nitrogénio para os cultivos posteriores.

A Tabela 7 mostra o resultado do experimento realizado para a determinagio
do tempo de duragdo das incubagdes nos experimentos de analise das atividades
fotossintética e respiratéria. O tempo de 2 horas foi escolhido por ter sido observado nesse
intervalo de tempo uma varia¢do mensuravel da concentragdo de oxigénio nos frascos
claros e escuros. Tempos de incubagdo maiores foram evitados devido a: 1)- o efeito do
“confinamento” (“bottle effect”), que ¢ pronunciado em amostras de pequeno volume,
como as aqui utilizadas; 2)- para evitar a supersaturagdo em oxigénio e 3)- para possibilitar

a realizac¢8o das incubagdes 3 vezes no dia.



Tabela 7: Vanagdo da concentragdo de oxigénio (umol/l) em frascos claros e escuros durante
diferentes tempos de incubagdo, em meio ASM-1, N/P 10:1.

N° céls.ml™”
51315000 céls.mi” 14575000 céls.ml”
Tempo de Variag@o do O, Variagdo do O,
incubagao(h) Claro Escuro Claro Escuro
1 +146.3 - +53.3 -34
2 +117.1 - +89.3 -13.2
3 +128.1 -28.2 +93.9 -4.0
4 +73.6 -219 +111.4 -
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4 3- Estudo ecofisiologico de S. aquatilis f. salina

4.3.1 - Crescimento

As Figuras 4 e 5 evidenciam uma diferenga marcante no crescimento de S.
aquatilis f. salina em meio ASM-1/10 e ASM-1, em termos da velocidade de crescimento
‘inclinagdo da reta), rendimento maximo da cultura e duragdo da fase de crescimento
exponencial. As células cultivadas em meio ASM-1/10 tiveram uma curta fase de
crescimento exponencial, atingindo a fase estacionaria em no maximo 7 dias, apresentando
zssim um rendimento maximo bem inferior ao dos cultivos em meio ASM-1 (Tabela 8).

Segundo Zevenboom (1987), a taxa de crescimento limitada por um
nutriente € o resultado final da capacidade celular de absorver, transportar e assimilar o
sutriente limitante ou de usar suas reservas celulares. Através da regulagio de enzimas
=specificamente envolvidas nos varios estagios da interagdo da célula com o ambiente
nutriente), a célula € capaz de obter determinadas taxas de crescimento.

As células cultivadas no meio ASM-1/10 com razdo N/P 3:1 tiveram seu
rescimento comparativamente muito prejudicado (Figura 4), como indica sua menor taxa
2z crescimento e maior tempo médio de duplicagdo. Além disso, o rendimento maximo
zingido pela cultura foi muito baixo, representando um valor cerca de 11 vezes menor ao
»oudo por células cultivadas no meio ASM-1, N/P 10:1. Isto se deve principalmente a
~axa concentragdo de nitrogénio no meio, que parece ndo ter sido suficiente para que as
s=iulas, que ja vinham de uma condi¢@o de limitagdo severa por este nutriente, causada

»=z permanéncia durante 6 dias em meio sem fonte de nitrogénio, se recuperassem.
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Tabela 8: Taxa de crescimento (i) e tempo médio de duplicagdo (G) em dias. Rendimento
maximo (Rend Max) expresso em nimero de células de S. aquatilis f. salina
por mililitros. Valores médios, calculados a partir de triplicatas de cada
condi¢do de cultivo.

Meio Razio N/P 1 G Rend Max
ASM-1/10 371 0.27 2.60 3770625
10:1 0.40 1.74 9565000

30:1 0.43 1.62 11205833

ASM-1 261 0.33 2.10 29705000
10:1 0.37 1.87 42161667

30:1 0.36 1.92 12191111

Kana et al. (1992) observaram que 3 diferentes cepas de Synechococcus
apresentaram  crescimento exponencial enquanto o nitrato foi detectavel no meio de
:uitura. Este crescimento foi interrompido logo apds a exaustdo deste nutriente no meio.

aperon (1968) ressalta que a assimilagio de um determinado nutriente por células
-vauridas € bastante rapida, enquanto a taxa de crescimento ndo aumenta na mesma escala.

A limitagdo em micronutrientes, que se encontravam em concentragdes
—uito menores no meio ASM-1/10, também deve ser considerada. Em especial, a
oncentragdo de ferro era muito baixa (0,4 pmol/l). Murphy & Lean (1975) explicam a
«:3éncia de cianobactérias no lago St. George a partir das baixas concentragdes de ferro, na
=xa entre 0.36 € 0.9 pmol/l. Além disso, considerando-se que os dois processos mais
~soendiosos em termos energéticos para a célula, a reducgdo fotossintética do carbono e a
=Zucdo do nitrogénio, dependem de compostos que contém ferro (Rueter & Petersen,

=371, pode-se inferir as consequéncias de sua limita¢do a célula.
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=.gura 4: Curva de crescimento de S. aquatilis f. salina cultivada em meio ASM-1/10, com
diferentes razdes N/P.

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

wouiveram valores de tempo médio de duplicag@o e rendimento maximo praticamente iguais.

= fato interessante € que as células cultivadas nestas condi¢Ges apresentaram os maiores
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.zlores de taxa de crescimento, apesar da despropor¢do da razdo N/P existente na condi¢ao
30:1. No entanto, deve-se levar em considera¢do que um maior suprimento de nitrogénio
=m um meio pobre (ASM-1/10) deve ter um efeito estimulador do crescimento. Além disso,
ieve ser observado que essas maiores taxas de crescimento nos meios ASM-1/10, N/P 10:1
= 30:1 se referem a um periodo em fase de crescimento exponencial comparativamente
menor em relag¢do as células cultivadas em meio ASM-1.

Segundo Gibson & Smith (1982), o nitrogénio e o carbono sdo vistos como
sutrientes que limitam a taxa de crescimento, enquanto o suprimento de fosforo limita o
-endimento de maneira mais direta. Dessa maneira, sd0 observados altos valores de taxa de
crescimento mesmo em baixas concentracdes de fosfato (Healey, 1982). A taxa de
-rescimento parece estar melhor correlacionada as concentragdes intracelulares de fosforo,
= ndo a disponibilidade deste nutriente (Gibson & Smith, 1982).

Deve-se ressaltar que os pardmetros utilizados para analise do crescimento
ias culturas, a taxa de crescimento e o tempo médio de duplicagdo, foram bastante
semelhantes para as células crescidas em meio ASM-1, N/P 3:1, 10:1 e 30:1. No entanto,
rendo em vista a Figura 5, pode-se observar que as células em N/P 30:1 apresentaram o
menor crescimento, como mostraram a menor inclinagdo da reta e a menor duragio da fase
“e crescimento exponencial. A concentragdo exagerada de nitrogénio em relagdo ao fosforo
N/P 30:1) teve um efeito marcante sobre o rendimento da cultura, como o sugerido por
bson & Smith (1982), provavelmente devido a uma limitagdo em fosforo em relagdo ao
=trogénio, causada por um desequilibrio na razdo N/P.

Esses dados provaram que esta espécie € capaz de manter um bom
crescimento em condigdes de baixas concentragdes de nitrogénio no meio, quando os
Zemais nutrientes necessarios se encontram disponiveis, como mostraram as células

-ultivadas em ASM-1, N/P 3:1, quando comparadas as cultivadas em N/P 10:1 (Figura 5).
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Deve-se ressaltar que este crescimento foi sustentado realmente pelo nitrogénio disponivel
=2 meio e ndo por reservas intracelulares deste nutriente, como muitas vezes relatado. Estas
-=lulas mantiveram uma boa taxa de crescimento enquanto havia nitrogénio. Esta taxa
“minuiu a partir do momento em que o nitrogénio foi consumido pela cultura. Isto
“minuiu a duragio da fase de crescimento exponencial, prejudicando o rendimento maximo
2z cultura.

Segundo Fogg & Thake (1987), o efeito de um baixo suprimento de um nutriente
sarticular em uma cultura € diminuir o tempo de duragdo da fase de crescimento
=xponencial, ao invés de diminuir a taxa de crescimento, como o observado nas células
sultivadas 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
» rendimento maximo. Este dado possibilitou uma ordenagdo das trés condigdes de cultivo
=0 meio ASM-1, da mais favoravel ao crescimento da espécie, N/P 10:1, a menos favoravel,
P 30:1, sendo que a N/P 3:1 ocupa posi¢do intermediaria.
A Tabela 9 mostra as taxas de crescimento de Microcystis aeruginosa, (Aguiar,
295) e Synechocystis aquatilis f. aquatilis (Andrade et al., 1994), como pardmetro de
-omparagdo. Pode-se notar que também para a espécie Microcystis aeruginosa o efeito de
:m menor suprimento de nitrogénio teve um efeito mais acentuado no rendimento maximo
2z cultura do que na taxa de crescimento. Aguiar (1995) encontrou diferenga significativa
2<0,05) entre o rendimento maximo da cultura em meio ASM-1, N/5 e o da cultura em
=210 ASM-1 normal, mas ndo entre a taxa de crescimento das células nos dois cultivos. A
Ziferenga encontrada entre as taxas de crescimento de Synechocystis aquatilis f. aquatilis e

Lficrocystis aeruginosa pode ser atribuida a diferenga de tamanho entre estas células.
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Figura 5: Curva de crescimento de S. aquatilis f. salina cultivada em meio ASM-1, com
diferentes razdes N/P.

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

=etabolicos e fisiologicos, ela é também correlacionada positivamente com a relagdo

swperficie/volume. Células menores tem uma relagdo superficie/volume maior e assim
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s=ralmente crescem mais rapidamente que células de tamanho maior. A taxa de crescimento

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

aquatilis . salina em meio ASM-1 pode ser atribuida a maior intensidade luminosa e

“atoperiodo no cultivo de Andrade e al. (1994).

Tabela 9: Comparagdo de dados de diferentes espécies de cianobactérias. Valores da taxa de
crescimento (p) em logy .d”', rendimento maximo (Rd Max) x10° células.ml”,
temperatura em graus Celsius (°C), intensidade luminosa em pE.m?s’ e

fotoperiodo em horas.

Espécie T RdMax | Temp | Int Lum | Fotop | Comentéarios
wchocystis aquatilis £ aquatilis | 0.42 31.7 25+ 2 67 14 ASM-1
"o VStis aeruginosa 0.28 19.23 | 212 22 12 ASM-1

Lrocystis aeruginosa 0.25 1130 | 21+2 28 12 | ASM-1, N/5

< 1.2 -Compostos Intracelulares

A natureza do material celular recém sintetizado pela fotossintese depende

o balango entre as varias reagdes metabolicas que ocorrem dentro das células, que sdo

~=zuladas pelas condigdes ambientais prevalecentes no momento, e pelo estado fisiologico

22 alga (Morris, 1981). Deste modo, a comparagdo entre a sintese de compostos

=ssencialmente ligados ao crescimento como proteinas, e a sintese de compostos de

rmazenamento como lipidios e polissacarideos assume grande relevancia no estudo

=wofisiologico do fitoplancton (Morris, 1981).

As Figuras 6, 7, 8 ¢ 9 mostram a variagdo das concentragdes de carboidratos

. --oteinas intracelulares durante os cultivos em meio ASM-1/10 e ASM-1. Pode-se notar




sue os valores mais altos de carboidratos intracelulares foram observados no primeiro dia
i0o cultivo, com exce¢do das células cultivadas em meio ASM-1, N/P 30:1.
“oncomitantemente, os menores valores de proteinas, nio detectaveis pelo método
_tilizado, foram observados também neste dia.

Estes elevados valores de carboidratos e baixos valores de proteinas na fase
nicial do cultivo refletiram a condig@o de caréncia em nitrogénio vivenciada pelas células do
noculo. Deve-se lembrar que estas células foram cultivadas durante 6 dias em meio sem
zdicdo de nitrogénio, no intuito de que houvesse justamente o consumo de suas reservas
nitrogenadas.

Com a falta de nitrogé€nio no melio, a sintese protéica ¢ inibida e as reservas
~itrogenadas intracelulares comegcam a ser degradadas. No caso das cianobactérias, as
.'znoﬁcinfis sdo primeiramente degradadas, seguindo-se a degradacgdo das ficobiliproteinas
Allen & Hutchinson, 1980, Syrett, 1981, Weisshaar & Boger, 1983, Van Rijn & Shilo,
286, Bryant, 1987, Fogg & Thake, 1987, Allen et al., 1990, Duke & Allen, 1990, Turpin,
291, Kana et al., 1992, Foy, 1993), da clorofila a, além de enzimas ligadas a fotossintese
Allen et al., 1990, Duke & Allen, 1990, Turpin, 1991). Além disso, com a falta de
=trogénio do melo, a via metabolica preponderante, que é a de sintese de proteinas, €
z'terada para a via produtora de compostos de reserva ndo nitrogenados, como carboidratos
Myklestad & Haug, 1972, Foy & Smith, 1980, Morris, 1981, Lapointe & Duke, 1984, Van
Z1n & Shilo, 1986, Zevenboom, 1987, Allen et al., 1990, Duke & Allen, 1990, Harrison et
al., 1990, Turpin, 1991).

A degradag@o das ficobiliproteinas € geralmente vista como uma maneira de
~edistribuir o nitrogénio celular durante a sua limitagdo, deslocando-o dos pigmentos que
=aptam luz para a sintese de proteinas novas. Everest e al (1986) sugerem que esse

=trogénio celular que é redistribuido durante a limitagdo em nitrogénio é usado na sintese
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= =nzimas que aumentem a eficiéncia de assimilagdo deste nutriente. Kana ef al. (1992)

w2zrem que esta redugdo das ficobiliproteinas também pode ser vista como um mecanismo

«:otativo para reduzir a absor¢do de energia luminosa quando a utilizagdo dos produtos da
ssintese € restrita.

Segundo Morris (1981), algas microscopicas sdo em esséncia, Organismos
~:ztizadores de proteinas, com uma grande diversidade metabdlica que permite a
~=domindncia de outras vias metabolicas sobre a via preferencial produtora de proteina, em
~==rminadas condig¢des.

As elevadas concentragdes iniciais de carboidratos sofreram uma diminuigédo
=arcante logo nos primeiros dias de cultivo tanto em meio ASM-1/10 quanto em ASM-1
~ zuras 6 e 7). Esta queda no contetido de carboidratos foi acompanhada por um aumento

wsideravel na concentragdo de proteinas (Figuras 8 e 9), o que mostra a rapida
~=mila¢do de nitrogénio pelas células exauridas deste nutriente.

Numa condigdo de crescimento limitado por um determinado nutriente, o
=zoque interno desse nutriente € baixo, mas a afinidade pela sua absorgdo e/ou o conteido
= ular do sistema de absorgdo € alto. Assim, a célula exibe uma alta taxa inicial de absor¢ao
‘=512 nutriente quando este lhe ¢ oferecido (Zevenboom, 1987). O efeito liquido na célula
=z de aumentar sua capacidade de absor¢do do nutriente limitante e também sua
~znacidade de competir com sucesso com outros organismos.

O carboidrato acumulado deve ter sido parcialmente consumido pela
wspiragdo, que tende a aumentar durante a rdpida assimilagdo de nitrogénio, e
soncipalmente convertido em compostos orgdnicos nitrogenados, como as proteinas
Svrett, 1981). Estas proteinas sdo entdo utilizadas na sintese de compostos que permitam a

2-sdo celular, e consequentemente o crescimento da populagio.
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Durante o periodo correspondente a fase de crescimento exponencial, foi
~s=vada a queda das concentragdes de carboidratos e aumento de proteinas, indicando um
=-mento de produgio de materiais celulares novos e crescimento da populagio (Figuras 6,
" & e 9). O padrio metabolico caracteristico desta fase ¢ de uma alta capacidade
‘ossintética dedicada a producgdo de proteinas e outros constituintes protoplasmaticos
~olvidos no crescimento (Fogg & Thake, 1987). No entanto, a propor¢do de proteinas
«or2 0 matenial celular total ¢ afetada pelas condigdes de cultivo.

A medida que os nutrientes do meio foram sendo consumidos, as células
ws-aram na fase estacionaria do crescimento, que € caracterizada pelo aumento da
~~=dugdo de compostos de reserva, como carboidratos, ja que o meio ndo mais propicia o
~=<cimento da populagdo. Este aumento nas concentragdes de carboidratos foi de fato
~wervado nas células cultivadas no meio ASM-1, e de maneira mais pronunciada nas
= ulas em razdo N/P 30:1, talvez em fung@io desta alta raziio N/P, que se mostrou
~=udicial ao crescimento desta espécie (Figura 7). Ja nas células cultivadas no meio ASM-
' (Figura 6), esse aumento dos carboidratos s6 néo foi observado nas células em razéo
" P 30:1, onde provavelmente a maior disponibilidade de nitrogénio ainda permitia uma
s=rese protéica adequada, como pode ser observado na Figura 8. Por outro lado, esse
womento foi mais pronunciado nas células em razdo N/P 3:1, devido provavelmente a forte
mtagdo em nitrogénio vivenciada por essas células, principalmente no final do cultivo.

Nas células cultivadas em meio ASM-1/10 N/P 3:1, a concentracdo de

=rrogénio parece ndo ter sido suficiente para permitir uma produgdo consideravel de

~rotemnas, o que deve ter prejudicado seu desenvolvimento (Figura 8). Estas células foram
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Figura 6: Variagdo das concentragdes de carboidratos intracelulares de S. aquatilis f
salina no meio ASM-1/10 com razdes N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o
desvio padrdo ao redor da média de trés culturas.
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Figura 7: Variagdo das concentragdes de carboidratos intracelulares de S. aquatilis f. salina
no meio ASM-1 com razdes N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desvio padrio
ao redor da média de trés culturas.
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sapazes de duplicar sua populagdo somente duas vez, durante todo o tempo em que foram
= wvadas.

Segundo Fogg & Thake (1987), quando células que estdo crescendo
soonencialmente sdo transferidas para um meio sem fonte de nitrogénio, a divisdo celular

=mnua até que o nitrogénio celular chegue a um limite, que € geralmente na ordem de 3%
o neso séco. A partir dai a fotossintese resulta em expansdo celular e aumento do peso
o médio celular, e ndo mais em crescimento da populagdo. As células cultivadas sob a

~dicdo de maior estresse, em ASM-1/10, N/P 3:1, provavelmente atingiram este limite, €
- 1350 N30 apresentaram um bom crescimento.

Como pode ser observado na Figura 8, no meio ASM-1/10, N/P 10:1 e 30:1,
woove um aumento acentuado nas concentragdes de proteinas até o segundo dia do cultivo,
~wrzcterizando os valores maximos observados em todas as condigdes e retratando a rapida
wumilagdo de nitrogénio por estas células. Apos este aumento inicial, houve uma grande
w22z, até o quarto dia do cultivo, associada a divisdo celular. Esta mesma tendéncia foi
wesrvada por Aidar ef al. (1991) para células da diatomacea Phaeodactylum tricornutum
“onlin) previamente exauridas em nutrientes.

Posteriormente, os valores de proteinas se mantiveram baixos no meio com
=230 N/P 10:1, apresentando um aumento no ultimo dia de cultivo, assim como o
sszrvado para as celulas cultivadas em N/P 3:1 (Figura 8). Este aumento pode estar
= zcionado a sintese de pigmentos que auxiliam a captagdo de luz, devido ao processo de
w->-sombreamento que se desenvolve com o aumento da densidade de células da cultura.

No meio com razdo N/P 30:1, a concentragio de proteinas apresentou um aumento
« martir do 6° dia de cultivo, mantendo-se alta até o final, refletindo a maior disponibilidade
= nitrogénio (Figura 8). Essa maior concentracdo de nitrogénio no meio, teria permitido

«—= maior sintese de pigmentos acessorios, que sdo importantes nesse momento, quando o
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aumento do numero de células na cultura provavelmente levou a um processo de
autosombreamento. Segundo Rhee (1978), em células sofrendo limitagdo de fosforo, o
excesso de nitrogénio € acumulado na forma de proteinas. No meio ASM-1/10, N/P 30:1
acorreu provavelmente uma limitagdo por outros nutrientes que ndo permitiu a continuag@o

Jo crescimento, visto que as células entraram na fase de crescimento estacionario.
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Figura 8: Variagdo das concentragdes de proteinas de S. aquatilis f. salina no meio ASM-
1/10 com razdes N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desvio padrdo ao redor da
média de trés culturas.

Nas células cultivadas no meio ASM-1 normal, as concentragdes de
oroteinas aumentaram gradativamente, mantendo valores médios bem mais altos que as

:zlulas em meio ASM-1/10 durante a fase de crescimento exponencial (Figura 9). No

zntanto, o meio com menor suprimento ne nitrogénio (N/P 3:1) apresentou valores médios

=enores que os meios com N/P 10:1 e 30:1. No final da fase exponencial, houve uma
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diminui¢do na concentrag¢do de proteinas nas células cultivadas nas razdes N/P 3:1 e 10:1,
que foi proporcional a disponibilidade de nitrogénio. No meio com razdo N/P 30:1 foram
observados elevados valores de proteinas mesmo nos ultimos dias do cultivo.

O aumento dos valores de proteinas observados no 8°e 10° dia do cultivo no
meio com razio N/P 10:1 podem estar associados a um aumento das ficobilinas, decorrente
do processo de autosombreamento. No meio com N/P 30:1 provavelmente também ocorreu
um aumento da produg@io de ficobilinas, apesar da cultura ndo ter atingido uma alta
densidade de células, mas em fungdo da grande disponibilidade de nitrogénio (Figura 9), ja

que foi observada nestas culturas uma colorag@o mais escura
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figura 9: Varnagdo das concentragdes de proteinas de S. aquatilis f. salina no meio ASM-1
com razdes N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desvio padrio ao redor da
média de trés culturas.

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

zroteinas sintetizada pelas células foi uma fungdo da concentragdo de nitrogénio no meio,
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sendo que as células cultivadas em meio ASM-1/10 com razdo N/P 3:1 apresentaram
valores de proteinas por célula muito baixos, incapazes de permitir um bom crescimento
celular. //

As Figuras 10 e 11 mostram a variagdo das concentragdes de clorofila a
‘urante os cultivos em meio ASM-1/10 e ASM-1. Observa-se um pequeno aumento nas
soncentragdes de cloroﬁia a até o 2° dia de cultivo. Este aumento esta provavelmente
zssociado ao crescimento celular, devido a presenga de nitrogénio no meio, visto a condigao
2= exaustdo por este nutriente vivenciada pelas células do inoculo.

Nas células cultivadas em meio ASM-1/10, a concentragdo de clorofila a por
:=lula diminuiu logo apds o 2° dia, evidenciando a limitagdo em nitrogénio, visto que no
=ei0 com razdo N/P 30:1, foram observados valores comparativamente mais altos até o
“nal do cultivo. Rhee (1978) ja relatou que células cultivadas em altas razdes N/P
soresentam maiores concentragdes de clorofila a, comparativamente as cultivadas sob
mitacdo de nitrogénio.

Além disso, as culturas em razdo N/P 3.1 se apresentaram amareladas ja
z=sde 0 2° dia de cultivo, mostrando que a concentragdo de nitrogénio neste meio nio foi
wficiente para reiniciar a sintese dos pigmentos acessorios, as ficobilinas, degradados
Zurante a exaustio das reservas nitrogenadas do inoculo. No entanto, a concentra¢io
czlular de clorofila a destas culturas se mostrou maior do que a encontrada para as células
zutivadas em meio ASM-1/10, N/P 10:1, até o 5° dia do cultivo. A partir do 6° dia de
sutivo, as concentragdes de clorofila a destas duas culturas foi praticamente a mesma
“zura 10), e a cultura com N/P 10:1 também apresentou a coloragio amarelada ja
“mservada no cultivo em N/P 3:1.

Fogg & Thake (1987) relataram o aumento da relagdo carotendides/clorofila

» em células submetidas a limitag@o por nitrogénio, devido ao aumento da concentragio dos



60

pigmentos carotendides. Isto provavelmente aconteceu no meio ASM-1/10, razdes N/P 3:1
e 10:1, onde foi verificada uma coloragio amarelada nas culturas, nio observada nas
culturas em N/P 30:1. Além disso, as células na razdo N/P 30:1 devem ter produzido uma
éoncentracﬁo de ficobilinas maior que as células em N/P 3:1 e 10:1, justificando a grande
diferenca na coloragio destas culturas, visto que este complexo de pigmentos protéicos € o

responsavel pela cor caracteristica do grupo.
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Figura 10: Varia¢do das concentragdes de clorofila a de S. aquatilis f. salina no meio
ASM-1/10 com razbes N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desvio padrdo ao
redor da média de trés culturas.

No meio ASM-1 com razdes N/P 10:1 e 30:1, a concentra¢do de clorofila a
se manteve alta até o fim do cultivo. No meio ASM-1 com razdo N/P 3:1, a concentra¢io
ntracelular de clorofila @ comegou a diminuir logo apés o 2° dia do cultivo, devido

orovavelmente a divis@o celular, associada a posterior limitagdo em nitrogénio do meio que
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teria inibido a sintese de novos pigmentos, visto que sdo compostos ricos em nitrogénio
(Figura 11).

As células cultivadas em meio ASM-1 apresentaram valores de clorofila a
‘por célula maiores que as células cultivadas em meio ASM-1/10 até os ultimos dias de
cultivo. Este fato pode ser explicado principalmente pela diferenga nas concentragdes de
nitrogénio do meio, mas também pelas baixas concentragdes de alguns micronutrientes
envolvidos na sintese de pigmentos, como o ferro, apesar deste micronutriente ndo

participar da sua composi¢do (Rueter & Petersen, 1987).
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Figura 11: Variagdo das concentragdes de clorofila a de S. aquatilis f. salina no meio
ASM-1 com razdes N/P 3:1, 10:1 e 30:1. A barra indica o desvio padrdo ao redor
da media de trés culturas.

A diminuigdo das concentragdes de clorofila a ja foi citada como uma

sonsequéncia da limitagdo em nitrogénio (Lapointe & Duke, 1984, Everest ef al., 1986.
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Duke & Allen, 1990, Foy, 1993), apesar de alguns autores ndo terem observado variagdo
significativa nas concentragdes deste pigmento em células sofrendo limitagdo de nitrogénio

(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 condigdes (Figuras 12 e 13). Neste dia, as células
provinham de uma condigdo estressante causada pela permanéncia durante 6 dias em meio
sem nitrogénio. Segundo Vieira & Caceres (1987) a liberagdo de carboidratos no meio de
cultivo, ou no ambiente natural, por algas microscopicas € um processo fisiologico natural.
Entretanto, fatores ambientais como a exaustdo de nutrientes e fatores que mantém a alga
sob uma condigdo de estresse podem aumentar estas taxas (Fogg, 1983, Vieira & Céceres,
1987). Qualquer fator que iniba a multiplicagdo celular mas que permita que ocorra a
“otossintese resulta em excregdo de produtos fotoassimilados (‘Hellebust, 1974 citado em
“ieira & Caceres, 1987).

‘Pacheco & Codd (1981), citado em Fogg (1983) encontraram uma
=idéncia clara de que a deficiéncia em nitrogénio causou um aumentou na taxa de excre¢io
2z células de Anacystis nidulans em condi¢des de laboratorio. Isto porque na falta de
=irogénio ndo ha sintese de aminoacidos e proteinas, e assim os carboidratos que sdo
»roduzidos na fotossintese vao sendo incorporados pela célula em compostos de reserva. A

sartir de um certo limite, a célula se torna incapaz de incorporar uma quantidade de

~=LLEBUST, J.A. Excretion of some organic compounds by marine phytoplankton. Limnol. Oceanogr. v.
192-200, 1965.
“aCHECO, F. & CODD, G.A. Formation and fate of glycolic acid in Chlorella marina. 1981
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carboidratos maior, apesar da sua biosintese continuar, e assim este “excesso” é excretado

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

Myklestad & Haug (1972) observaram que a principal produgdo de
polissacarideos extracelulares por células da diatomacea Chaetoceros affinis var. willei
ocorreu na fase estacionaria do crescimento, apés o periodo de rapido aumento de
carboidratos intracelulares.

Deste modo, as altas taxas de excregdo verificadas no inicio dos cultivos
narecem retratar as altas concentragdes celulares destes compostos nas células do indculo,

czusadas pela caréncia em nitrogénio, que inibiu a sintese protéica e o crescimento da

sopulagdo, levando a maiores taxas de excregdo dos produtos da fotossintese. Essas taxas
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foram diminuidas ao longo dos cultivos em virtude das menores concentragdes
intracelulares de carboidratos, causadas pela disponibilidade de nitrogénio.

A maior excre¢do de carboidratos verificada no meio ASM-1/10, N/P 3:1
esta de acordo com a menor sintese protéica observada nessa condi¢do (Figura 8) e maior
concentragdo de carboidratos intracelulares (Figura 6). Com a menor disponibilidade de
nitrogénio, grande parte do carbono fotossintéticamente fixado ndo foi utilizado como
esqueleto carbonico nos processos de aminagdo (formagdo de aminoacidos), mesmo no
inicio da cultura. Desta forma, grande parte dos carboidratos formados durante o processo
fotossintético passou a ser excretado mesmo nos estagios iniciais do cultivo. Este é mais um
pardmetro a indicar a condi¢do de estresse vivenciada pelas células neste cultivo.

No meio ASM-1, o maior valor de carboidratos extracelulares foi encontrado
em células cultivadas na razdo N/P 30:1 (Figura 13). Como pode ser observado na Figura 7,
a concentragdo de carboidratos intracelulares nessa condigdo manteve-se em valores
proximos ao do indculo até o 4° dia de cultivo. Com isso, mesmo com um aumento da
sintese protéica, as células continuaram a apresentar uma concentragdo elevada de
carboidratos, que deve ter induzido um aumento da excre¢do desses compostos no inicio do
cultivo. Provavelmente o desequilibrio na raz8o N/P deve ter influenciado processos
metabdlicos que favoregam a liberagdo de carboidratos para o meio, 0 que também

evidencia uma condi¢io estressante.
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Figura 13: Variagio das concentragdes de carboidratos extracelulares de S. aquatilis f
salina no meio ASM-1 com razdes N/P 3:1, 10:1 ¢ 30:1. A barra indica o desvio
padrdo ao redor da média de trés culturas.

4.3 .4 - Atividades Fotossintética e Respiratoria

Pouca énfase tem sido dada ao efeito da falta de nitrogénio sobre a
fotossintese (Allen er al, 1990, Kana et al, 1992), apesar da degradagdo das
ficobiliproteinas (ficocianinas, ficoeritrinas e aloficocianinas), em células submetidas a
limitagdo em nitrogénio, ter sido amplamente relatada (Allen & Hutchison, 1980, Syrett,
1981, Weisshaar & Boger, 1983, Van Rijn & Shilo, 1986, Bryant, 1987, Fogg & Thake,
1987, Allen et al., 1990, Duke & Allen, 1990, Turpin, 1991, Kana et al., 1992, Foy, 1993).
Esse fenomeno € chamado de clorose e segundo Kana er al. (1992), ocorre rapidamente,
sendo que 80 a 95% das ficobiliproteinas sdo degradadas durante as primeiras 24 horas em

auséncia de nitrogénio. Esta degradagdo diminui o tamanho do complexo antena,
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diminuindo a eficiéncia de captagdo de luz para a fotossintese. Além disso, esses pigmentos
tem a importante fun¢do de proteger a clorofila a da fotooxidagdo, deixando-a exposta
nesta circunstancia.

As Figuras 14, 15, 16 e 17 mostram as taxas de produgdo e consumo de
oxigénio por hora, por miligrama de clorofila @ (UM O,h'.mg cla'), chamadas de
atividades fotossintética e respiratoria, durante as fases de crescimento exponencial e
estacionario. A normalizagdo da taxa de liberagdo de oxigénio pela concentragdo de
clorofila @ d4 uma indica¢io da mudanga no “quantum yield” (mol O,.einstein™), ou seja, da
eficiéncia deste pigmento em dirigir o transporte de elétrons (Kana ez al., 1992).

Como ja foi visto, a quantidade de nitrogénio oferecida no meio ASM-1/10,
N/P 3:1 ndo foi suficiente para que as células do inoculo, exauridas deste nutriente, se
recuperassem € desenvolvessem um bom crescimento. Desse modo, essas células ja
apresentavam sinais de limitagdo por nitrogénio logo no inicio do cultivo.

As células cultivadas em meio ASM-1/10, N/P 10:1, parecem ter tido no
inicio do cultivo, uma concentracdo de nitrogénio suficiente para sustentar uma
consideravel sintese de proteinas, que permitiu o crescimento da populagdo. No entanto,
apos a segunda divisdo celular, aproximadamente no 5° dia de cultivo, estas células também
mostraram-se limitadas pelo nitrogénio. J& as células cultivadas no meio ASM-1/10, N/P
30:1, parecem ter sido as unicas cultivadas em meio ASM-1/10 que ndo sofreram limitag@o
por nitrogénio.

Pode-se observar os baixos valores da atividade fotossintética das células em
meio ASM-1/10, quando comparados aos mesmos valores de células mantidas no meio

ASM-1 (Tabelas 10 e 11 e Figuras 14 e 15).
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Tabela 10: Atividades fotossintética e respiratéria em uM O,.h” .mg cla”’ de S. aquatilis f
salina cultivada em meio ASM-1/10. Os termos manhd, meio e tarde correspondem as
incubagdes realizadas nos seguintes horarios: 6:45-8:45h, 11:30:13:30h e 16:45-18:45h,
respectivamente. Os numeros sobrescritos correspondem ao desvio padrio em torno da
média.

Fase Exponencial
Fotossintese Respiracao
N/P | Manha Meio Tarde |Média| Manha Meio Tarde Média
¥ [T &3 | e 1057 RTEA™T [ Esa ™t 7802
M| 83" ) 20| 1™ (2785 | 58— (=100 *[-573 = | -6}05
| 30:1[99.5°™|112.0 **{235.0'%°|105.75| -92.4 % [-73.077 A -82.73
| Fase Estacionaria
Fotossintese Respiracao
N/P | Manhd Meio Tarde |Média| Manhi Meio Tarde Média
3:1 |-96.5%°] 2074 | 22972 [ -31.45| -135.4 *'¢ | -49.0*7 - -92.23
101 43" | 102% | 83" | 760 | -81.3"5° |-743%°-724 %] _76.01
30:1 | -49.7%"| -53.5% | -295% [ 4423 | -54.1°* [-509%| -40.8°* | -4861

Muitos fatores podem ser citados para explicar a menor atividade
fotossintética em células submetidas a limitag8o por nitrogénio. A diminuigdo das enzimas
do metabolismo fotossintético do carbono ja foi relatada (Allén et al., 1990, Duke & Allen,
1990), sendo que Duke & Allen (1990) sugerem que a Rubisco presente nos carboxissomas
pode servir como uma reserva de nitrogénio. Stevens ef al. (1981), ressaltam que pode
haver até mesmo o desaparecimento da membrana do tilacoide em células de
Synechococcus sp. severamente limitadas por nitrogénio.

Turpin (1991) relata que em condigdes de “steady-state” o grau de limitagdo
em nitrogénio define a taxa fotossintética liquida. Além disso, algas limitadas em nitrogénio

apresentam uma maior susceptibilidade a fotoinibiggo.
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Tabela 11: Atividades fotossintética e respiratéria em pM O,.h™ .mg cla™ de S. aquatilis f.
salina cultivada em meio ASM-1. Os termos manhi, meio e tarde correspondem as
incubagdes realizadas nos seguintes horarios: 6:45-8:45h, 11:30:13:30h e 16:45-18:45h,
respectivamente. Os numeros sobrescritos correspondem ao desvio padrdo em torno da
média.

Fase Exponencial

Fotossintese Respiracio
N/P Manhi Meio Tarde Média | Manh3 Meio Tarde | Média
3:1 [145.6°%133.2%5%] 10547 | 128.09 | -154% | -158%° | -19.7 "% | -16.98
101 | 91.8™ [ 700%° | 889" [ 8355 | -54™ [-142™ ] 87" | -9.44
30:1 [113.6 7°[110.3 B3] 954%% [ 106.43 [-17.9%T[-197%T [ -156%° | -17.70

Fase Estacionaria

Fotossintese Respiracio
N/P | Manha Meio Tarde Média | Manha Meio Tarde | Média
Bl 3| @1 305* | 2343 |-V 1<a5i™ (27" |27
1ot | 507 1= T et {1 aq T aE™ 646" s |" 398
30:1 [1567°2] 17.9%¢ | 15312 [ 1627 |-122%7[-31.8%% | -20.6%° | -21.53

De maneira simples, pode-se prever uma diminui¢do da atividade
fotossintética em condi¢@io de limitagdo em nitrogénio, ja que a demanda pelos produtos da
fotossintese diminui durante a falta de um nutriente fundamental.

Desse modo pode-se explicar a diferenga encontrada entre a atividade
fotossintética de células submetidas a limitagdo em nitrogénio e baixas concentragdes dos
demais elementos envolvidos neste processo, como as cultivadas em meio ASM-1/10
(Tabela 10 e Figura 14), e as de células cultivadas em meio ASM-1 (Tabela 11 e Figura
15), durante a fase de crescimento exponencial. Nas células cultivadas em meio ASM-1/10,
N/P 30:1 e ASM-1, N/P 30:1, foi observada praticamente a mesma atividade fotossintética

durante a fase exponencial. Nesta fase do crescimento, as células no meio ASM-1/10, N/P

30:1 apresentaram a maior atividade fotossintética, entre as células cultivadas em ASM-
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1/10. Este dado mostra o importante papel desempenhado pela disponibilidade de
nitrogénio sobre a atividade fotossintética. Isto porque um suprimento maior deste nutriente
foi capaz de sustentar uma maior taxa fotossintética, mesmo em meio ASM-1 diluido 10
\}ezes (ASM-1/10), onde a limitagdo por outros ions também deve estar acontecendo.

A queda na atividade fotossintética durante a falta de nitrogénio, ja foi
observada por Lapointe & Duke (1984), Kana et al. (1992) e Allen et al. (1990) para
células de Symechocystis. Segundo Allen et al. (1990) o fotosistema II pode se tornar
inativo, conforme o encontrado por Kana et al. (1992), causando a inibigdo da liberagdo de
oxigénio induzida pela luz. E interessante dizer que a inativagdo do fotosistema I €é
reversivel, sendo recuperado rapidamente apos a adi¢do de nitrato ao meio, ocorrendo antes
de haver um aumento significante nos niveis de ficocianina (Allen et al., 1990).

Segundo Fogg & Thake (1987), células submetidas a limitagdo prolongada
por nitrogénio apresentam taxas fotossintéticas méaximas diminuidas, tornando-se somente
5% da taxa inicial. A fotossintese nestas células resulta na expansio celular € no aumento
do peso séco celular, porém ndo mais em crescimento da populagéo.

Além do nitrogénio, outros ions também se encontravam em concentragdes
muito baixas no meio ASM-1/10 (ver Tabela 1) e suas influéncias sobre a atividade
fotossintética devem ser consideradas. Na fotossintese, o ferro é necessario para a sintese
de compostos da cadeia transportadora de elétrons como os citocromos, a ferredoxina e as
proteinas Fe-S, para a biosintese de pigmentos e para a organizagdo do aparelho
fotossintético (Rueter & Petersen, 1987). Além disso, a redugdo do nitrogénio também
" requer ferro. Desta maneira pode-se prever uma diminuigdo severa na fotossintese liquida,
tanto em termos da quantidade total de carbono fixado, quanto em termos de poder redutor

disponivel, em condigdo de limitagdo por ferro (Rueter & Petersen, 1987).



O requerimento de manganés na etapa onde ha liberagdo de oxigénio durante
a fotossintese ¢ bem conhecido, apesar de ainda ndo se saber ao certo o papel deste
elemento. Sabe-se somente que ele esta associado ao fotosistema Il das cianobactérias
(Bryant, 1987). Dois outros cofatores inorganicos, os ions cloro e calcio também
desempenham papéis importantes no processo de liberagdo de oxigénio. A deficiéncia em
enxofre causa mudangas que sdo similares aquelas causadas pela falta de nitrogénio.

Desse modo, baixas concentragdes desses micronutrientes, como as
encontradas no meio ASM-1/10, podem levar & um grande declinio da capacidade
fotossintética celular.

Durante a fase exponencial, foi observada uma grande diferenca entre a
atividade respiratoria das células cultivadas em meio ASM-1 e ASM-1/10 (Tabelas 10 e 11
e Figuras 14 e 15). As células mantidas em meio ASM-1/10 apresentaram uma atividade
respiratoria muito maior do que as células em meio ASM-1. Nio foi observada diferenga
entre a atividade respiratdria das células mantidas nas diferentes razées N/P no meio ASM-
1/10. No meio ASM-1, as células em N/P 10:1 apresentaram o menor valor deste
pardmetro. Esta taxa respiratoria maior no meio ASM-1/10 pode estar associada a
degradacdo das reservas celulares numa tentativa de obter energia, j4 que o processo
fotossintético se encontrava prejudicado devido ds baixas concentragdes de nitrogénio e

outros nutrientes.
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Figura 14: Atividades fotossintética e respiratoria em uM O,.h" .mg cla’ de S. aquatilis f.
salina cultivada em meio ASM-1/10 na fase de crescimento exponencial.
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Figura 15: Atividades fotossintética e respiratoria em pM O,.h"' .mg cla” de S. aquatilis £
salina cultivada em meio ASM-1 na fase de crescimento exponencial.



72

No meio ASM-1/10, ndo foi observado um padrdo de variagdo ao longo do
dia na atividade fotossintética, para as trés condi¢Ses de cultivo, durante as fases de
crescimento exponencial e estacionaria. Quanto a atividade respiratoria, foi observada
durante a fase exponencial, a tendéncia de maiores valores no periodo da manh3. Esta
tendéncia pode ser explicada ja que tanto a fotossintese quanto a respiragdo ocorrem na
mesma membrana nas cianobactérias, e estas células provinham de um periodo de 12 horas
no escuro, realizando somente a respiragao.

No meio ASM-1, N/P 3:1 e 30:1 foi observada a tendéncia de uma pequena
diminui¢do da atividade fotossintética ao longo do dia, enquanto na razdo N/P 10:1 esta
taxa sofreu pequeno aumento no fim do dia. A atividade respiratoria ndo apresentou
variagdo marcante ao longo do dia.

Durante a fase de crescimento estacionario ocorrem grandes mudangas nos
padrdes metabodlicos € na composigdo celular, substincias de reserva passam a ser
acumuladas em virtude da escassez do meio e a atividade fotossintética diminui
consideravelmente.

Nesta fase do crescimento, foi observada uma diminui¢do marcante da
atividade fotossintética no meio ASM-1/10 (Figura 16 e Tabela 10). Na verdade, como
houve respirag@o liquida mesmo em presenga de luz, foram encontrados valores negativos
nas taxas fotossintéticas de células cultivadas em meio ASM-1/10, nas razdes N/P 3:1 e
30:1. Provavelmente estas células ja estariam vivendo um avangado processo de quebra da
organizagdo celular (Fogg & Thake, 1987), devido a forte limitagdo em nitrogénio (N/P
3:1), fésforo (N/P 30:1) e outros ions, j&a que o meio € bastante diluido. Deve-se considerar

el
também a inativagdo do fotosistema II sugerida por Allen ef al. (1990). No meio ASM-

1/10, N/P 10:1 foi constatada uma baixa atividade fotossintética.
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Foi observado um pequeno aumento da atividade respiratoria das células em
meio ASM-1/10, N/P 3:1 e 10:1 durante a fase estacionaria (Figura 16 e Tabela 10). Como
foi observada a perda da capacidade fotossintética nos cultivos em meio ASM-1/10, N/P
3:1, é possivel que este aumento na atividade respiratoria esteja relacionado a degradagdo
dos compostos de reserva celulares, numa tentativa de obter energia para processos como
por exemplo a redugdo do nitrato. Segundo Guerrero & Lara (1987) a reduqﬁo do nitrato
em cianobactérias é um processo genuinamente fotossintético, ja que usa diretamente o
poder redutor gerado pela fotossintese. No entanto, estes autores observaram que em
células de espécies de cianobactérias extremamente limitadas pelo nitrogénio, a redugdo do
nitrato pode ocorrer pela fotossintese anoxigénica, através do uso do carboidrato
acumulado.

Quanto as células cultivadas no meio ASM-1, também foi observada uma
queda da atividade fotossintética durante a fase estacionaria de crescimento (Tabela 11 e
Figura 17). Esta queda é uma decorréncia da fase estacionaria ser um periodo de menor
atividade fotossintética, se comparada com a fase de crescimento exponencial. Isto porque
as células apresentam um metabolismo mais lento, voltado para o acimulo de compostos de
reserva, enquanto a sintese de proteinas e o crescimento da populagio é diminuido, devido
a escassez do meio de cultura. Foi observada uma diminui¢do da atividade fotossintética
mais pronunciada no meio com razdo N/P 30:1, que pode ser atribuida a um suprimento
desequilibrado de nitrogénio em relagdo ao fosforo. Stevens er al (1981) observou
reducdes severas nas concentragdes de ficobiliproteinas e clorofila das células de
Synechococcus sp. sob condigio de limitag@o por fosfato. Além disso, o conteido celular de
nitrogénio também diminui e ha uma redugio substancial dos tilacoides. Esta queda mais

pronunciada na atividade fotossintética em células cultivadas no meio ASM-1,
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Figura 16: Atividades fotossintética e respiratoria em uM O,.h™.mg cla” de S. aquatilis f.
salina cultivada em meio ASM-1/10 na fase de crescimento estacionario.
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Figura 17: Atividades fotossintética e respiratoria em 0,.h'.mg cla” de S. aquatilis £

salina cultivada em meio ASM-1 na fase de crescimento estacionario.
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N/P 30:1 pode mostrar que estas células estdo mais adaptadas a enfrentar condigdes de
limitagdo por nitrogénio do que por fosfato.

Quanto a atividade respiratoria, no meio ASM-1 ndo houve uma variagdo
marcante nestes valores da fase exponencial para a estacionaria. No entanto, os menores
valores da atividade respiratoria foram observados no meio com N/P 10:1 em ambas as
fases do crescimento.

Nio foi observado um padrio geral de variagdo ao longo do dia das
atividades fotossintética e respiratoria, sendo obtida uma tendéncia diferente para cada uma
das razbes N/P.

O maior valor de atividade fotossintética alcangado no meio ASM-1/10, foi o
das células em meio ASM-1/10, N/P 30:1 (105,75 uM O,.h"'.mg cla’), durante a fase
exponencial. Na Tabela 12 pode-se ver que este dado coincide com altos valores de
clorofila @ e nimero de células. As células em meio ASM-1/10, N/P 3:1 também
apresentaram uma alta atividade fotossintética (70,97 pM O,.h".mg cla™), com a mesma
concentragdo de clorofila a por célula que a condigdo N/P 30:1, mas com menos de metade
do numero de células por mililitro. Esses dados demonstram que esta espécie é capaz de
manter uma alta atividade fotossintética mesmo sofrendo os efeitos de uma limitagdo severa
de nitrogénio. Esta deve ser uma estratégia em que toda a energia proveniente da
fotossintese € usada na manutengdo celular, ja que ndo foi transformada em crescimento,
visto que o numero de células ndo duplicou mais apos este dia. Esta parece ser uma
adaptagdo notdvel destas células, e deve ser util no ambiente para que as células
mantenham-se vivas durante as fases de limitagdo severadeste nutriente.

No meio ASM-1 outro dado interessante foi observado; a maior taxa

fotossintética encontrada durante a fase exponencial foi a das células cultivadas em N/P 3:1,
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e ndo na N/P 10:1, que é a razdo N/P propria do meio ASM-1. Isto demonstra mais uma
vez a capacidade desta espécie em superar a limitagdo por nitrogénio e desenvolver taxas
fotossintéticas relativamente altas, quando as concentragdes dos demais nutrientes se
.encontram na faixa considerada otima.

A menor atividade fotossintética obtida foi justamente nas células mantidas
na razio N/P 10:1 (meio ASM-1). Apesar disso, as células mantidas nesta N/P
apresentaram sempre altas taxas de crescimento durante um tempo maior, elevados valores
de proteinas intracelulares € um rendimento maximo bastante superior ao das outras
culturas. Desse modo, as células cultivadas na N/P 10:1, parecem ter usado mais energia na
reprodugdo, apresentando uma melhor eficiéncia de utilizagdo da energia proveniente da
fotossintese, dedicando mais energia ao processo de reprodugio.

As células na razdo N/P 30:1 (meio ASM-1) apresentaram durante a fase
exponencial um alta atividade fotossintética, que sofreu uma queda acentuada na fase
estacionaria. Nesta fase do crescimento a atividade fotossintética foi 10 vezes menor que a
taxa medida durante a fase exponencial. Nos meios com razdes N/P 3:1 e 10:1 a diminuigéo
da taxa fotossintética durante a fase estacionaria foi bem menor, sendo 3 e 2 vezes menor,
respectivamente. Além disso, as células cultivadas na razdo N/P 30:1 duplicaram seu
nimero de células somente trés vezes durante todo o cultivo. Isto mostra que o meio com
razdo N/P 30:1 ndo ofereceu boas condi¢Ses para o desenvolvimento desta espécie,
corroborando a hipotese de que esta espécie esta melhor adaptada a uma condi¢do de baixa
razdo N/P. No meio com razdo N/P 3:1, a queda na atividade fotossintética foi bem menor e

o niumero de c€lulas atingido pela cultura foi maior que em N/P 30:1 (Tabelas 11 e 12).

[
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Tabela 12: Dados do dia em que foi feito o experimento de avaliagdo das atividades
fotossintética e respiratoria. Dia do cultivo em que foi feito o experimento na fase
exponencial e estaciondria, clorofila a expressa em pg.10° céls.

ASM-1/10 ASM-1

5 10:1 30:1 3:1 10:1 30:1

F. Exponencial | 5° dia 5° dia 4° dia 6° dia 8° dia 6° dia

Clorofila a 0,09 0,07 0,10 0,12 0,16 0,20

No de céls.ml™ | 2396500 |[6135000| 5625833 | 11297222 | 18641111 | 7612500

F. Estacionaria | 11° dia 8° dia 15° dia 13° dia 17° dia 130 dia

Clorofila a 0,06 0,06 0,08 0,07 0,19 0,16

No de céls.ml” | 3386875 |8013333 | 9806667 | 29705000 142161667 11912500J

43.5-pH

A analise da variagdo dos valores de pH das culturas corrobora os resultados
encontrados na analise do oxigénio. O pH aumenta no meio como resultado da assimilag@o
fotossintética do CO,, enquanto processos de decomposi¢do e respira¢do causam uma
diminui¢do do pH do meio, decorrente da liberagdo de CO,.

No meio ASM-1/10 (Tabela 13), o aumento do pH durante a fase
exponencial foi proporcional a concentragdo de nitrogénio no meio. As maiores variagdes
deste pardmetro foram observadas no meio com N/P 30:1, onde o valor maximo de pH
chegou a 9,411, em seguida N/P 10:1, com valor maximo de pH igual a 9,043 ¢ N/P 3:1,
com valor maximo de 7,366. Estes valores maximos indicam a magnitude da assimilagdo do
CO; em cada um dos diferentes cultivos. /

Na fase estacionaria, as variagdes do pH no meio ASM-1/10, em presenca de

luz, tornaram-se bem mais estreitas, tendo sido observadas variagbes até mesmo negativas
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(diminui¢do do pH), como o observado na analise do oxigénio. A condi¢do N/P 10:1 foi a
unica onde as variagdes foram sempre positivas, apesar de pequenas, também como o
observado com o oxigénio.

No meio ASM-1 (Tabela 14), foram observadas variagdes de pH bem mais
marcantes, principalmente no meio com razdo N/P 30:1. Os maiores valores de pH
encontrados em cada cultivo foram 9,981, 10,112 e 10,007 para os meios com N/P 3:1,
10:1 e 30:1, respectivamente. Foi observada a tendéncia de aumento dos valores de pH ao
longo do dia. Quanto as amostras que permaneceram no escuro, foi observada uma pequena
diminuigdo no valor do pH do meio, associada a respiragéo.

Durante a fase estacionaria, foi observada uma menor variagdo do pH das
amostras incubadas em presenga de luz nos meio com N/P 3:1 e 30:1. No entanto, no meio
com razdo 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 assimilagdo do CO, do meio
nesta fase do crescimento, o que ndo foi confirmado na analise da variagdo do oxigénio. O
meio com N/P 30:1 apresentou os menores valores de pH, assim como os menores valores
de atividade fotossintética. Quanto as amostras que permaneceram no escuro, foi observada
novamente uma pequena diminuigdo no valor do pH do meio, ndo havendo diferenga dos

valores encontrados durante a fase exponencial.
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Tabela 13: Variagdo dos valores de pH de amostras de cultivos em meio ASM-1/10 com razdes N/P 3:1, 10:1 ou 30:1, durante
incubagdes em frascos claros e escuros de 2 horas de durag@o realizadas 3 vezes no dia, nas fases exponencial e estacionaria
do crescimento. Médias calculadas a partir de tréplicas de cada condigdo de cultivo, valores sobrescritos representando o
desvio padrdo correspondente a cada média.

ASM-1/10
3:1 10:1 30:1
Fase Exponencial pH inicial pHfinal claro pH inicial pHfinal claro | pH inicial | pH final claro
1* incubagdo 6.800 "1 7.366 %% 6.886 > 8.706 **** | 7.183 ™ | 9078 *7¢
2% incubagio 5.986 9% 6.962 %1% 6.897 °o% 8.893 *1 | 7655 076 | 9411 *1¥
3* incubagdo 6.474 037 6.537 &7 7.886 *7 | 9.043 “*° | 7.074 °%¥ | 9.142 **¥
Fase Estacionania
1* incubagdo 6.709 0% 6.359 %973 G939 I8 |- aae RISl oaqg MER o Ty R
2* incubagdo 6.283 %01 6.206 %% 6.701 °%% | 7.082 °*2 | 7336 ®'® | 7217 °%*
3* incubagio 6.446 *'7 5uIRS S8 6.806 %% | 7391 %% | 7188 "% | 7084 OO0
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abela 14 Variagio dos valores de pH de amostras de cultivos em meio ASM-1 com razdes N/P 3:1, 1
o_m:.um € escuros de 2 horas de duragdo realizadas 3 vezes no dia, nas
partir de tréplicas de cada condigdo de cultivo, valores sobrescritos repr

0-1 ou 30:1, durante incubagdes em frascos

fases exponencial e estacionaria do cre
esentando o desvio padrdo correspondente a cada média.

scimento. Médias calculadas a

ASM-1
3:1 10:1 30:1

Fase Exponencial | pH inicial |pH final claro |pHfinal escuro |pH inicial |pH final claro | pH final escuro | pH inicial | pH final claro | pH final escuro
1* incubagio 7.837 8 gqgg 0168 7 441 019 7584 977 | 9887 0.094 7 520 005 7669 “12 | 9827 0.260 7 959 0049
2" incubagio 8.628 °®| 9068 ° | 77770% | g430 “®| 9906 “ | 8090 °* | 7943 °F| 9930 ol (e
3" incubagdo 8931 °| 9081 °% | gos3 01 |gggl 0 | 10112 %% | 8285 % 8372 °7 | 10.007 o3t | g119 "™
Fase Estacionaria

I* incubagdo 7844 °%%| g3567 0 | 70330 |gge7 0¥ | 10153 °®' | 8101 ° | 7728 M| 8.332 BEE e e M
N.So:cmowo 8.521 **?| 9533 %7 7999 418 | 9go1 °16* | 10.494 °%F 8003 °% | 7.617 °28| 8233 0.757 7 044 0081
3" incubagdo 8.076 | 9396 % | 7996 1 | 9231 °% | 10335 %7 | 9004 “4° | 7428 °7| 7716 nest §  7.091 °%¢
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4.3.6 - Tamanho Celular

A Tabela 15 mostra os valores do didmetro, area da superficie, volume e
felag:ﬁo superficie/volume das células cultivadas nas diferentes condigdes. O resultado do
teste de Duncan mostrou que houve uma diferenga significativa, ao nivel de significancia de
p<0.05, entre o didmetro, a area da superficie, o volume celular e a relagdo
superficie/volume das células cultivadas em meio ASM-1, N/P 30:1 e as células cultivadas
nas demais condigOes.

Segundo Fogg & Thake (1987), células deficientes em nitrogénio tendem a
ser maiores que células que ndo estejam sofrendo esta limitagdo. No entanto, neste trabalho
foi observada a tendéncia oposta. As células cultivadas sobre a menor razio N/P foram
menores que as células cultivadas em maior razdo N/P, que provavelmente vivenciavam a
limitagdo por fésforo. Uma explicagdo para este fato pode ser a de que o tempo de duragdo
da fase de crescimento exponencial das células cultivadas em meio ASM-1, N/P 30:1 foi o
menor, dentre as células cultivadas em meio ASM-1, iniciando logo a fase estacionaria,
apesar das altas concentra¢des de clorofila, proteinas e carboidratos intracelulares até os
ultimos dias do cultivo. Desse modo, essas células ndo se dividiram, apesar de apresentarem
uma rica composi¢do intracelular, o que levou entdo ao maior didmetro, superficie e volume
celular.

A relag@o superficie/volume € um dado importante em estudos de fisiologia,
e pode ser relacionada a taxa de crescimento (Foy, 1980). Células que apresentam uma
menor relagdo superficie/volume, apresentam uma maior superficie relativa, para absor¢do
de luz e nutrientes e para liberagdo de produtos do metabolismo (Lewis, 1976). Neste
trabalho também foi verificada uma diferenca significativa entre a relagdo superficie/volume

das células cultivadas em meio ASM-1, razdo N/P 30:1 e as demais células.



Tabela 15: Didmetro, area da superficie, volume e relagdo superficie/volume de células de
S. aquatilis . salina cultivadas em meio ASM-1/10 ou ASM-1 com razdes N/P
de 3:1 ou 10:1 ou 30:1. Medigbes realizadas no ultimo dia de cultivo. Valores
médios, calculados a partir da medi¢o de 50 células de cada condigdo, valores
sobrescritos representam o desvio padrdo correspondente a cada média. Valores
expressos em micrometros (pm).

ASM-1/10 ASM-1

N/P 3:1 10:1 30:1 3:1 10:1 30:1
Didmetro b e (e o el M fal e v (- B R e
Superficie 31.78 ** | 3237 ** | 3195 | 32,59 *¢ | 32.10 *® | 3590 7
Volume 1692 *7 | 17.43 ** | 17.06 ** | 17.58 *° | 17.15 ** | 2036 *!
Superficie/Volume | 1.89 °! 1.88 %! 1.89 ' | 187 ¢ 1.88 % 1.78 *!

Figura 18: Foto das células de S. aquatilis f. salina, em aumento de 1000 vezes, usada na
medi¢do do tamanho celular. Células cultivadas em meio ASM-1, N/P 10:1. A barra de
escala representa 10 um.
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4.3.7 - Toxinas

A andlise da produgdo de microcistinas (hepatotoxina) por células de S.
‘aquatilis f. salina obteve resultados negativos em todos os diferentes cultivos. Ou seja, esta
toxina ndo foi encontrada ou se apresentou em concentragdes muito baixas, ndo detectaveis
pelo método usado. No entanto, deve-se lembrar que uma amostra do plancton da lagoa,
em que S. aquatilis f. salina representava a grande maioria da populagdo se mostrou toxica,
como o relatado por Azevedo & Carmouze (no prelo). Deste modo, ndo deve-se eliminar a
hipétese de que esta espécie tenha causado a mortandade de peixes, talvez pela produgio de

uma outra toxina.

Além disso, também deve-se considerar a hipétese de que as condigdes de
cultivo utilizadas nesses experimentos ndo estimulem a sintese de microcistinas por esta

espécie.

Neste trabalho foir realizada a analise deste grupo de toxinas, as
microcistinas, visto que compreendem as toxinas mais frequentemente produzidas pelas
cianobactérias. Existem diferentes tipos de microcistinas, que s3o determinados por
diferentes sequéncias de aminoacidos. Deve-se levar em consideragdo que o método
utilizado pode ndo ser sensivel ao tipo de microcistina produzido por essa espécie.

Além disso, como ressaltam Azevedo & Carmouze (no prelo), a hipotese de
intoxicagdo dos peixes por S. aquatilis f. salina ¢ muito provavel, j4 que o peixe mais
atingido na mortandade foi um peixe filtrador, e esta cianobactéria representava 90% da
densidade e biomassa fitoplanctonica neste momento. Segundo esses autores, a limitagdo do
meio em nitrogénio teria induzido a produgdo, pela populagdo de S. aquatilis f. salina, de
um composto que foi fatal aos peixes. Esta hipotese € corroborada pelo fato de que apesar

de no ano seguinte também ter sido verificada a predominéncia de cianobactérias, as
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concentragdes de nitrogé€nio se encontravam mais elevadas, e assim ndo foram observados
os sinais de estresse fisiologico verificados em janeiro de 1991 e nem a mortandade de
peixes. Rodger et al. (1994) ressaltam que apesar de mortandades de peixes terem sido
| frequentemente associadas a “blooms” de algas toxicas, tem sido dificil provar a causa exata

da morte.

As influéncias dos fatores ambientais sobre a toxicidade de diferentes
espécies de cianobactérias ainda ndo sdo bem conhecidas, principalmente o efeito dos
nutrientes. Watanabe & Oishi (1985) estudando o efeito de diferentes concentragdes de
nitrogénio e fosforo sobre a toxicidade de cepas de Microcystis aeruginosa encontraram a
tendéncia de diminuig¢do da toxicidade com a diminui¢do da concentra¢do destes nutrientes.
Wicks & Thiel (1990) ndo encontraram relagdo entre a toxicidade de Microcystis
aeruginosa e diferentes concentragdes de nitrogénio e fosforo. No entanto, Sivonen (1991)
observou que o aumento das concentragdes de nitrogénio e fosforo tiveram um efeito de

estimular a produg@o de toxinas por cepas do género Oscillatoria.

Neste trabalho, em um experimento preliminar, foi verificada a produgéo 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 a toxicidade de células
cultivadas em meio ASM-1, N/P 10:1. O in6culo destas duas culturas foi cultivado durante

dez dias em meio sem nitrogénio.

Lincoln & Carmichael (1981) ja relataram a toxicidade de células de
Synechocystis sp. usadas na alimentagcdo de aves domésticas. Estes autores encontraram
células de toxicidade varidvel, indicando a presenga de clones com diferentes toxicidades. E

possivel que na Lagoa da Barra também houvessem clones desta espécie com diferentes
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toxicidades, e assim um clone menos toxico pode ter sido isolado para o estudo no

laboratério.

4.3.8 - Lagoa da Barra x Experimentos de Laboratorio

A partir da andlise de correlagdo realizada com os dados do trabalho de
campo, ficou evidenciado que a ocorréncia da espécie S. aquatilis f. salina na Lagoa da
Barra estava associada a periodos de baixa disponibilidade de nitrogénio (baixa N/P).

No trabalho desenvolvido no laboratério, pdde ser visto que esta espécie foi
realmente capaz de manter um bom crescimento e uma elevada atividade fotossintética em
condigdes de limitagdo de nitrogénio (meio ASM-1, N/P 3:1). Além disso, na condi¢do de
limitagdo mais severa (meio ASM-1/10, N/P 3:1), ela apresentou caracteristicas que
provavelmente seriam eficientes para sua sobrevivéncia até que as condigdes do meio se
tornassem mais favoraveis. Destas caracteristicas pode-se citar a manuten¢do de uma alta
atividade fotossintética, aliada a uma menor taxa de crescimento. A estratégia de evitar a
divisdo celular, através de uma menor taxa de crescimento, implica na preservagdo da sua

cota individual de nitrogénio.

Outro dado a ressaltar é que esta espécie foi capaz de aumentar sua
populagdo em 32% em média, durante os seis dias em meio sem fonte de nitrogénio,
somente as custas de suas reservas nitrogenadas. A capacidade de manter o crescimento

durante certo tempo apOs a exaustdo do nitrogénio do meio, pode significar uma grande
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vantagem competitiva em ambientes onde o suprimento de nitrogénio € intermitente

(Dortch, 1982).

Esta espécie também apresentou uma rapida absor¢io de nitrogénio no inicio
dos cultivos, apds o periodo em meio sem este nutriente, que ficou evidenciada pelo
aumento acentuado na concentragdo de proteinas intracelulares. Os carboidratos
acumulados durante o cultivo sem nitrogénio teriam servido como substrato para a
formagdo de esqueletos carbonicos a serem aminados e utilizados na sintese protéica, visto

a diminuigdo das suas concentragdes.

Quanto aos pigmentos, pode ser observado que a concentragdo de clorofila a
das células cultivadas em meio ASM-1, razdo N/P 3:1 ndo foi consideravelmente diferente
da de células em N/P 10:1, durante a maior parte do cultivo. No meio ASM-1/10, a
concentragdo de clorofila a das células em razio N/P 3:1 foi maior que a de células em
razdo N/P 10:1. A manutengdo das concentra¢des de clorofila @ em condig¢do de limitagdo
de nitrogénio € obviamente vantajosa. Deve-se lembrar no entanto que, apesar deste
pardmetro ndo ter sido medido, ficou evidenciada uma diminuigio acentuada na
concentragdo de ficobilinas nos cultivos em meio ASM-1/10, N/P 3:1 e 10:1, devido a
coloragdo amarelada destas culturas. Além disso, a diminuigdo destes pigmentos também
deve ter ocorrido nos cultivos em meio ASM-1, N/P 3:1, devido ao menor suprimento de
nitrogénio.

Tendo em vista os dados da Lagoa da Barra, deve ser lembrado que o més
de janeiro de 1991 foi caracterizado pela forte limitagdo em nitrogénio do meio e pela
dominancia da espécie S. aquatilis f. salina, que representava 90% da biomassa e densidade
fitoplanctonica total (Domingos ef al., no prelo). Neste periodo também foi observada na

populagdo de S. aquatilis f. salina na Lagoa da Barra, uma coloragdo amarelada semelhante
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a observada nas culturas de laboratério em meio ASM-1/10, N/P 3:1 e 10:1. Esta cor
amarelada esta muito provavelmente associada a degradagdo das ficobilinas, decorrente da
limitagio por nitrogénio, como ocorreu no laboratorio. Isto confirma a forte limitagdo por
nitrogénio sofrida pela espécie na lagoa durante este periodo, e indica que os cultivos

atingiram o objetivo de “simular” as condigdes presentes na lagoa neste momento.

Outro fato a ressaltar € que foi observado na Lagoa da Barra, neste mesmo
periodo, um aumento de mais de 100% no carbono orgénico dissolvido (COD) na coluna
d’agua. Este aumento no COD foi atribuido a um aumento da excregdo de carboidratos por
esta espécie, decorrente de uma deficiéncia metabolica de S. aquatilis f. salina, associada ao
estresse causado pela forte limitagdo em nitrogénio (Domingos ef al., no prelo). Foi
observada até mesmo uma mudanga na ‘“viscosidade” da &4gua da lagoa, ligada
provavelmente a excregdo de carboidratos por esta espécie (*Carmouze, com. pess.). No
laboratorio, os maiores valores de carboidratos extracelulares foram observados no inicio
do cultivo, periodo em que as células provinham da condi¢do mais estressante; o meio sem
fonte nitrogenada. Desse modo, podemos ver que o aumento na taxa de excre¢do de
carboidratos pode estar associado a situagdes de estresse fisiologico, como o indicado pelos
dados da Lagoa da Barra e confirmado no laboratério; o que concorda com os dados de
Vieira & Caceres (1987) em estudos sobre a excre¢do de carboidratos por espécies

fitoplanctonicas.

Vimos no laboratério que esta espécie foi capaz de desenvolver uma
atividade fotossintética relativamente alta durante limitagdo severa de nitrogénio, assim
como foi a tnica espécie da comunidade fitoplanctonica da lagoa, a tolerar os periodos de

maior limita¢gdo em nitrogé€nio. Na Lagoa da Barra, foi observado que mesmo durante o

5 Jean Pierre Carmouze, Université Montpellier II
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periodo de forte caréncia em nitrogénio (janeiro de 1991), ndo houve diminui¢do na taxa de
produgio liquida do carbono orgénico (Carmouze ef al., no prelo a). Pelo contrario, estas
taxas se mantiveram elevadas até o fim do periodo de pré-mortandade (Domingos et al., no
brelo). Esta manutengio de uma alta atividade fotossintética durante periodos de caréncia
em nitrogénio, garante que ndo haja limitagdo de energia; se houver uma entrada de

nitrogénio, a célula é capaz de utiliza-lo.

Esses dados mostram a capacidade de S. aquatilis f. salina produzir energia
quimica, através do processo da fotossintese, com muito pouco nitrogénio. Esta energia é
acumulada na forma de carboidratos, que sdo em parte excretados, tornando-se disponiveis

aos microheterétrofos presentes.

Segundo Zevenboom (1987), a absor¢do de nutrientes e a fotossintese
podem ser vistos como processos chaves no crescimento do fitoplancton, sendo
influenciados pelo ambiente atual e por caracteristicas de ambientes onde a espécie ocorreu
no passado. Através da adaptacdo a diferentes conjuntos de fatores ambientais, fendtipos
diferentes com diferengas fisioldgicas distintas surgem. Deste modo, esta espécie foi
provavelmente selecionada, dentre as varias espécies que ocorrem na Lagoa da Barra, em
situagdes de limitagdo por nitrogénio, de acordo com suas caracteristicas vantajosas nesta

condig3o.

Deve-se ressaltar que esta espécie provavelmente apresenta outras
adaptagdes, além das estudadas no laboratério. Como se trata de uma espécie pequena, com
uma alta relagdo superficie/volume, ela apresenta uma maior area de absor¢io de nutrientes,
e assim uma maior eficiéncia de assimilagdo. Stockner & Antia (1986) e Stockner &
Shortreed (1988) sugerem que a capacidade do picoplancton em assimilar nutrientes em

concentragdes ambientais extremamente baixas confere uma vantagem seletiva a estes
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pequenos autoétrofos em ecossistemas empobrecidos. Além disso, esta espécie pode
apresentar uma maior afinidade pelo nitrogénio do que as outras espécies presentes na
lagoa, por exemplo apresentando um menor valor de Ks para o nitrogénio, o que aumenta
‘sua capacidade de competir por este nutriente com sucesso. Estudos a respeito da cinética
das enzimas envolvidas nos processos de absorgdo e assimilagdo deste nutriente seriam
interessantes para identificar os mecanismos bioquimicos usados por estas células. Outra
hipotese a considerar é a de que esta espécie seja capaz de utilizar o nitrogénio contido na

fragdo orgdnica dissolvida (NOD).

Segundo Carmouze et al. (no prelo b), as cianobactérias asseguraram uma
utilizacio mais eficaz do nitrogénio disponivel, e gragas as suas menores cotas de
subsisténcia em nitrogénio (baseado em Shuter, 1978), esses microorganismos puderam
manter uma biomassa por determinada quantidade de nitrogénio, superior a de outras
espécies fitoplanctonicas presentes na lagoa. Além disso, esses autores também sugerem
que as cianobactérias sio mais eficientes em adquirir o nitrogénio, e sobretudo dispdem de

mecanismos internos que as permitem conservar seus estoques de nitrogénio.

Apesar da concentragido de nitrogénio utilizada nos cultivos ndo ter sido tdo
baixa quanto as medidas na lagoa, estas podem ser consideradas limitantes ao crescimento
das células, ja que sdo muito baixas em relag@o as de outros meios de cultura, especialmente
no meio ASM-1/10. O objetivo do cultivo em meio ASM-1/10 foi submeter esta espécie a
uma condig¢@o de limitagdo em nutrientes e especialmente em nitrogénio, como ocorreu na
lagoa. Este objetivo foi alcangado, visto que as células cultivadas em meio ASM-1/10
apresentaram sinais de estresse fisiologico causados pela limitagdo em nitrogénio, como a
cor amarelada. Cabe ressaltar que ndo seria possivel manter uma cultura em laboratério com

as concentragdes de nitrogénio inorgdnico medidas na lagoa. Desse modo, ndo devemos
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comparar as concentragdes absolutas dos nutrientes nos cultivos e na lagoa, mas sim a

resposta fisiologica da célula.

Além disso, é importante ressaltar que a detecgdo de baixas concentragdes de
um nutriente no meio deve ser interpretada com cautela. Isto porque 0 uso € a regeneragao
dos nutrientes pode ser realizada tdo rapidamente que suas concentragdes na coluna d’agua

parecem ndo sofrer mudangas (Harris, 1986, Flynn, 1990).

De acordo com Domingos et al. (no prelo), na Lagoa da Barra a reciclagem
¢ rapida e de maneira quase continua, de modo que as concentragdes de nutrientes sdo
mantidas sempre baixas. Essa reciclagem determina uma entrada permanente de nutrientes
no meio pelagico. Sakshaug & Oslen (1986) ressaltam que a taxa de suprimento de

nutrientes pode determinar que espécies competirdo com sucesso em um dado sistema.

¢ McCarthy & Goldman (1979) citados em Darley (1982), chamam a atengdo
para o fato de que as células fitoplanctonicas res’pondem a volumes na ordem de pl,
enquanto as analises de nutrientes sdo usualmente realizadas em volumes de 50 ml. Assim,
os “micropatches” que podem existir como resultado da excregdo pelo zooplancton ou da

remineraliza¢do bacteriana nfo sdo detectaveis.

Apesar da concentrag@o dos nutrientes in situ ndo ser um indicador confiavel
da condi¢do de limitagdo ou suficiéncia em um nutriente, deve ser ressaltado que a baixa
razdo N/P na coluna d’agua, (razdes NID/PO,, NOP/POP, NOs/PT e NT/PT), foi muito
bem correlacionada a ocorréncia de cianobactérias na Lagoa da Barra. Além disso,
Domingos et al. (no prelo) concluem que a disponibilidade de nitrogénio foi uma importante

variavel de controle da composigdo fitoplanctonica, no periodo de outubro de 1990 a junho

® McCarthy, J.J. & Goldman, J.C. Nitrogenous nutrition of marine phytoplankton in nutrient-depleted
waters. Sciense v. 203: 670-672, 1979,
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de 1991, mas que no entanto, outros fatores poderiam mascarar sua ag@o seletiva em

determinadas condig¢des.

Deste modo, a razdo N/P parece ter sido um fator importante na dominancia
das cianobactérias, especialmente de S. aquatilis f. salina durante grande parte do estudo.
O sucesso desta espécie sobre as demais, durante periodos de baixa razio N/P, esta
provavelmente relacionado ao seu pequeno tamanho, sua baixa cota de subsisténcia de
nitrogénio, a presenca de compostos nitrogenadas de reserva (cianoficinas), a provavel
capacidade de utilizar o nitrogénio orgéanico dissolvido e a capacidade de redistribuir o
nitrogénio contido nas ficobiliproteinas segundo suas necessidades. Essas caracteristicas
permitiram o desenvolvimento das altas taxas de crescimento e fotossintética observadas

nos cultivos sobre limita¢do de nitrogénio.

Além disso, o N/P celular 6timo € provavelmente uma caracteristica
especifica de cada espécie. Desse modo, diferengas nesta razdo celular podem ter um
importante significado ecologico, podendo ser a base para a coexisténcia ou a exclusdo
competitiva entre espécies (Rhee, 1978). E possivel que S. aquatilis f. salina apresente uma

razdo N/P celular menor que a da maioria das espécies presentes na Lagoa da Barra.

E importante dizer que apesaf de haverem relatos sobre a fixagdo de
nitrogénio por espécies unicelulares de cianobactérias, Phlips ef al. (1989) para o género
Synechococcus e Brass et al. (1994) para o género Symechocystis, este processo sO
acontece na auséncia de oxigénio, sob condiqdes bem especificas. Os cultivos realizados
neste trabalho foram sempre aerados com ar atmosférico filtrado, havendo uma entrada
permanente de oxigénio. Além disso, a aeragdo gera uma turbuléncia que desestruturana as

microzonas anoxicas, que segundo Paerl et al. (1995) sdo essenciais para que ocorra ©



processo de fixagdo de nitrogénio atmosférico, por cianobactérias que ndo possuem

heterocistos.

No entanto, a baixa razdo N/P sozinha nao é capaz de explicar todos os
periodos de dominéncia por esta espécie. Deve-se considerar também outras hipoteses a
respeito da dominancia das cianobactérias, como a baixa taxa de pastagem pelo zooplancton
sobre as cianobactérias (Reynolds, 1984), relatada por Arcifa et al. (no prelo) para a Lagoa
da Barra. Além disso, deve-se lembrar que houve correlagdo significativa positiva entre o
pH e a biomassa de cianobactérias. Isto significa dizer que a ocorréncia de cianobactérias
também esta associada a altos valores de pH, como sugerido por Shapiro (1990), devido a
menor concentragdo de CO- nestes valores de pH. Outros fatores que também podem ser
considerados sdo as temperaturas elevadas (Tilman er a/., 1986, McQueen & Lean, 1987,
Pick & Lean, 1987, Robarts & Zohary, 1987) e o nitrogénio sob a forma de amoénia
(Hyenstrand, 1994, Hyenstrand ef al., 1995, Blomqvist ef al., 1994), sugerida para a Lagoa

da Barra por Pereira-Filho (1995).

Dessa maneira, a domindncia de cianobactérias na Lagoa da Barra é
provavelmente o resultado de varios fatores que atuam concomitantemente. O estudo
realizado com culturas de laboratorio mostrou que esta espécie esta adaptada a limitagdo
por nitrogénio, apresentando estratégias fisiologicas eficientes nesta condigdo. Sendo assim,
a baixa disponibilidade de nitrogénio, evidenciada pela baixa razio N/P parece ter sido um

fator importante na determinagdo do sucesso desta espécie na comunidade estudada.



5 - Conclusoes

- A correlagdo realizada entre as concentragdes de nutrientes e a biomassa de
cianobactérias durante todo o periodo de estudo na Lagoa da Barra mostrou que a
ocorréncia destes organismos esteve significativamente relacionada a periodos de baixa

disponibilidade de nitrogénio em relagio ao fosforo.

- O rendimento maximo, em termos do numero de células alcangado pela cultura, foi

o parametro que melhor evidenciou o grau de limitagdo do crescimento sofrido pela espécie.

- A concentragdo de proteinas intracelulares em cada um dos cultivos foi uma
fun¢do da quantidade de nitrogénio disponivel em cada um dos meios, as maiores

concentragdes sendo obtidas nos meios com razdo N/P 30:1.

- No meio ASM-1/10, N/P 3:1 a quantidade de nitrogénio disponivel as células
parece ndo ter sido suficiente para sustentar uma consideravel sintese protéica, visto que
estas células ja se encontravam seriamente exauridas deste nutriente no inicio do cultivo.

Desta forma, estas células ndo foram capazes de sustentar um bom crescimento.

- Apesar das células cultivadas em meio ASM-1, N/P 30:1 terem apresentado as
maiores concentragdes de proteinas ao longo do cultivo, estas células ndo foram capazes de
desenvolver um bom crescimento, apresentando um rendimento maximo muito inferior ao

do cultivo em meio ASM-1, N/P 10:1.



94

- A concentragdo de clorofila a foi uma fungdo da disponibilidade de nitrogénio no
meio ASM-1, maiores valores sendo encontrados no meio com maior razdo N/P (30:1). No
meio ASM-1/10 néo foi encontrada uma diferenga marcante nas concentragdes de clorofila
a‘nas diferentes razdes N/P. Esta manuten¢do da clorofila intracelular mesmo nas células
sofrendo limitagdo severa em nitrogénio e outros nurientes (ASM-1/10, N/P 3:1) deve ser
um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento das taxas fotossintéticas

relativamente altas observadas.

- Este estudo mostra a importdncia de se medir varios pardmetros fisiologicos
concomitantemente (carboidratos, proteinas, clorofila) em estudos que visam caracterizar o

estado fisioldgico da espécie e sua relagdo com o crescimento.

- O periodo onde foi observada a maior taxa de excreg¢do de carboidratos coincidiu
com o periodo de maior estresse fisiologico vivenciado pela célula, o primeiro dia do
cultivo, quando as células provinham de seis dias em meio sem nitrogénio.

- 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 limitagdo em nitrogénio e outros nutrientes. Esta elevada
atividade fotossintética aliada a uma baixa taxa de crescimento mantém a célula viva durante
periodos de condigdes desfavoraveis ao seu desenvolvimento e caracteriza uma estratégia

importante na Lagoa da Barra.

- Apesar de ndo ter sido observada a produ¢do de microcistinas em nenhum desses
cultivos, a hipétese de que esta espécie teria produzido um composto responsavel pela
intoxica¢@o dos peixes Brevoortia tyranus, em fevereiro de 1991 na Lagoa da Barra ndo

pode ser descartada. Novos testes s30 necessarios.



- As diferentes condigdes de cultivo utilizadas neste estudo ndo causaram nenhuma
mudanga consideravel no tamanho da célula de S. aquatilis f. salina, apesar das diferengas

fisiologicas observadas entre as células de cada um dos cultivos.

- Esta espécie se mostrou bem adaptada a uma condigdo de limitagdo em nitrogénio,
visto que exibe elevadas taxas fotossintética e de crescimento, além de altas concentragdes
de proteinas e clorofila a intracelulares quando cultivada em meio com limitagdo somente de
nitrogénio (ASM-1, N/P 3:1). Além disso, o cultivo em meio com razdo N/P 30:1 mostrou

que 0 mesmo ndo se repete quando a espécie € cultivada em valores mais altos desta razao.

- Este estudo confirma a tendéncia observada no trabalho de campo, e descrita na
literatura, evidenciando um melhor desempenho relativo de espécies de cianobactérias, em

condi¢Bes de baixa razio N/P.

- Pardmetros como a coloragdo amarelada das culturas e as altas taxas de excreg¢do
de carboidratos, além da manutencdo de elevadas taxas fotossintéticas sob limitagdo de
nitrogénio, indicam que as condi¢des observadas na lagoa conseguiram ser simuladas no

laboratorio.

- O bom desempenho exibido pela espécie em condigdes de baixa razio N/P deve ter
sido um fator importante na determina¢do do seu sucesso competitivo na comunidade
fitoplanctonica da Lagoa da Barra. Entretanto, fatores como a baixa taxa de predagdo pelo
zooplancton e altos valores de pH e temperatura também devem ser levados em

consideragio.
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