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RESUMO 

 

Interação entre Microcystis e Monoraphidium crescidas em meio com matéria 
orgânica excretada e em cultivo misto 

 
A comunicação inter-específica pode ter um papel importante no crescimento dos 

organismos fitoplanctônicos e também na produção de toxinas pelas cianobactérias. Estas são 
freqüentemente encontradas como grupo dominante devido ao crescente processo de 
eutrofização nos ambientes aquáticos. No Reservatório do Funil (Resende-RJ), dados de pelo 
menos uma década já demonstraram que mais de 90% da biomassa fitoplanctônica pode ser 
composta pelo grupo das cianobactérias, das quais Microcystis é um dos principais gêneros 
dominantes. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo investigar a interação entre 
uma cepa da clorofícea Monoraphidium, isolada desse ambiente, e quatro cepas de 
Microcystis. Para isso foram realizados cultivos utilizando meio com matéria orgânica 
excretada (exudato) de culturas monoespecíficas ou de cultivos mistos em diferentes 
concentrações. Foram realizados cultivos mistos entre a clorofícea e uma cepa de Microcystis 
tóxica (MIRF-01), isolada do mesmo reservatório, ou outra cepa de Microcystis não tóxica 
(MICD-01), isolada de outro ambiente. O estado fisiológico foi acompanhado pela contagem 
de células e análise de clorofila a. A produção de microcistinas foi analisada pela técnica de 
HPLC. Os dados obtidos mostraram que o exudato de Microcystis não teve efeito inibitório 
sobre o crescimento de Monoraphidium com aeração, exceto na concentração de 10% no caso 
do exudato de uma dentre duas cepas testadas de Microcystis. Já em cultivos sem aeração, o 
crescimento de Monoraphidium foi estimulado pelo exudato (50%) de uma cepa de 
Microcystis, MIRF-01, dentre três cepas testadas. Esse efeito foi acompanhado de redução de 
concentração de clorofila a. A adição de exudato de culturas de Monoraphidium induziu o 
crescimento de uma dentre duas cepas de Microcystis testadas, sem alterar clorofila a. Em 
cultivo misto, tanto Monoraphidium quanto Microcystis apresentaram menor crescimento que 
em cultivos monoespecíficos e a clorofícea obteve melhor crescimento com a cepa de 
Microcystis MIRF-01 do que com a cepa MICD-01. Na presença de 100% do exudato de 
cultivo misto inoculado com 70% de Monoraphidium e 30% de Microcystis ocorreu inibição 
do crescimento de Monoraphidium e redução de clorofila a, caracterizando clorose ao final do 
cultivo (6 dias). No caso de Microcystis a adição de 50% deste exudato tendeu a inibir o 
crescimento, sem variação de clorofila a. A concentração de microcistinas não se alterou em 
cultivo misto com Monoraphidium, mas aumentou utilizando-se exudato de cultivos 
monoespecíficos de Monoraphidium e de cultivos mistos em que Monoraphidium 
predominava. Embora a função das microcistinas nesta interação ainda não esteja clara, o 
estudo contribui para reforçar a importância de infoquímicos na produção dessa cianotoxina. 
Portanto, os dados mostram que a produção de matéria orgânica excretada por essas espécies 
varia em função das condições de crescimento. Além disso, pode ter um papel controlador 
sobre o metabolismo dessas espécies a nível inter-específico e possivelmente intra-específico.  

 
 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

 

Interaction between Microcystis and Monoraphidium using medium with 
released organic matter and  mixed cultures 

 
Interspecific communication has an important role in phytoplankton growth and this 

may be true also for toxin production by cyanobacteria. This group of microorganisms is 
frequently found as dominant due to eutrophication processes in aquatic environments. Data 
from Funil Reservoir (Resende-RJ) have demonstrated that at least 90% of phytoplanktonic 
biomass can be composed of cyanobacteria. Microcystis is one of the main dominant genera. 
The present study was designed to investigate the interaction between one strain of the 
chlorophyte Monoraphidium, isolated from that reservoir, and four strains of Microcystis. 
Cultivation using medium with released organic matter (exudate) from monospecifc cultures 
and also from mixed cultures, in different proportions, was performed. Mixed cultures 
included the chlorophyte and one toxic strain of Microcystis (MIRF-01) isolated from the 
same environment or another non toxic strain of Microcystis (MICD-01) isolated from a 
different environment. Physiological conditions of strains were followed by cell counting and 
by analysis of chlorophyll a. The variation in microcystins production was evaluated by 
HPLC technique. The results showed that medium with exudates from monospecific cultures 
of Microcystis did not inhibit growth of Monoraphidium with aeration, except for the 10% 
concentration exudates, and that occurred in one of the two strains of Microcystis tested. 
However, in cultivation without aeration the chlorophyte had its growth stimulated by exudate 
(50%) from one in three Microcystis strains tested. In addition, this stimulatory effect also 
involved reduction in chlorophyll a. The addition of exudates from Monoraphidium induced 
growth of one in two Microcystis strains tested, without changes in chlorophyll a. In 
conditions of mixed cultivation, Monoraphidium as well as Microcystis showed reduced 
growth as compared to monospecific cultures and the chlorophyte showed increased growth 
with Microcystis MIRF-01 strain as compared to MICD-01 strain. In the presence of 100% 
exudate from mixed cultivation inoculated with 70% Monoraphidium and 30% Microcystis 
the growth of Monoraphidium was inhibited with reduction of chlorophyll a, characterizing 
chlorosis at the end of cultivation (6 days). For Microcystis, the addition of this same exudate 
(50%) tended to inhibit cellular growth without affecting chlorophyll a. Microcystins 
concentration did not change in mixed cultures with Monoraphidium, however it increased 
using medium with exudates from Monoraphidium monospecific cultures or from mixed 
cultures in which Monoraphidium predominated. Although the function of microcystins in 
this interaction is still not clear, this study contributes to enforce the importance of 
infochemichals for this cyanotoxin production. Therefore, data show that organic matter 
released by these species varies in relation to growth conditions. Besides, it may have a 
controlling role in their metabolism at inter-specific and possibly intra-specific level.  

 

 

 
 
 
 



 
 

SUMÁRIO 
 

1       INTRODUÇÃO................................................................................................................1 
1.1    Interações fitoplanctônicas e estratégias de crescimento..................................................1 
1.2    Fatores que influenciam a dominância de cianobactérias.................................................4 
1.3    Comunicação celular por meio de infoquímicos..............................................................7 
1.4    Fatores que influenciam a produção de microcistinas....................................................10  
2       OBJETIVOS...................................................................................................................13 
2.1    Objetivo geral..................................................................................................................13 
2.2    Objetivos específicos......................................................................................................13 
3       METODOLOGIA...........................................................................................................14 
3.1    Cepas utilizadas .............................................................................................................14 
3.2    Condições de cultivo de células......................................................................................16 
3.3    Contagem de células.......................................................................................................16 
3.4    Determinação da concentração de clorofila a.................................................................17 
3.5    Determinação da  concentração de microcistinas...........................................................17 
3.6    Tratamento estatístico dos dados....................................................................................20 
3.7    Experimentos de interação entre Monoraphidium e Microcystis...................................20 
3.7.1 Avaliação de características ecofisiológicas de Microcystis  (MIRF-01 e  
         MICD-01) e de Monoraphidium (MORF-01) em condições 

monoespecíficas..............................................................................................................20  
3.7.2 Obtenção do meio com matéria orgânica excretada (exudato).......................................21 
3.7.3 Avaliação de características ecofisiológicas de Monoraphidium  
         (MORF-01) na presença do meio com exudato de Microcystis (MIRF-01  
         ou MICD-01)..................................................................................................................21 
3.7.4 Avaliação de características ecofisiológicas de Monoraphidium 
         (MORF-01) na presença do meio com exudato de diferentes cepas  
          tóxicas de Microcystis (MIRF-01, MILJ-04 ou MILJ-48).............................................22 
3.7.5 Avaliação de características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01 ou  
         MICD-01) na presença do meio com exudato de Monoraphidium 
         (MORF-01).....................................................................................................................22 
3.7.6 Avaliação do crescimento das cepas de Microcystis (MIRF-01ou MICD-01)  
         e da cepa de Monoraphidium (MORF-01) em condições de cultivo misto ...................23 
3.7.7 Avaliação de características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01)  
         e de Monoraphidium (MORF-01) na presença do meio com exudatos  
         de cultivos mistos............................................................................................................24 
4       RESULTADOS E DISCUSSÃO....................................................................................26 
4.1     Características ecofisiológicas das cepas de Microcystis (MIRF-01 e MICD-01) e    
          da cepa de Monoraphidium (MORF-01) em condições monoespecíficas.....................26 
4.1.1 Crescimento celular ........................................................................................................26 
4.1.2 Produção de clorofila a....................................................................................................29 
4.1.3 Produção de microcistinas pela cepa de Microcystis MIRF-01......................................31 
 
4.2    Características ecofisiológicas de Monoraphidium (MORF-01) na presença  
         do meio com exudato das cepas de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01).....................33 
4.2.1 Crescimento celular.........................................................................................................33 



 
 

4.2.2 Produção de clorofila a...................................................................................................38 
4.3    Características ecofisiológicas de Monoraphidium (MORF-01) na presença do    
         meio com exudato de diferentes cepas de Microcystis...................................................40 
4.3.1 Crescimento celular........................................................................................................40 
4.3.2 Produção de clorofila a...................................................................................................44 

4.4    Características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01 ou  MICD-01) na  
        presença do meio com exudato de Monoraphidium (MORF-01)....................................45 
4.4.1 Crescimento celular .......................................................................................................45 
4.4.2 Produção de clorofila a...................................................................................................49 
4.5   Crescimento de Microcystis (MIRF-01ou MICD-01) e de Monoraphidium 
        (MORF- 01) em condições de cultivo misto...................................................................51 
4.6   Características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01) e de Monoraphidium 
        (MORF-01) na presença de meio com exudatos de cultivos mistos...............................57 
4.6.1 Crescimento celular........................................................................................................57 
4.6.2 Produção de clorofila a...................................................................................................63 
4.7    Produção de microcistina pela cepa de Microcystis MIRF-01 em diferentes  
         condições cultivo............................................................................................................66 
4.7.1 Na presença do exudato de Monoraphidium (MORF-01).............................................66 
4.7.2 Em cultivo misto com Monoraphidium (MORF-01).....................................................67 
4.7.3 Na presença de exudatos de cultivos mistos..................................................................68 
5       DISCUSSÃO GERAL...................................................................................................71 
6       CONCLUSÕES.............................................................................................................76 
7       REFERÊNCIAS............................................................................................................78 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 1

 
1 INTRODUÇÃO 

 

1.1    Interações fitoplanctônicas e estratégias de crescimento 

Os organismos fitoplanctônicos vivem dispersos flutuando livre e involuntariamente 

na coluna d’água e constituem os principais produtores primários de ecossistemas aquáticos, 

como reservatórios, mares e lagos de grande porte. Na coluna d’ água, podem coexistir 

espécies de quase todos os grupos taxonômicos incluindo as clorofíceas e cianobactérias 

(Reynolds, 1987). 

As clorofíceas são microalgas eucariontes fotossintetizantes. São conhecidas como algas 

verdes devido à predominância de clorofila a e clorofila b, mas também apresentam os 

pigmentos acessórios como carotenos e xantofilas (Happey-Hood, 1988). 

As cianobactérias constituem um grupo de microrganismos fotossintetizantes 

procariontes Gram-negativos. Possuem registro fóssil de cerca de 3,5 bilhões de anos atrás e 

foram os primeiros a realizarem fotossíntese com liberação de oxigênio, tendo um papel 

importante na criação de condições que favoreceram a proliferação de organismos aeróbios na 

terra (Charmichael, 1994). Possuem como pigmentos fotossintéticos clorofila a, β-caroteno e 

pigmentos acessórios como a ficocianina, que é responsável pela sua coloração característica  

(Paerl, 1988).    

Uma das principais características de alguns gêneros e espécies de cianobactérias é a 

potencial produção de metabólitos secundários tóxicos (Wiegand e Pflugmacher, 2005). Estas 

cianotoxinas podem ter estruturas químicas distintas e são agrupadas conforme ação 

farmacológica estudada em animais mamíferos (Carmichael, 1992, 1994) (tabela 1). 
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Tabela 1: Classificação das cianotoxinas (Carmichael, 1992, 1994). 

Cianotoxina Característica química Classificação 

Microcistinas e nodularinas Peptídeos cíclicos Hepatotoxinas 

Cilindrospermopsinas Alcalóide Hepatotoxinas 

Anatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxinas Alcalóides Neurotoxinas 

Aplysiatoxina, Lyngbiatoxina-a Alcalóides Dermatotoxinas

 

A composição e abundância do fitoplâncton pode ser resultado da competição entre os 

componentes do habitat que exploram o mesmo nicho. Esses organismos competem 

principalmente por luz e nutrientes. A competição ainda pode acontecer de forma direta, 

quando um competidor é afetado por alguma substância química produzida pelo outro.  

O conceito de nicho para os organismos fitoplanctônicos é definido principalmente 

pelas suas características nutricionais. Assim, a absorção de nutrientes, especialmente de 

fósforo e nitrogênio, tem um papel importante no crescimento fitoplanctônico. Discute-se 

muito na literatura sobre a influência da razão N/P no crescimento das espécies (Blomqvist et 

al., 1994). A dominância de cianobactérias tem sido associada com altas concentrações de 

fósforo total e com baixas concentrações de nitrogênio total e dissolvido (baixa razão N/P). 

Contudo, autores discutem que a razão N/P é apenas uma conseqüência da absorção dos 

nutrientes (Marinho e Azevedo, 2007; Reynolds, 1999). Assim, o que é realmente importante 

é a disponibilidade dos nutrientes naquele ambiente. Então a espécie que possui maior 

capacidade de absorção do nutriente disponível terá melhores condições de crescimento. A 

coexistência de diferentes espécies num ambiente ocorre quando a disputa de recursos 

disponíveis não inclui aquele que é limitante para o seu crescimento (Begon et al. 1995). 

Características morfológicas e fisiológicas podem funcionar como estratégias 

competitivas vantajosas. Os aerótopos (vacúolos gasosos), presentes em alguns gêneros de 

cianobactérias, assim como os flagelos encontrados em alguns gêneros de clorofíceas, 
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permitem a exploração vertical da coluna d’água em busca da intensidade luminosa mais 

adequada e disponibilidade de nutrientes. As células que apresentam alta razão 

superfície/volume, devido ao tamanho pequeno ou forma diferenciada da esférica como 

achatada ou filamentosa, também obtêm vantagens, pois são maiores as taxas de absorção de 

nutrientes e a eficiência fotossintética (Paerl, 1988).  

Com base nas características morfológicas e fisiológicas, as diferentes espécies 

fitoplactônicas foram agrupadas em quatro categorias de estratégias de crescimento e 

sobrevivência (Reynolds, 2006). 

O grupo dos C-estrategistas é composto pelos organismos invasores oportunistas. 

Compreendem os organismos pequenos, geralmente unicelulares e que apresentam altas taxas 

de crescimento em ambientes repletos de recursos (alta intensidade luminosa e 

disponibilidade de nutrientes). Entretanto, não sustentam altas taxas de crescimento por 

longos períodos. Alguns possuem mobilidade e por isso as taxas de sedimentação são baixas. 

São vulneráveis à predação devido ao tamanho. Estão incluídos neste grupo os gêneros 

Chorella, Ankyra, Chlamydomonas, Monoraphidium, entre outros.  

Os organismos que toleram ambientes com baixa disponibilidade de recursos estão 

agrupados nos S-estrategistas. Estes exploram fontes alternativas como fixação de nitrogênio 

e produção de fosfatase. Alguns são unicelulares grandes, mas a maioria é colonial. Como 

apresentam tamanhos maiores, consequentemente as taxas de crescimento são menores. A 

eficiência fotossintética também é menor em função do tamanho grande acompanhado de 

formas não atenuadas. Podem controlar migração vertical na coluna d’água, o que é uma 

vantagem adaptativa. Entre os gêneros representativos estão Microcystis, Anabaena, 

Gloeotrichia e Uroglena. 

 O grupo dos R-estrategistas reúne organismos capazes de crescer com baixas 

intensidades luminosas ou com variações de altas intensidades luminosas. Isto é possível 
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devido ao tamanho pequeno ou forma plana, o que propicia alta afinidade por fótons. Alguns 

são unicelulares, mas a maioria é filamentosa. Encontram-se em habitats onde as condições 

podem ser transitórias. Alguns gêneros que pertencem a este grupo são Planktothrix, 

Limnothrix, Asterionella e Aulacoseira.  

Os organismos que toleram o estresse crônico, como a baixa disponibilidade de 

nutrientes, que ocorre em regiões oceânicas e lagos ultraoligotróficos, foram reunidos no 

grupo dos SS-estrategistas. São representados por espécies de picoplâncton procarionte, tais 

como o gênero Prochlorococcus encontrado no mar e os gêneros Cyanobium e Cyanodiction 

em lagos. 

Dessa forma, cada tipo de estratégia reflete a história evolutiva, incluindo adaptações 

que permitem a sobrevivência destes organismos em determinadas condições ambientais. 

Além disso, a interação com organismos competidores e predadores também influencia o 

crescimento de uma espécie em detrimento de outra, que poderá dominar o ambiente ou 

apenas coexistir com outros organismos.  

 

1.2    Fatores que influenciam a dominância de cianobactérias 

A crescente dominância das cianobactérias nos corpos d’água tem forte impacto sobre o 

meio ambiente e pode causar mortandade de animais aquáticos, devido à presença de 

cianotoxinas e à  redução de oxigênio dissolvido na água por causa da massa de células 

geradas. Como estas são consideradas endotoxinas (Paerl, 1988), representam maior perigo 

para o ecossistema aquático durante a lise celular, especialmente ao final de uma floração 

(intenso crescimento de células no corpo d’água) quando são liberadas em altas concentrações 

(Christoffersen, 1996). 

O crescimento intensificado de cianobactérias tóxicas também compromete a qualidade 

da água, aumentando o custo do seu tratamento. Além disso, essa dominância pode 
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representar um risco à saúde pública, uma vez que pode ocorrer intoxicação pelo contato com 

essa água contaminada, pelo consumo de peixes e pela contaminação de reservatórios de 

abastecimento público (Codd et al., 2005; Duy et al., 2000; Soares et al., 2005).  

A ocorrência de florações tóxicas de cianobactérias em diversos corpos d’água de 

diferentes regiões brasileiras vem se tornado freqüente (Sant’Anna e Azevedo, 2000), devido 

ao crescente processo de eutrofização. Este processo deve-se principalmente à descarga de 

esgoto doméstico e industrial dos centros urbanos e ao escoamento de fertilizantes de áreas 

agrícolas para os corpos d’água. Com isso, ocorre um enriquecimento de nutrientes no 

ecossistema aquático, alterando a estrutura da comunidade fitoplanctônica.  

Como exemplo, temos o Reservatório do Funil, situado em Resende (RJ), onde já foi 

observada uma alteração na composição do fitoplâncton associada ao processo de 

eutrofização ocorrido nas últimas décadas. Estudos realizados em 1978 indicaram a 

dominância de clorofíceas no reservatório (FEEMA, 1992). No entanto, dados de 1989 

registraram uma expressiva dominância de cianobactérias (FEEMA, 1992), ressaltada também 

em trabalhos mais recentes (Rocha, 2007; Soares, 2008). Soares (2008) mostrou que durante o 

período de junho de 2002 a junho de 2003, a comunidade fitoplanctônica era composta em 

sua maioria por algas verdes e cianobactérias, e foram identificados 34 e 21 táxons, 

respectivamente. Entretanto, a biomassa fitoplanctônica era composta em mais de 90% pelo 

grupo de cianobactérias, com dominância de três espécies principais: Anabaena circinales, 

Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa.  

O sucesso das cianobactérias em diferentes condições ambientais deve-se à diversidade 

fisiológica e morfológica, o que permite uma plasticidade adaptativa (Paerl, 1988). Dentre as 

características que favorecem o crescimento em ambientes de água doce está a adaptação a 

diferentes intensidades luminosas devido à variedade de pigmentos cromáticos que possuem. 

Gêneros formadores de florações como Microcystis, podem tolerar altas intensidades, 
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enquanto representantes de outros gêneros, como Cylindrospermopsis, podem habitar em 

maiores profundidades, onde a intensidade luminosa é menor. Uma outra característica 

importante é a presença de aerótopos, encontrados em alguns gêneros como Microcystis, que 

permitem a migração vertical na coluna d’água.  Além disso, podem ser citadas a capacidade 

de formação de colônias, que pode minimizar a herbivoria; a fixação de N2 atmosférico por 

espécies filamentosas, que permite crescer em ambientes com deficiência de nitrogênio; e a 

capacidade de estocar fósforo. (Paerl, 1988; Reynolds, 1987). 

Além do incremento de nutrientes (principalmente fósforo e nitrogênio) e das 

particularidades favoráveis das células, a dominância em ambientes de água doce tem sido 

associada com estabilidade da coluna d’água, baixa razão N/P, baixa intensidade luminosa, 

alta temperatura, baixos teores de CO2 dissolvido na água  e  pH  básico, (Blomqvist et al., 

1994; Shapiro, 1990; Smith, 1986; Watson et al., 1997).  

 Recentemente, estudos vêm apontando que além dos fatores ambientais, fatores 

biológicos tais como a composição fitoplanctônica e os seus produtos excretados também 

poderiam influenciar o crescimento das cianobactérias e a produção de toxinas (Kearns e 

Hunter, 2000; Vardi et al., 2002). 

Dessa forma, a dominância e formação de floração por uma determinada espécie 

depende de suas características individuais, condições ambientais favoráveis ao seu 

desenvolvimento e da interação com os organismos competidores e predadores existentes 

naquele ecossistema aquático. Contudo, qualquer alteração nas condições estabelecidas para o 

seu sucesso, como por exemplo a ocorrência de mistura na coluna d’água, pode levar a perda 

da dominância (Pearl, 1988). 
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1.3    Comunicação celular por meio de infoquímicos 

A comunicação através de substâncias químicas ocorre entre diversos organismos no 

ambiente aquático. Um dos modelos mais estudados é a interação entre presa e predador 

(Brönmark e Hanson, 2000). Todavia, a comunicação química entre os organismos ocorre 

tanto no nível inter-específico como intra-específico.  

Esta comunicação ocorre através de substâncias químicas, conhecidas como 

infoquímicos, que representam uma fonte de informação sobre o meio biótico e abiótico ao 

seu redor. Os infoquímicos não apresentam características estruturais em comum (muitas 

vezes sua estrutura ainda não foi identificada), ocorrem em concentrações muito baixas (na 

faixa de nano a micromolar) e são capazes de induzir alterações comportamentais, 

morfológicas ou fisiológicas (Klaschka, 2008). A atividade dos infoquímicos geralmente é 

espécie-específica (Babica et al., 2007), ou seja, um composto pode ter um efeito numa 

espécie e não apresentar efeito em outra espécie, ou até induzir uma resposta diferente.  

 Em bactérias, a comunicação entre células ocorre por quorum sensing. Neste 

mecanismo, que é dependente da densidade celular, moléculas sinalizadoras (auto-indutores) 

são utilizadas para coordenar respostas às condições ambientais (Waters e Bassler, 2005). 

Quorum sensing regula processos como competência genética, bioluminescência, virulência, 

esporulação e entrada na fase estácionária devido à exaustão de nutrientes (Lazazzera, 2000). 

Este mecanismo é pouco conhecido em cianobactérias, contudo, indutores já foram 

identificados em cepas dos gêneros Anabaena (Romero et al., 2008) e Gloeothece (Sharif et 

al., 2008). Isto indica que este tipo de comunicação pode ocorrer também em cianobactéria. 

Um estudo com uma cepa de Microcystis, mostrou que o meio com exudato de culturas 

antigas e cloróticas (cor pálida) inibiu o seu crescimento e também alterou a pigmentação 

celular (Dagnino et al., 2006). Isto sugere a existência de um mecanismo de controle da 

densidade celular.  
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O gênero Microcystis é capaz de produzir, além das toxinas conhecidas, uma variedade 

de peptídeos com atividade biológica especial que não participam do seu metabolismo 

primário (Welker et al., 2006). Isso demonstra a potencialidade desse gênero, responsável por 

florações em todo o mundo, para produzir diversos compostos bioativos. 

A liberação de uma substância química que inibe o crescimento do competidor pode ser 

considerada uma vantagem adaptativa para o organismo produtor, como ocorre em interações 

alelopáticas. Os principais efeitos provocados por estes compostos alelopáticos são a inibição 

do crescimento e da fotossíntese (Figueiredo et al., 2007; Legrand et al., 2003; Smith e Doan, 

1999). Foi verificado que de um total de 182 combinações entre diferentes cepas de 

cianobactérias e clorofíceas isoladas de ambientes de água doce da Flórida (EUA), 37 destes 

cultivos mistos mostraram interações com efeitos inibitórios ou estimulantes do crescimento 

(Gantar et al., 2008).  

  Após longo tempo de coexistência no mesmo ambiente, os organismos podem se 

adaptar e apresentar resistência, e dessa forma as interações alelopáticas seriam transitórias 

(Reigosa et al., 1999). Mohamed (2008) mostrou que duas espécies de clorofíceas que 

coexistem com Microcystis e microcistinas apresentam um aumento no conteúdo de 

polissacarídeos associado ao estresse oxidativo induzido pela microcistina. Isto sugere a 

existência de uma resposta adaptativa protetora frente ao competidor. Por outro lado, 

interações alelopáticas entre espécies que coexistem no mesmo ambiente também já foram 

observadas (Kearns e Hunter, 2000, 2001; Keating, 1978; Vardi et al., 2002). Assim, no 

ambiente algumas espécies podem estar adaptadas e outras sensíveis aos compostos 

alelopáticos produzidos pelos competidores (Legrand et al., 2003). 

Os efeitos alelopáticos podem ocorrer com indução de estresse físico, como limitação de 

luminosidade (von Elert e Jüttner, 1996), químico, como escassez de nutrientes (von Elert e 

Jüttner, 1996) ou biológico, como a presença do competidor (Soares, 2008). Além disso, 
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Suikkanen et al. (2004) demonstraram que a produção de compostos alelopáticos pode variar 

em função da fase de crescimento, uma vez que Nodularia spumigena produziu mais 

substâncias com atividade alelopática em fase exponencial do que na estacionária.  

 Dentre os vários metabólitos secundários produzidos por cianobactérias e outras algas, 

alguns apresentam atividade alelopática, inclusive as cianotoxinas (Leflaive e Tem-Hage, 

2007; Legrand et al., 2003).  Alguns compostos podem ter participação na regulação de 

populações naturais, como observado em casos de sucessões de espécies num ambiente 

(Keating, 1978; Vardi et al., 2002) e ainda funcionar como importantes ferramentas 

bioquímicas (Jaiswal et al., 2008; Vardi et al., 2002).  

 Como nenhuma função específica foi atribuída às cianotoxinas, muitos estudos são 

realizados, principalmente com microcistina, para entender o papel fisiológico e ecológico 

desses compostos. Grande parte desses estudos tem investigado os efeitos de microcistina em 

organismos fitoplanctônicos e demonstrado que podem ocorrer alterações fisiológicas, 

bioquímicas e morfológicas (Babica et al., 2006; Hu et al., 2004; Sedmak e Elersek, 2006; 

Sedmak e Kosi, 1998). Além disso, um outro aspecto importante é investigar a influência que 

organismos podem ter sobre a produção de cianotoxinas.   

  Embora na maioria dos casos a estrutura não tenha sido identificada, estudos com os 

produtos excretados sugerem a presença de infoquímicos. Kearns e Hunter (2000) mostraram 

que produtos excretados pela clorofícea Chlamydomonas reinhartii alteram a concentração 

das duas toxinas produzidas pela cianobactéria Anabaena flos-aquae.  Os produtos excretados 

por A. flos-aquae inibiram o crescimento da clorofícea, o que ocorreu também em cultivo 

misto. Testes com as toxinas purificadas indicaram que esta inibição pode ser causada por 

microcistina. Em outro trabalho (Oliveira, 1997) foi verificado que em cultivos mistos da 

cianobactéria Synecocystis aquatilis com a clorofícea Monoraphidium convolutum, quanto 

maior o percentual da clorofícea, maior foi a concentração de microcistina produzida pela 
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cianobactéria. Entretanto, o crescimento da clorofícea foi inibido por metabólicos excretados 

por S. aquatilis (Oliveira, 1997).  

Alguns autores não consideram as toxinas intracelulares como infoquímicos, uma vez 

que estes devem ser substâncias extracelulares (Babica et al., 2007; Klaschka, 2008). No 

entanto, determinados estudos têm demonstrado que algumas possuem função alelopática. 

(Leflaive e Tem-Hage, 2007; Legrand et al., 2003). Um outro trabalho (Kearns e Hunter, 

2001) mostrou que anatoxina e microcistina produzidas por A. flos-aquae induzem a 

paralisação da clorofícea móvel Chlamydomonas reinhartii. Os autores sugerem que a 

produção de toxina é uma adaptação que permite à cianobactéria reduzir os efeitos da 

competição, em ambientes com recursos limitados, com outros organismos fitoplanctônicos.   

 

1.4    Fatores que influenciam a produção de microcistinas 

As microcistinas são hepatotoxinas produzidas por alguns gêneros de cianobactérias 

incluindo Microcystis, Anabaena, Anabaenopsis, Planktothrix, Nostoc, Hapalosiphon, 

Radiocystis, Phormidium e Synechocystis (Metcalf et al., 2006).  

Estruturalmente são heptapeptídeos cíclicos (figura 1), caracterizados pela presença de 

5 aminoácidos fixos (D-aminoácidos) e 2 variáveis (L-aminoácidos). As microcistinas 

apresentam mais de 70 variantes e a mais comumente encontrada é a microcistina-LR (Spoof 

et al., 2003). Possuem como mecanismo de ação em células eucariontes a inibição de 

proteínas fosfatases tipo 1 e 2A, que são responsáveis pelos processos de fosforilação de 

outras proteínas dentro das células, tendo também um papel importante na divisão celular 

(Carmichael, 1992; Dawson, 1998). 
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Figura 1 - Estrutura química da microcistina-LR. Os números indicam os sete aminoácidos que compõem a 

molécula (Wiegand e Pflugmacher, 2005) 

 

A síntese de microcistinas é não ribossomal, e envolve um grande complexo enzimático 

que inclui peptídeo sintetases, policetídeo sintases e enzimas modificadoras adicionais 

(Jaiswal et al., 2008; Tillett et al., 2001). A expressão e regulação desses genes são realizadas 

por mecanismos complexos que são influenciados por fatores ambientais tais como 

intensidade luminosa, temperatura, pH, nutrientes e metais traço como o ferro (Jaiswal et al., 

2008; Kaebernick e Neilan, 2001; Song et al., 2006). Estudos genéticos (Kaebernick et al., 

2000) mostraram que a intensidade e qualidade da luz podem regular os genes envolvidos na 

produção de microcistina. Oh et al. (2000) observaram que o acréscimo de fósforo no meio de 

cultura estimulou a produção de toxina em M. aeruginosa. Alta produção de microcistinas 

também pode estar relacionada às fases de crescimento celular (Kaebernick e Neilan, 2001; 

Kearns e Hunter, 2001; Watanabe et al., 1989; Watanabe e Oishi, 1985).  

Além desses fatores, já foi demonstrado que a produção de toxina pode ser influenciada 

por outros organismos como predadores (Jang et al., 2004; Jang et al., 2008) e competidores, 

como observado no caso da clorofícea Chlamydomonas reinhartii, cujos produtos excretados 
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podem aumentar a produção de anotoxina e reduzir a de microcistina (Kearns e Hunter, 

2000). Outra situação demonstrou que o meio de cultivo com exudato de dinoflagelado 

induziu um aumento na síntese de microcistina (Vardi et al., 2002). Dessa forma, a produção 

de microcistinas pode ser afetada positiva ou negativamente pela presença de outros 

organismos. Embora mais estudos sejam necessários para entender o papel ecológico da 

microcistina nessas interações, estes estudos mostram que a regulação da síntese de toxinas é 

reflexo de vários fatores que atuam sinergicamente colaborando para toxicidade de uma cepa 

de cianobactéria. 
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2       OBJETIVOS 

 

2.1    Objetivo geral 

 

 Investigar a interação entre cepas de cianobactéria e uma cepa de clorofícea em 

condições de cultivo, buscando ampliar o conhecimento sobre as condições que 

determinam o sucesso de uma dada espécie em detrimento de outra no ambiente. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Testar o efeito da matéria orgânica excretada por diferentes cepas de cianobactéria do 

gênero Microcystis sobre uma cepa da clorofícea Monoraphidium contortum, 

avaliando alterações no crescimento e concentração de clorofila a. 

  Testar o efeito da matéria orgânica excreta por M. contortum sobre uma cepa de 

Microcystis cf. aeruginosa tóxica, isolada do mesmo ambiente, avaliando alterações 

no crescimento e concentração de clorofila a e produção de microcistinas. 

   Testar o efeito da matéria orgânica excreta por M. contortum sobre uma cepa de M. 

aeruginosa não tóxica, isolada de outro ambiente, avaliando alterações no crescimento 

e concentração de clorofila a. 

    Testar o efeito do cultivo misto de M. contortum e M. cf. aeruginosa tóxica ou M. 

aeruginosa não tóxica avaliando alterações no crescimento da cianobactéria e da 

clorofícea e produção de microcistinas pela cianobactéria. 

    Testar o efeito da matéria orgânica excreta por cultivos mistos de M. contortum e M.  

cf. aeruginosa tóxica sobre M. contortum e M. cf. aeruginosa tóxica, avaliando 

alterações no crescimento, na concentração de clorofila a e produção de microcistinas. 
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3       METODOLOGIA 
 
 
3.1   Cepas utilizadas  
 

Neste estudo foram utilizadas três cepas tóxicas de cianobactéria (produtoras de 

microcistinas) da espécie Microcystis aeruginosa (MILJ-04), Microcystis cf. aeruginosa 

(MIRF-01, MILJ-48), uma cepa de Microcystis aeruginosa não tóxica (MICD-01) e uma cepa 

de clorofícea da espécie Monoraphidium contortum (MORF-01). As cepas MIRF-01 e 

MORF-01 foram isoladas do reservatório do Funil, localizado no município de Resende, RJ. 

A cepa MICD-01 foi isolada de um reservatório de água do bairro de Cidade de Deus, RJ. As 

cepas MILJ-04, MILJ-48 foram isoladas da Lagoa de Jacarepaguá, RJ. 

A cepa da espécie de Monoraphidium (MORF-01) utilizada é mostrada na figura 2. As 

cepas de Microcystis utilizadas nesse trabalho possuem tamanhos distintos de 7,5 e 4,0 m de 

diâmetro (os resultados correspondem à média de 90 células) são mostradas nas figuras 3 

(MIRF-01) e 4 (MICD-01), respectivamente. As imagens foram obtidas por microscopia ótica 

(Olympus BX-50), com um aumento de 100 vezes. 

 
                                   
                          Figura 2: Cepa de Monoraphidium contortum (MORF-01) 



 15

 
                             
                  Figura 3: Cepa tóxica de Microcystis cf. aeruginosa (MIRF-01) 
 
 
 
                          

      
                                     
                     Figura 4: Cepa não-tóxica de Microcystis aeruginosa (MICD-01) 
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3.2    Condições de cultivo de células 

As cepas foram mantidas em meio de cultura ASM-1 com pH ajustado para 8,0 

(Gorham et al.,1964), temperatura ambiente de 24±2ºC e fotoperíodo de 12/12 horas 

luz/escuro. As culturas utilizadas eram não axênicas. Para manutenção das culturas de 

clorofíceas foi adicionada ao meio uma solução (1mL/L) contendo as vitaminas tiamina 

(0,1mg/L), biotina (0,5g/L) e B12 (0,5g/L).  

Em condições experimentais, os cultivos foram realizados com aeração constante e sob 

intensidade luminosa de 140 E.m-2.s-1. 

 

3.3    Contagem de células 

O crescimento celular foi acompanhado por meio de contagem de células realizada em 

microscópio ótico, utilizando uma câmara de Fuchs-Rosenthal. A cepa MIRF-01 foi 

submetida a um tratamento para romper as colônias. Esse tratamento consiste na adição de 

NaOH 1M na proporção de 2:1 (amostra:solução) e aquecimento em banho maria a 60ºC por 

10 minutos. Com esse tratamento as células da cepa MIRF-01 foram separadas da mucilagem, 

permitindo assim a contagem individual das células. No caso dos cultivos mistos, as células 

das cepas MIRF-01 e a cepa MORF-01 foram contadas em câmaras separadas, pois devido ao 

tratamento para romper as colônias da cepa MIRF-01, as células da clorofícea passaram a 

ficar aglutinadas. 

As taxas de crescimento () foram determinadas conforme a fórmula descrita em Fogg e 

Thake (1987) apresentada abaixo:  

 = (ln N2 - ln N1)/(t2-t1) 

Onde: 

 = taxa de crescimento 

N1 e N2 = número de células/mL nos tempos t1 e t2 
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Também foi determinado o rendimento máximo das culturas (R), que corresponde ao 

número máximo de células atingido ao final do cultivo subtraído do número de células no 

inóculo inicial.   

 

3.4    Determinação da concentração de clorofila a 

A concentração de clorofila a foi determinada, após filtração de um volume conhecido 

das amostras em filtro de borossilicato (13mm). Posteriormente, foi adicionado a este filtro 

um volume determinado de acetona 90%. Esta suspensão foi agitada em Vortex e incubada 

por 20 horas no escuro, a 4ºC. Após incubação, a suspensão foi centrifugada a 1600g por 15 

min (Eppendorf - modelo 5403) e 3mL do sobrenadante foram utilizados para determinar a 

concentração de clorofila a por espectrofotometria (Shimadzu - UV mini 1240). A leitura foi 

feita a 664 e a 750nm, para correção da turbidez. Em seguida, a amostra foi acidificada com 

0,1mL de HCl 0,1N para descontar a concentração de feofitina a, levemente agitada, e após 

90s a leitura foi realizada a 665 e a 750nm. Os cálculos para obtenção da concentração de 

clorofila a estão descritos no manual para métodos padrão (APHA, 1995).  

 

3.5    Determinação da  concentração de microcistinas 

Um volume conhecido de cultivo foi retirado em cada condição experimental e passado 

em filtro de borossilicato (47mm). Os filtros foram utilizados para analisar o conteúdo de 

toxina intracelular. Os filtrados foram utilizados para determinar a concentração de 

microcistinas na porção dissolvida.  

A extração de microcistinas intracelulares foi realizada a partir do material retido nos 

filtros. Estes foram picotados para facilitar a extração, e em seguida foi adicionado     

metanol:ácido trifluoracético (TFA) 0,1% (Barco et al., 2005) até cobri-los por inteiro. Após 1 

hora em agitação constante, o extrato foi centrifugado a 3000g por 15 min. O processo foi 
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repetido por mais duas vezes com o precipitado. Os sobrenadantes foram recolhidos ao final 

de cada centrifugação e reunidos para evaporação total sob fluxo de ar comprimido. Esse 

material foi ressuspenso em 20mL de água MILLI-Q e passado em cartucho com 2g da resina 

HP-20 (Supelco) para concentrar e purificar o extrato.  

No caso dos filtrados, utilizados para determinar a concentração de microcistinas na 

porção dissolvida, esses foram passados diretamente no cartucho. 

Os cartuchos foram previamente ativados com a passagem de 20mL de metanol 100%, 

seguido de 20mL de água MILLI-Q. Após a passagem da amostra, foi feita a lavagem com 

10mL metanol 10%, 10mL metanol 20% e 10mL metanol 30%, respectivamente. Todas estas 

frações foram descartadas e o material retido no cartucho foi eluído com 20mL de       

metanol:TFA 0,1%. Esta fração foi evaporada totalmente sob fluxo de ar comprimido e 

ressuspensa em 2mL de metanol:TFA 0,1%.  

Após 1 hora em agitação constante para solubilização, essa amostra foi filtrada em 

filtros de celulose regenerada (0,45m, 13mm). Na condição experimental 3.7.7 foram 

utilizados cartuchos de 1g de ODS (Bakerbond - 7466-07 - Octadecyl - Polar Plus). A pré-

ativação desses cartuchos e o procedimento para concentrar e purificar cada extrato foi 

realizado da mesma forma que para o cartucho de resina HP-20. 

As análises para determinar a concentração de microcistinas foram realizadas pela 

técnica de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC). O sistema de HPLC e as 

condições cromatográficas utilizadas estão descritas nas tabelas 2 e 3, respectivamente. 
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Tabela 2 – Descrição dos componentes do sistema HPLC utilizado (Shimadzu)  

Componentes Descrição 

Detector U.V./Vis - Detector de diiodo - SPDM10Avp 

Bomba LC-10AT VP 

Loop 100L 

Coluna C18 , Lichrospher 100 RP (fase reversa) - 18, 125 x 4mm, 5m 

Aplicativo LZ Workstation Class - vp 

 

 

Tabela 3 – Descrição das condições de cromatografia analítica utilizada 

Parâmetros Condição 

Fluxo 1mL/min 

Volume injetado 100L 

U.V. Espectro de absorção de 195 a 300nm 

Fase móvel Condição isocrática; 72% de acetato de amônia 20mM, pH 5,0 e 28% 

de acetonitrila (grau HPLC) 

Detecção 238nm 

Tempo 15 min 

 

 

O espectro de absorção de cada pico obtido nos cromatogramas foi analisado e 

comparado com o espectro obtido a partir de uma solução padrão de microcistina-LR. Para 

calcular as concentrações foram utilizadas as áreas dos picos com similaridade igual ou 
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superior a 99% do padrão. A quantificação foi feita com base numa curva, previamente 

estabelecida, com concentrações variáveis da microcistina padrão nas mesmas condições da 

cromatografia analítica utilizada. 

 

3.6    Tratamento estatístico dos dados 

O tratamento estatístico das taxas de crescimento, do rendimento celular, da 

concentração de clorofila a e de microcistinas nas diferentes condições de cultivo, exceto para 

a condição experimental 3.7.6, foi realizado através do Teste de Kruskal-Wallis (ANOVA), 

seguido pelo Teste de Dunn para comparação entre a condição controle e cada tratamento. As 

taxas de crescimento, o rendimento celular e a concentração de microcistinas na condição 

experimental 3.7.6 foram analisados através da comparação entre a condição monoespecífica  

e a condição de cultivo misto através do Teste U de Mann-Whitney. Para ambos os testes o 

valor de p≤0,05 foi considerado significativo. Os testes foram realizados utilizando-se o 

programa GraphPad Instat, versão 3.06.  

 

 
3.7    Experimentos de interação entre Monoraphidium e Microcystis 
 
 
 
3.7.1 Avaliação de características ecofisiológicas de Microcystis  (MIRF-01 e  MICD-01) 

e de Monoraphidium (MORF-01) em  condições monoespecíficas  
 

Inicialmente foram realizados cultivos monoespecíficos (em triplicata) de cada cepa por 

16 dias, nas condições de cultivo descritas no item 3.2. A partir de contagem de células/mL a 

cada dois dias, foram estabelecidas as curvas de crescimento das cepas MIRF-01, MORF-01 e 

MICD-01. A cada quatro dias foram retiradas amostras para determinação da concentração de 

clorofila a e microcistinas intracelulares e dissolvidas (culturas da cepa MIRF-01), como 

descrito nos itens 3.4 e 3.5, respectivamente.  
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3.7.2 Obtenção do meio com matéria orgânica excretada (exudato)  
   

Um volume apropriado de cada cultura foi centrifugado (Sorvall – RC5B) para separar 

o excesso de células, em seguida o meio foi filtrado utilizando filtro de borossilicato. Neste 

meio de cultivo contendo os exudatos foram adicionados nutrientes em concentrações 

equivalentes aquelas do mesmo volume de meio ASM-1. A seguir, o exudato foi esterilizado 

por filtração, utilizando filtro de poro 0,22m (Millipore - GV-PVDF - 47mm), em aparato 

de filtração estéril ou utilizando um sistema de filtração estéril com de poro de 0,22m (TTP 

– 85x85x213mm – reservatório de 500mL), no caso de volumes maiores.  Desses exudatos 

foi retirada uma alíquota para determinar o valor do pH e avaliar se estava próximo ao valor 

do meio de cultivo (8,0), mas os valores não foram corrigidos. Posteriormente, cada exudato 

foi distribuído nas devidas proporções em meio ASM-1. 

 
 
3.7.3 Avaliação de características ecofisiológicas de Monoraphidium (MORF-01) na 

presença do meio com exudato de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01) 
 

Para investigar a influência dos produtos excretados pelas cepas de Microcystis 

 MIRF-01 ou MICD-01 sobre a cepa de Monoraphidium MORF-01, foram utilizados como 

parâmetros o número de células/mL e a concentração de clorofila a da clorofícea. Os exudatos 

de Microcystis MIRF-01 e MICD-01 foram obtidos a partir da matéria orgânica excretada no 

meio de cultivo (550mL) de culturas em fase de crescimento correspondente ao final da fase 

exponencial com 9 e 11 dias, respectivamente para cada cepa, como descrito no item 3.7.2. 

Cada exudato foi distribuído nas proporções de 5, 10 ou 50% em meio ASM-1 para um 

volume final de 150mL em Erlenmeyer ou balões de 250mL (5 réplicas para cada condição). 

O inóculo da cepa MORF-01 foi de aproximadamente 5,5x105 células/mL. O tempo 

experimental foi de 12 dias, baseado na curva de crescimento. As condições de cultivo estão 

descritas no item 3.2. As amostragens foram feitas nos dias 0, 3, 6 e 12 de cultivo para 

contagem de células/mL e 0, 6 e 12 para determinação da concentração de clorofila a.  



 22

3.7.4 Avaliação de características ecofisiológicas de Monoraphidium (MORF-01) na 
presença do meio com exudato de diferentes cepas tóxicas de Microcystis      
(MIRF-01, MILJ-04 ou MILJ-48) 

 
A fim de investigar a especificidade da resposta da cepa de Monoraphidium MORF-01 

aos produtos excretados por cianobactérias, foram utilizadas outras duas cepas tóxicas 

(produtoras de microcistina) de Microcystis do banco de cultura do Laboratório de 

Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias, MILJ-04 e MILJ-48. Nesse experimento 

foram utilizados como parâmetros o número de células e a concentração de clorofila a da 

clorofícea. Os exudatos foram obtidos a partir da matéria orgânica excretada no meio de 

cultivo (350mL) de culturas de Microcystis (MIRF-01, MILJ-04 e MILJ-48) em fase de 

crescimento correspondente ao final da fase exponencial com 9 dias, como descrito no item 

3.7.2. Cada meio com exudato foi distribuído na concentração de 50% em ASM-1 para um 

volume final de 150mL em balões de 250mL. O experimento foi realizado com 4 réplicas 

para cada condição. O inóculo da cepa MORF-01 foi de aproximadamente 1,0x106 

células/mL. O tempo experimental foi de 3 dias. Nesse caso foi decidido reduzir o tempo 

experimental, uma vez que dados da literatura mostram que o efeito causado pela adição de 

um exudato geralmente é observado no início do cultivo. As condições de cultivo utilizadas 

estão descritas no item 3.2, entretanto os cultivos não foram aerados. As amostragens foram 

realizadas somente no último dia de cultivo para contagem de célula/mL e determinação da 

concentração de clorofila a.  

 

3.7.5 Avaliação de características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01) 
na presença do meio com exudato de Monoraphidium (MORF-01) 

 
Para investigar a influência dos produtos excretados pela cepa de Monoraphidium 

MORF-01 sobre as cepas de Microcystis MIRF-01 ou MICD-01 foram utilizados como 

parâmetros o número de células/mL, a variação da concentração de clorofila a e de 

microcistinas intracelulares. O exudato da cepa MORF-01 foi obtido a partir da matéria 
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orgânica excretada no meio de cultivo (3,5L) de uma cultura em fase de crescimento 

correspondente ao final da fase exponencial com 11 dias, como descrito no item 3.7.2. Esse 

meio com exudato foi distribuído nas proporções de 5, 10 ou 50% em ASM-1 para um 

volume final de 150mL em balões de 250mL (MICD-01) ou 1000mL em balões 3L (MIRF-

01). O experimento foi realizado com 4 réplicas para cada condição. O inóculo da cepa 

MIRF-01 e da cepa MICD-01 foi de aproximadamente 5,5x105 células/mL. O tempo 

experimental também foi de 12 dias, baseado na curva de crescimento, como no experimento 

descrito no item 3.7.3. As condições de cultivo estão descritas no item 3.2. As amostragens 

foram feitas nos dias 0, 3, 6 e 12 de cultivo para contagem de células/mL e 0, 6 e 12 para 

determinação da concentração de clorofila a. A amostragem para determinação da 

concentração de microcistinas intracelulares foi realizada somente no último dia de cultivo 

(entre o final da fase exponencial e o início da estacionária). 

 
 
3.7.6 Avaliação do crescimento das cepas de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01) e da 

cepa de Monoraphidium (MORF-01) em condições de cultivo misto 
 

Neste experimento foi avaliada a influência do contato direto entre Monoraphidium e 

Microcystis sobre o número de células/mL e a concentração intracelular de microcistinas. Para 

isso foram preparados 3 cultivos mistos na proporção de 1:1 entre Monoraphidium MORF-01 

e Microcystis tóxica MIRF-01 e outros 3 entre Monoraphidium MORF-01 e Microcystis não 

tóxica MICD-01. Também foram feitos cultivos monoespecíficos de cada cepa em triplicata 

para comparar com os cultivos mistos. Os inóculos foram de aproximadamente 6,0x105 

células/mL em balões de 3L. O tempo experimental teve como objetivo acompanhar o cultivo 

somente até 6º dia da fase exponencial. As condições de cultivo utilizadas estão descritas no 

item 3.2. As amostragens foram realizadas nos dias 0, 3 e 6 para contagem de células/mL, e 

para determinação da concentração de microcistinas somente no último dia de crescimento 

(6). 
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3.7.7 Avaliação de características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01) e de 
Monoraphidium (MORF-01) na presença do meio com exudatos de cultivos mistos  

 
 

A presença do competidor pode induzir a produção de compostos diferentes daqueles 

produzidos por um organismo crescendo em ambiente onde não há disputa por recursos. 

Dessa forma, foram utilizados meios com exudatos de cultivos mistos para verificar se existe 

diferença de resposta quanto ao número de células/mL e à concentração de clorofila a em 

comparação ao efeito do exudato de culturas monoespecíficas. Para isso, foram feitos cultivos 

mistos entre MIRF-01 e MORF-01, em três proporções diferentes: inóculo incial de 80% de 

MIRF-01 e 20% de MORF-01 (cultivo A), inóculo incial de 50% de MIRF-01 e 50% de 

MORF-01 (cultivo B), e inóculo incial de 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (cultivo C). 

Cada cultivo continha um total de 1,0x106 células/mL. Após período de seis dias de interação 

entre as duas espécies em cultivo misto, o exudato foi obtido a partir de um volume de 500ml 

de cada cultivo, como descrito no item 3.7.2. Cada meio com exudato foi distribuído nas 

proporções de 50 e 100% em ASM-1 para um volume final de 100mL, em Erlenmeyer ou 

balões de 250mL (3 réplicas para cada condição). O inóculo da cepa MORF-01 foi de 

aproximadamente 7,0x105 células/mL. O tempo experimental teve como objetivo acompanhar 

o cultivo somente até 6º dia da fase exponencial. As condições de cultivo estão descritas no 

item 3.2. As amostragens para contagem de células/mL e determinação da concentração de 

clorofila a foram feitas nos dias 0, 2, 4 e 6 de cultivo.  

Os mesmos tipos de cultivos (A, B e C) também foram utilizados para avaliar a resposta 

da cepa MIRF-01 em relação ao número de células/mL, concentração de clorofila a e 

microcistinas intracelulares. Cada meio com exudato foi distribuído na proporção de 50% em 

ASM-1 para um volume final de 400mL em Erlenmeyer de 1L (3 réplicas para cada 

condição). O inóculo de MIRF-01 foi de aproximadamente 5,5x105 células/mL. O tempo 

experimental teve como objetivo acompanhar o cultivo até 6º dia da fase exponencial. No 
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entanto, o experimento foi estendido até o 12º dia para avaliar a produção de microcistinas. 

As condições de cultivo estão descritas no item 3.2. As amostragens foram feitas nos dias 0, 

2, 4, 6 e 12 para contagem de células/mL e determinação da concentração de clorofila a. As 

amostragens para determinação da concentração de microcistinas intracelulares foram 

realizadas em duas fases de crescimento diferentes, que corresponderam ao 4º (fase 

exponencial) e 12º (entre o final da exponencial e início  estacionária) dia de cultivo. 

 
Tabela 4 – Resumo das condições dos experimentos de interação entre Monoraphidium e 
Microcystis 

Experimentos Tempo 
experimental 

Concentrações  Idade do 
exudato 

 
  Monoraphidium (MORF-01) 
     + exudato de Microcystis 
      (MIRF-01 ou MICD-01) 

 
 

12 dias 

 
5, 10 ou 50% 

dos exudatos 

 
9 dias (MIRF-01) 

11 dias (MICD-01)

 
Monoraphidium (MORF-01) 

+ exudato de Microcystis 
(MIRF-01, MILJ-04  

ou MILJ-48) 
 

 
 

3dias 

 
 

50% 
dos exudatos 

 
 

9 dias 

 
Microcystis 

 (MIRF-01 ou MICD-01) 
+ exudato de Monoraphidium 

(MORF-01) 
 

 
 

12 dias 

 
5, 10 ou 50% 
dos exudatos 

 
 

11 dias 

 
Cultivo misto de 

Microcystis 
 (MIRF-01 ou MICD-01) 

+ Monoraphidium 
 (MORF-01) 

 
 

 
6 dias 

 
            50% 

Microcystis 
+ 

             50% 
Monoraphidium 

 
 
 

- 

 
Microcystis (MIRF-01) 

+ exudato de cultivos mistos 
 

 
6 dias 

 
50 ou 100%  
dos exudatos 

 
6 dias 

 
Monoraphidium (MORF-01) 
+ exudato de cultivos mistos 

 

 
6 dias 

 
50% dos exudatos 

 
6 dias 
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4        RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.2     Características ecofisiológicas das cepas de Microcystis (MIRF-01 e  MICD-01) e    
          da cepa de Monoraphidium (MORF-01) em condições monoespecíficas 
  
 
4.1.1 Crescimento celular 

As curvas de crescimento das cepas de Microcystis (MIRF-01 e MICD-01) e da cepa de 

Monoraphidium (MORF-01) são mostradas nas figuras 5 e 6, respectivamente.  

A partir das curvas de crescimento obtidas, foram calculados a taxa de crescimento e o 

rendimento celular. Como pode ser observado na figura 7a, a cepa de Microcystis MIRF-01 

apresenta uma taxa de crescimento () menor que da cepa MICD-01. A cepa MORF-01 

apresentou a maior taxa de crescimento entre as três cepas estudadas. Entretanto, as cepas 

MICD-01 e MORF-01 apresentam um rendimento de células (R) similar ao fim do cultivo, 

enquanto a cepa MIRF-01 mostra um rendimento mais baixo (fig. 7b). A replicação celular 

depende basicamente da taxa de absorção de nutrientes e da taxa fotossintética. Como as 

clorofíceas entre elas a espécie de Monoraphidium, podem ser encontradas em ambientes 

repletos de recursos, estas apresentam metabolismo eficiente para converter estes recursos em 

reprodução. Assim, geralmente apresentam taxas de crescimento mais elevadas que as 

cianobactérias (Reynolds, 2006).  
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Fig. 5 –  Curva de crescimento de Microcystis, MIRF-01 (●) e MICD-01 (▲) em meio ASM-1, com aeração, 
temperatura ambiente de 24±2ºC, fotoperíodo de 12/12 horas luz/escuro e sob intensidade luminosa de   
140E.m-2.s-1. Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão. 
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Fig. 6 – Curva de crescimento de Monoraphidium MORF-01 (■) em meio ASM-1, com aeração, temperatura 
ambiente de 24±2ºC, fotoperíodo de 12/12 horas luz/escuro e sob intensidade luminosa de .m-2.s-1. Os 
resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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         Fig. 7 - Taxas de crescimento (7a,  e rendimento das células (7b, R) de Microcystis MIRF-01, MICD-01 
e  Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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4.1.2 Produção de clorofila a 

No caso de Microcystis, a concentração de clorofila a por célula durante o crescimento 

da cepa MIRF-01 é maior do que da cepa MICD-01 (fig. 8). No entanto, os valores diminuem 

a partir do dia 12, quando as células começam a entrar em fase estacionária. Os altos desvios 

observados nas réplicas da cepa MIRF-01 não permitem maiores considerações sobre a 

variação da concentração de clorofila a durante o desenvolvimento do seu cultivo. 

A produção de clorofila a por célula de Monoraphidium MORF-01 (fig. 9) aumenta 

durante o crescimento, especialmente entre o dia 8 e dia 12. A partir do dia 12 a concentração 

começa a diminuir, como visto para Microcystis, devido à desaceleração do crescimento 

celular.  
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Fig. 8 - Variação da concentração de clorofila a durante o crescimento de Microcystis MIRF-01 (●) e MICD-01 
(▲). Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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Fig. 9 - Variação da concentração de clorofila a durante o crescimento de Monoraphidium MORF-01 (■). Os 
resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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4.1.3 Produção de microcistinas pela cepa de Microcystis MIRF-01 

A concentração de microcistinas intracelulares foi mais elevada no 16º dia de 

crescimento da cepa MIRF-01 (fig. 10), momento em que as células já entraram em fase 

estacionária. Nesta cepa, a produção não é mais intensa durante a fase exponencial como 

observado em outros estudos (Kearns e Hunter, 2001; Song et al. 2006, Watanabe et al., 

1989). Assim, na cepa MIRF-01, a produção de toxina ocorreu como já foi visto por 

Watanabe e Oishi (1983), que citaram maior toxicidade de uma cepa de M. aeruginosa após o 

término da fase exponencial e início da fase estacionária. 

 No meio em que as células foram cultivadas foram detectadas baixas concentrações de 

microcistinas dissolvidas em todos os tempos amostrais (fig. 10). Foram obtidos valores de 

28, 6, 14 e 7% do total de microcistinas produzidas nos dias 4, 8, 12 e 16 de crescimento, 

respectivamente (fig. 10). Estas concentrações não são muito diferentes do que geralmente é 

encontrado no meio extracelular, cerca de 10% do conteúdo intracelular (Babica et al., 2007). 

Isto indica que parte da toxina produzida pode ter sido excretada durante o crescimento, tendo 

em vista que, um estudo de Pearson et al. (2004) já sugeriu a existência de transporte ativo de 

microcistinas durante o crescimento celular. Outra possibilidade é que as toxinas podem ter 

sido liberadas de células que eventualmente sofreram lise durante o processo de filtração. As 

microcistinas dissolvidas não foram detectadas em maior concentração na fase estacionária 

decorrente da morte celular e conseqüente liberação para o meio extracelular, como relatam 

alguns estudos (Rapala et al., 1997). Entretanto, como no 16º dia as células ainda estão no 

começo da fase estacionária, este aumento poderia ocorrer posteriormente.  

A produção de toxina da cepa MIRF-01 durante o crescimento variou de 0,067 (±9%) a 

0,154 (±16%) g de microcistinas em 106 células. Na literatura, a apresentação dos dados 

mais utilizada é por peso seco, o que dificulta a comparação da produção de toxina da cepa 

MIRF-01 com os valores encontrados em outras cepas de Microcystis. Por outro lado, um 



 32

estudo realizado por Domingos (2001) apresenta em concentração de microcistinas em 106 

células e permite fazer essa comparação. A cepa NPLJ-47, a mais tóxica entre as treze cepas 

de Microcystis aeruginosa isoladas da Lagoa de Jacarepaguá, R.J., apresentou concentração 

variando de 0,07ng a 0,4g de microcistinas em 106 células. Apesar do estudo ter sido 

realizado em diferentes condições de cultivo e sob intensidade luminosa menor                   

(70E.m-2.s-1), serve de parâmetro para produção de toxina apresentada pela cepa MIRF-01, 

que apresentou concentração de microcistinas intermediária.  
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Fig. 10 - Variação da concentração de microcistinas intracelulares e extracelulares durante o crescimento de 
Microcystis MIRF-01. Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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4.2    Características ecofisiológicas de Monoraphidium (MORF-01) na presença do    
         meio com exudato das cepas de Microcystis (MIRF-01 ou  MICD-01) 
 

4.2.1 Crescimento celular 

A cepa de Monoraphidium contortum MORF-01 cultivada na presença de 10% de 

exudato de Microcystis tóxica MIRF-01 apresentou uma taxa de crescimento () 

significativamente menor (p<0,05) em relação ao controle (meio ASM-1) (fig. 11 e 13a). O 

rendimento de células no final do cultivo também foi menor, embora não significativo (fig. 

13b). Com 5% do exudato a taxa de crescimentotambém se apresentou reduzida. No entanto, 

o valor obtido não foi significativamente diferente do controle. No 3º dia de cultivo, o número 

de células/mL em relação ao controle foi menor nas três concentrações utilizadas do exudato, 

contudo esta redução no crescimento  também não foi significativa (fig. 11).  

Na presença do exudato da cepa de Microcystis não tóxica (MICD-01), as culturas da 

cepa MORF-01 não apresentaram taxas de crescimento significativamente diferentes da 

condição controle (fig 14a). Entretanto, na concentração de 50% do exudato no meio de 

cultivo, o número de células/mL obtido foi maior no terceiro e no sexto dia em relação ao 

controle (fig. 12), embora não significativo. O rendimento de células no final do cultivo foi 

menor nas concentrações de 5 e 10%, embora não tenha sido significativamente diferente em 

relação ao controle (fig. 14b).  

Assim, baixas concentrações do exudato das duas cepas de Microcystis parecem ter 

efeito inibitório sobre o crescimento da cepa de Monoraphidium, mas de forma geral, pode-se 

assumir que os produtos excretados por estas cepas não afetam significativamente a cepa 

MORF-01, nessas condições utilizadas. 

Algumas considerações podem ser feitas a respeito dos resultados obtidos. Por exemplo, 

a idade do exudato utilizado pode interferir no tipo de resposta induzida. Neste experimento, 

foram utilizados exudatos de culturas de Microcystis no final da fase exponencial, uma vez 
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que é nesta fase que as células estão metabolicamente ativas na qual poderia haver maior 

concentração de possíveis infoquímicos. Entretanto, alguns estudos observaram resultados 

distintos com o uso do exudato da fase exponencial (Figueredo et al., 2007; Suikkanen et al., 

2004) ou da fase estacionária (Rengefors e Legrand, 2001). Assim, nossos resultados 

poderiam ser diferentes testando-se o efeito do exudato de outros momentos fisiológicos das 

células. Outro aspecto importante é que a condição experimental utilizada pode não ter sido 

favorável à produção de infoquímicos, especialmente aleloquímicos. Tendo em vista que 

geralmente a produção destes compostos é induzida por alguma situação de estresse (von 

Elert e Jüttner, 1996; Legrand et al., 2003), a inclusão de um fator limitante no experimento 

poderia ter alterado os resultados. 

 Esperava-se uma resposta diferenciada entre as duas cepas de Microcystis, uma vez 

que, a cepa MIRF-01 foi isolada do mesmo ambiente que a cepa de Monoraphidium MORF-

01, enquanto a cepa MICD-01 foi isolada de outro ambiente, o que não foi observado. Outra 

característica que as diferencia é que a cepa MIRF-01 é tóxica, enquanto a cepa MICD-01 

nunca apresentou toxicidade por meio das técnicas utilizadas em nosso laboratório. No 

entanto, nenhuma das duas características parecem ter influenciado a resposta.  

 Como a literatura mostra que a sensibilidade aos produtos excretados por uma cepa é 

espécie-específica (Babica, 2007), não é de se estranhar que o exudato de uma cianobactéria 

não apresente um efeito sobre a clorofícea. Se forem isolados de um mesmo ambiente, alguns 

organismos podem ter desenvolvido resistência a um infoquímico, por exemplo, que possua 

um efeito inibitório (Legrand et al., 2003). 
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Fig. 11 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MIRF-01 no crescimento de 
Monoraphidium  MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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Fig. 12 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MICD-01 no crescimento de 
Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
 

 
 



 36

 
 
 

                 
 

               

8,4x107

8,6x107

6,3x107

8,1x107

 
 

 

Fig. 13 - Taxas de crescimento (13a,  e rendimento das células (13b, R) de Monoraphidium MORF-01 
crescida na presença de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MIRF-01. Os resultados 
representam a média (n=4) ± desvio padrão.  O * indica que o valor é significativo (p<0,05) em relação ao 
controle. 
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Fig. 14 - Taxas de crescimento (14a, ) e rendimento das células (14b, R) de Monoraphidium MORF-01 crescida 
na presença de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MICD-01. Os resultados representam 
a média (n=4) ± desvio padrão.  
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4.2.2 Produção de clorofila a  

Os exudatos das cepas de Microcystis não induziram alteração significativa na 

concentração de clorofila a de Monoraphidium MORF-01. No entanto, as concentrações mais 

baixas do exudato da cepa MIRF-01 (5 e 10%) e da cepa MICD-01 (5%) parecem induzir um 

aumento do pigmento no sexto dia de crescimento (fig. 15 e 16).  

Os organismos fotossintetizantes que competem num mesmo ambiente disputam pela 

luz e por isso, alvos bioquímicos participantes do processo fotossintético, como a síntese de 

pigmentos e efeitos fotooxidativos associados, podem sofrer inibição por moléculas bioativas 

produzidas e excretadas pelos competidores (Smith e Doan, 1999). Jia et al. (2008) já 

demonstraram que o filtrado de culturas de Microcystis aeruginosa foi capaz reduzir o 

conteúdo de clorofila a da clorofícea Scenedesmus obliquus. Entretanto, assim como foi 

observado para o crescimento celular (item 4.2.1), os produtos excretados pelas duas cepas de 

Microcystis utilizadas também não reduziram significativamente a produção de clorofila a na 

cepa de Monoraphidium MORF-01, nessas condições utilizadas. 
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Fig. 15 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MIRF-01 na concentração de 
clorofila a de Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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Fig. 16 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Microcystis MICD-01 na concentração de 
clorofila a de Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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4.3    Características ecofisiológicas de Monoraphidium (MORF-01) na presença do    
         meio com exudato de diferentes cepas de Microcystis 
 
 
4.3.1 Crescimento celular 

Neste experimento, a cepa de Monoraphidium (MORF-01) apresentou aumento do 

número de células quando cultivada na presença de 50% do exudato das cepas de 

Microcyistis, MILJ-04 e MILJ-48, além da cepa utilizada anteriormente (MIRF-01), único 

caso em que o aumento foi significativo em relação ao controle (p<0,01) (fig. 17). Este efeito 

do exudato da cepa MIRF-01 sobre as células da cepa MORF-01 não tinha sido observado no 

experimento anterior, discutido no item 4.2.1.  
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Fig. 17 - Efeito de 50% do exudato (em meio de cultivo ASM-1) de três cepas diferentes de Microcystis (MIRF-
01, MILJ-04 e MILJ-48) no nº. de células/mL de Monoraphidium MORF-01. Os resultados representam a média 
(n=4) ± desvio padrão.  

 

 

Isto se deve, possivelmente, à mudança de uma das condições de cultivo. Como o 

experimento durou apenas três dias, não foram utilizados sistemas de aeração nas culturas. 

Estas foram apenas agitadas três vezes ao dia. Esta mudança pode ter alterado o pH do meio. 
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No entanto, o valor do pH nas culturas ao final do experimento não foi determinado para 

confirmação. Nestas condições, a cepa de Monoraphidium apresentou taxa de crescimento 

inferior (0,29) quando comparada à taxa dos cultivos com aeração (0,57).   

Esta condição pode ter influenciado a resposta de Monoraphidium MORF-01 aos 

produtos excretados pelas cepas de Microcystis ou ter influenciado a estabilidade de alguma 

molécula, pois o pH em cultura sem aeração tende a ser menor do que naquelas aeradas. Em 

culturas da bactéria Erwinia chrysanthemi que cresceram em condições aeróbicas, foi 

observado que uma molécula sinalizadora de quorum sensing foi inativada devido à 

alcalinização do meio (Barnard e Salmond, 2004). Assim, as células logo entraram na fase 

estacionária, o que não foi visto em condições anaeróbias. O estudo de Barnard e Salmond 

(2004) mostrou como a variação do pH pode interferir na comunicação celular através de 

infoquímicos. Assim, os processos físicos ou físico-químicos induzidos pela aeração no 

cultivo podem ter influenciado a resposta da interação entre essas duas cepas. Nesse caso, 

havendo acidificação em cultivo não aerado, no qual foi verificado um aumento no número de 

células em relação ao controle, pode ter ocorrido uma resposta talvez a algum sinalizador. 

As taxas de crescimento (fig.18a) e o rendimento (fig.18b) obtido na presença dos três 

exudatos foram maiores que aqueles obtidos no controle. Entretanto, somente o cultivo com o 

exudato da cepa MIRF-01 apresentou um aumento significativo (p<0,01). Apesar da produção 

de microcistinas ser característica comum às três cepas de Microcystis testadas nessa etapa, 

não se pode comparar a hipótese da microcistina ter participação nesta resposta, uma vez que 

a concentração de toxina nos exudatos não foi analisada. Sabe-se apenas que toxinas 

dissolvidas no meio foram detectadas durante o crescimento da cepa MIRF-01 (fig. 10b). Esta 

hipótese está parcialmente de acordo com os autores Sedmak e Kosi (1998) que observaram 

um aumento da proliferação celular de Monoraphidium contortum na presença de 

microcistina, e como os experimentos foram realizados em placas, as culturas não foram 
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aeradas. Entretanto, o efeito foi observado somente nas culturas crescidas sob baixa 

intensidade luminosa (4 E.m-2.s-1) e não foi observada proliferação das células crescidas sob 

intensidade mais elevada (40 E.m-2.s-1). No presente trabalho, as culturas cresceram sob alta 

intensidade luminosa (140 E.m-2.s-1), porém diferente da utilizada por Sedmak e Kosi 

(1998). Seria necessário testar o efeito da microcistina purificada sobre a cepa MORF-01 para 

confirmar esta hipótese. 
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Fig. 18 - Taxas de crescimento (18a, ) e rendimento das células (18b, R) de Monoraphidium MORF-01 crescida 
na presença de 50% do exudato da cepa MIRF-01, MILJ-04 e MILJ-48. Os resultados representam a média 
(n=4) ± desvio padrão. Os * * indicam que os valores são significativos (p<0,01) em relação ao controle. 
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4.3.2 Produção de clorofila a 

 
A concentração de clorofila a de Monoraphidium foi reduzida significativamente 

(p<0,05) somente pelo exudato de Microcystis MIRF-01 (fig. 19). O estímulo ao crescimento 

induzido pela presença de 50% do exudato de MIRF-01 foi acompanhado de redução do 

conteúdo de clorofila a. Esta estratégia pode não ter sido prejudicial para a cepa MORF-01, 

tendo em vista que no 3º dia de cultivo, a densidade celular ainda pode não implicar em auto-

sombreamento. Assim, como deve ter chegado luz suficiente para as células, a redução de 

clorofila a não foi prejudicial naquele momento. Entretanto, os cultivos não foram 

acompanhados por período superior. Um experimento com maior tempo de duração poderia 

trazer maiores esclarecimentos sobre esse resultado.  

 

 

 
 

Fig. 19 - Efeito de 50% do exudato de três cepas diferentes de Microcystis (MIRF-01, MILJ-04 e MILJ-48) na 
concentração de clorofila a de Monoraphidium MORF-01, após três dias de cultivo. Os resultados representam a 
média (n=4) ± desvio padrão. O * indica que o valor é significativo (p<0,05) em relação ao controle. 
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4.4   Características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01 ou  MICD-01) na presença 
do meio com exudato de Monoraphidium (MORF-01) 

 

4.4.1 Crescimento celular 

De maneira geral, as diferentes proporções do exudato de Monoraphidium MORF-01 

não alteraram o crescimento de Microcystis tóxica MIRF-01, como pode ser notado nas 

figuras 20 e 22a. Foi observada apenas uma redução no rendimento das culturas crescidas 

com 5% do exudato, embora não significativa (fig. 22b).  

 Entretanto, a concentração de 10% do exudato de Monoraphidium MORF-01 induziu 

um aumento significativo (p<0,01) na taxa de crescimento de Microcystis não tóxica     

MICD-01 (fig. 23a). O rendimento das células (fig. 23b) de Microcystis MICD-01 não foi 

significativamente diferente.  

Assim, baixas concentrações do exudato de Monoraphidium parecem ter algum efeito 

sobre o crescimento da Microcystis MICD-01, nestas condições utilizadas 
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Fig. 20 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 no crescimento de 
Microcystis MIRF-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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Fig. 21 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 no crescimento de 
Microcystis MICD-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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Fig. 22 - Taxas de crescimento (22a,  e rendimento das células (22b, R) de Microcystis MIRF-01 crescida na 
presença de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01. Os resultados 
representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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Fig. 23 - Taxas de crescimento (23a, ) e rendimento das células (23b, R) de Microcystis MICD-01 crescida na 
presença de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01. Os resultados 
representam a média (n=4) ± desvio padrão. Os ** indicam que o valor é significativo (p<0,01) em relação ao 
controle. 
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4.4.2    Produção de clorofila a 

A concentração de clorofila a não foi alterada significativamente nas culturas das duas 

cepas de Microcystis crescidas com o exudato de Monoraphidium MORF-01. Oliveira (1997) 

também observou que a matéria orgânica excretada pela espécie de clorofícea 

Monoraphidium convolutum em cultivos de 7, 14 e 21 dias de crescimento não induziram  

aumento das concentrações de clorofila a em cultivos da cianobactéria Synechocystis aquatilis 

f. aqualitis. 

 Entretanto, apesar dos desvios altos pode-se observar uma redução no conteúdo de 

clorofila a de Microcystis tóxica MIRF-01 no 6º dia (concentrações de 5 e 10%) e um 

aumento no 12º (concentração de 50%) em relação ao controle (fig. 24). Já no caso da 

Microcystis não tóxica MICD-01, houve uma redução no conteúdo de clorofila a partir do 6º 

dia (concentração de 50% em comparação com as outras concentrações) (fig. 25).  
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Fig. 24 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 na concentração 
de clorofila a de Microcystis MIRF-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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Fig. 25 - Efeito de três concentrações (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 na concentração 
de clorofila a  de Microcystis MICD-01. Os resultados representam a média (n=4) ± desvio padrão.  
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4.5  Crescimento de Microcystis (MIRF-01 ou MICD-01) e de Monoraphidium    
(MORF-01) em condições de cultivo misto 
 

A partir do cultivo misto entre Monoraphidium MORF-01 e Microcystis MIRF-01, 

realizado na proporção de 1:1 da densidade celular de ambas as espécies e com duração de 

seis dias, foi observado que o crescimento de ambas foi reduzido se for comparado aos 

cultivos monoespecíficos (fig.26). Os dados da taxa de crescimento (fig. 28a) e do rendimento 

de células ao final de cultivo confirmam essa redução do crescimento (fig.28b). O rendimento 

da cepa MORF-01 sofreu uma redução de 45% após seis dias de cultivo misto, quando 

comparado à condição monoespecífica; enquanto o rendimento da cepa MIRF-01 sofreu uma 

redução de 35%. Ao final desses seis dias de cultivo misto, a cepa de Monoraphidium MORF-

01 apresentou melhor crescimento do que Microcystis MIRF-01, ficando com 73% do total de 

número de células.  

O cultivo misto entre Monoraphidium MORF-01 e Microcystis MICD-01, realizado 

também na proporção de 1:1 e com duração de seis dias, resultou em menor crescimento para 

ambas as cepas se comparado aos cultivos monoespecíficos (fig.27). As taxas de crescimento 

e o rendimento de células ao final de cultivo misto foram menores que em condições 

monoespecíficas, como pode ser observado nas figuras 29a e 29b, respectivamente. O 

rendimento da cepa MORF-01 sofreu uma redução de 45% após seis dias de cultivo misto, 

quando comparado à condição monoespecífica; enquanto o rendimento da cepa MICD-01 

sofreu uma redução de 35%. No terceiro dia de cultivo misto notou-se que a cepa MICD-01 

apresentava maior nº. de células/mL. Entretanto, no 6º dia, ambas as cepas tinham atingido 

densidades celulares próximas (fig.27).  

O tratamento estatístico desse experimento não encontrou diferenças significativas         

(quando p≤0,05), embora os dados apresentados tenham mostrado diferenças de crescimento. 

A tabela 5 mostra os valores de  p obtidos pelo teste U de Mann-Whitney ao comparar as taxas 

de crescimento () e os rendimentos celulares (R) dos cultivos monoespecíficos com os 
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cultivos mistos.  Isto pode ter ocorrido devido à limitação do teste U de Mann-Whitney, tendo 

em vista que com apenas três amostras (n=3) o próprio programa utilizado indica que é difícil 

encontrar significância ao comparar os dados.  

 

Tabela 5: Valores de p obtidos pelo teste U de Mann-Whitney ao comparar as taxas de 
crescimento () e os rendimentos celulares (R) dos cultivos monoespecíficos com os cultivos 
mistos (CM) de Monoraphidium MORF-01 e Microcystis MIRF-01 e MICD-01. 
 

Cultivos monoespecíficos x mistos (CM)  R 

MORF-01 x  MORF-01 (CM)  p= 0,100 p= 0,100 

MIRF-01   x  MIRF-01  (CM) p= 0,200 p= 0,200 

MORF-01 x MORF-01  (CM) p= 0,100 p= 0,100 

MICD-01  x  MICD-01  (CM) p= 0,100 p= 0,100 

 

 

O fato de Monoraphidium MORF-01 ter apresentado um melhor crescimento (73% do 

total do nº. de células do cultivo misto) na presença de Microcystis MIRF-01, mas não na 

presença de Microcystis MICD-01 pode ser explicado, em parte, pela diferença de tamanho 

entre as células das duas cepas de Microcystis. As células da cepa MICD-01 são menores e 

apresentam taxa de crescimento maior que as células da cepa MIRF-01. Além disso, a cepa 

MICD-01 possui um rendimento maior que o da cepa MIRF-01 e similar ao da MORF-01.  

Dessa forma, as duas cepas mantiveram seus ritmos de crescimento na presença da cepa de 

Monoraphidium, cuja redução na taxa de crescimento foi similar em ambos os cultivos mistos 

quando comparados com seu cultivo monoespecífico (fig.28a e 29a).  

A otimização da utilização de energia por clorofíceas do gênero Monoraphidium e 

cianobactérias do gênero Microcystis se dá de forma distinta, pois esses organismos possuem 

diferentes estratégias para sobreviver num ambiente (Reynolds, 2006). As clorofíceas 

apresentam maiores taxas de crescimento e alocam seus recursos preferencialmente na 

reprodução quando comparadas às cianobactérias, para as quais ocorre o inverso. Nas 
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condições experimentais utilizadas, as cepas de Microcystis foram capazes de coexistir com a 

cepa de Monoraphidium. Entretanto, o potencial de crescimento de cada cepa mostrou-se 

reduzido nessa condição. O menor crescimento em cultivos mistos não deve estar associado à 

competição por nutrientes. Os cultivos foram acompanhados por seis dias e até esse momento, 

ainda teriam nutrientes suficientes no meio de cultura. Deve-se considerar também que nesses 

cultivos foi inoculado o dobro de células do que na condição monoespecífica. Assim, um 

sombreamento maior nos cultivos mistos e como conseqüência menor disponibilidade 

luminosa pode ter contribuído como um dos fatores responsáveis pelo menor crescimento.    
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Fig. 26 - Crescimento de Monoraphidium MORF-01 (■) e de Microcystis MIRF-01 (●) em condições 
monoespecíficas e em cultivo misto (CM ■ e ●, respectivamente) na proporção de 1:1. Os resultados 
representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
 
  
 
 

Tempo (dias)

0 1 2 3 4 5 6 7

C
él

ul
as

 . 
m

L-1

1e+5

1e+6

1e+7

1e+8
MORF-01 
MORF-01 (CM)  
MICD-01 
MICD-01 (CM)  

 
 
 
Fig. 27 - Crescimento de Monoraphidium MORF-01 (■) e de Microcystis MICD-01 (▲) em condições 
monoespecíficas e em cultivo misto (CM ■ e ▲, respectivamente) na proporção de 1:1. Os resultados 
representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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Fig. 28 - Taxas de crescimento (28a,) e rendimento celular (28b, R) de Microcystis MIRF-01 e de 
Monoraphidium MORF-01 em condições monoespecíficas e em cultivo misto (CM) na proporção de 1:1. Os 
resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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Fig. 29 - Taxas de crescimento (29a, ) e rendimento celular (29b, R) de Microcystis MICD-01 e de 
Monoraphidium MORF-01 em condições monoespecíficas e em cultivo misto (CM) na proporção de 1:1. Os 
resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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4.6  Características ecofisiológicas de Microcystis (MIRF-01) e de Monoraphidium 
(MORF-01) na presença de meio com exudatos de cultivos mistos  

 
 
4.6.1 Crescimento celular 

 Os exudatos dos cultivos mistos (CM) A, B e C foram obtidos a partir de culturas de 

seis dias de crescimento, cujo inóculo inicial foi de 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01, 

50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01, 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01, 

respectivamente. O crescimento de Monoraphidium MORF-01 com exudato de cultivo misto 

tendeu a sofrer efeito inibitório, embora não significativo, nas duas condições de CM B e   

CM C, como pode ser observado na figura 30.  As taxas de crescimento e os rendimentos da 

cepa MORF-01 na presença dos exudatos destes três cultivos mistos são mostrados na figura 

32a e 32b, respectivamente. 

No 2º dia, as culturas crescidas com 100% de exudatos do CM B e do CM C sofreram 

uma inibição do crescimento de 31% e 52%, respectivamente (tabela 6). Entretanto, no 4º dia, 

a inibição foi observada somente nas culturas crescidas com 100% de exudato do CM C. O 

valor baixou para 42% e manteve-se até o 6º dia (tabela 6). O rendimento foi 46% menor 

(tabela 6) comparado ao controle, embora não significativo também. Assim, a resposta 

inibitória observada parece estar relacionada à quantidade de células da cepa de 

Monoraphidium (MORF-01) presentes inicialmente na cultura da qual foi obtido o exudato, o 

que será discutido mais adiante. 

O crescimento de Microcystis MIRF-01 com exudatos de cultivos mistos também sofreu 

efeito inibitório, embora não significativo (fig. 33a). Como mostra a figura 31, no 2º dia, as 

culturas com 50% de exudatos do CM A, CM B e do CM C obtiveram  uma inibição de 37, 

27 e 48%, respectivamente (tabela 7). No 4º dia a inibição observada nas culturas com 50% 

de exudato do CM A,do CM B e CM C,  foi reduzida para a 29, 18 e 34% (tabela 7). As 
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culturas na presença do exudato do CM C sofreram o maior efeito inibitório, mas obtiveram o 

maior rendimento no 6º  dia (fig. 33b) 

Os exudatos obtidos a partir de cultivos mistos foram utilizados com a intenção de 

investigar a possível produção de aleloquímicos na presença do competidor, como observado 

por Soares (2008). Essa condição de estresse poderia estimular a produção de algum 

composto que não estaria sendo produzido em cultivos monoespecíficos.  Todavia, 

comparando os valores de taxas de crescimentodos experimentos em que foram utilizados os 

exudatos de culturas monoespecíficas (50%) com os valores de taxas de crescimentodos 

experimentos em que foram utilizados os exudatos de cultivos mistos (50%), não foram 

observadas diferenças.  

Vale comentar que nestes experimentos foram adotados intervalos mais curtos para 

amostragem, uma vez que dados da literatura mostram que o efeito causado pela adição de um 

exudato pode ser perdido após curto tempo de exposição, devido à degradação por luz ou 

bactérias ou pela recuperação do organismo alvo (Gleason e Paulson, 1984; Suikkanen et al., 

2004; Windust et al., 1997). Este efeito temporário foi observado em algumas situações, 

como por exemplo, o atraso no crescimento das culturas na presença de exudatos de cultivos 

mistos no 2º dia de cultivo (figuras 30 e 31) com posterior recuperação. 

Outra diferença é que o efeito dos exudatos de cultivos mistos na concentração de      

100 % foi que se mostrou mais efetivo (CM B e CMC), como mostra a tabela 5. No caso da 

adição dos exudatos de cultivos monoespecíficos, a maior concentração testada foi 50%. 
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Fig. 30 - Efeito de duas concentrações (50 e 100%) de exudatos de três cultivos mistos (seis dias) distintos no 
crescimento de Monoraphidium MORF-01. Para obtenção dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de   
MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 
70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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Fig. 31 - Efeito de 50% dos exudatos de três cultivos mistos (de seis dias) distintos no crescimento da de 
Microcystis MIRF-01.  Para obtenção dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de  
MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B) e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01  
(CM C). Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
 
 
 

 
 
 
 



 60

 
 
 

 
 

8,7x106

8,0x106

9,1x106

1,1x107

8,3x106

8,8x106

4,7x106

 
 
 

Fig. 32 - Taxas de crescimento (32a, ) e rendimento celular (32b, R) de Monoraphidium MORF-01 na presença 
de duas concentrações (50 e 100%) de exudatos de três cultivos mistos (de seis dias) distintos. Para obtenção dos 
cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de 
MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) ± 
desvio padrão.  
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Fig. 33 - Taxas de crescimento (33a,  e rendimento celular (33b, R) da cepa MIRF-01 na presença de duas 
concentrações (50 e 100%) de exudatos de três cultivos mistos (de seis dias) distintos.  
Para obtenção dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de  
MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados 
representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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Tabela 6: Efeito do meio com exudatos de três cultivos mistos distintos no crescimento da 
cepa Monoraphidium (MORF-01)  
 

 
 
Para obtenção dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de  
MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). R representa o 
rendimento celular. Os valores com sinal negativo na frente (-) significam crescimento celular. 
 
 
 
 
 
 
Tabela 7: Efeito do meio com exudatos de três cultivos mistos distintos no crescimento da 
cepa de Microcystis (MIRF-01) 
 

 
 
Para obtenção dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de  
MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). R representa o 
rendimento celular. Os valores com sinal negativo na frente (-) significam crescimento celular. 
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4.6.2 Produção de clorofila a 

Os exudatos dos cultivos mistos influenciaram a concentração de clorofila a na cepa 

de Monoraphidium MORF-01 (fig. 34), como mostra a aparência das culturas no 6º dia de 

cultivo (fig.36). A partir do 4º dia de cultivo, foi detectada uma redução na concentração de 

clorofila a nas culturas crescidas com os exudatos do CM B e CM C e a partir do 6º dia uma 

pequena redução com o exudato do CM A (figura 34). Embora somente na condição em que 

foi utilizado 100% do exudato do CM C a redução de clorofila a tenha sido significativa 

(p<0,05) em relação ao controle, nota-se que a indução de clorose está relacionada à 

quantidade de células da cepa de Monoraphidium (MORF-01), presentes inicialmente na 

cultura da qual foi obtido o exudato, como observado no efeito sobre o crescimento celular 

descrito anteriormente. A relação “dose-dependente” com a concentração de células de 

Monoraphidium sugere que o efeito observado pode ser causado pela própria cepa MORF-01.  

Na literatura, a indução de clorose têm sido associada à deficiência nutricional, e 

funcionaria como mecanismo de adaptação para sobrevivência em condições de estresse 

(Sauer et al., 1999). Como o meio com exudato foi reconstituído com nutrientes, esse efeito 

observado nos experimentos não se deve à deficiência nutricional. Entretanto, resultado de 

clorose semelhante foi obtido por Dagnino et al. (2006), quando trataram culturas de 

Microcystis com meio condicionado por ela própria observaram inibição de crescimento 

acompanhada de redução no conteúdo de clorofila.  

A comunicação entre células através de sinalizadores com a finalidade de coordenar 

processos numa população é bem caracterizada em bactérias. Entretanto, já foi mostrado que 

clorofíceas podem produzir e secretar substâncias que mimetizam moléculas sinalizadoras 

utilizadas por bactérias no processo de quorum sensing (Teplitski et al., 2004). Assim, vale 

investigar se ocorre uma comunicação intra-específica, e para isso seria preciso analisar o 

efeito do exudato de cultura monoespecífica da MORF-01 sobre ela mesma. 
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Uma outra hipótese seria que o cultivo misto estaria realmente favorecendo a produção 

de algum infoquímico. Este poderia ser produzido pela Microcystis MIRF-01, em função do 

aumento da densidade de Monoraphidium MORF-01, na tentativa de inibir o seu competidor.  

Entretanto, as culturas de MIRF-01 crescidas na presença do exudato do CM C sofreram 

maior efeito inibitório no 2º dia, embora não significativo, mas depois da recuperação 

(retomada do crescimento) alcançaram o maior rendimento no 6º  dia (fig. 33b). Dessa forma, 

somente com esses experimentos não é possível esclarecer o papel dos produtos excretados a 

partir de cultivos mistos, em que predominam as células de Monoraphidium. 

Os exudatos dos cultivos mistos não influenciaram significativamente a variação de 

clorofila a na cepa de Microcystis MIRF-01, como mostra a figura 35. Porém, apesar dos 

desvios altos, nota-se que no 2º dia houve um pequeno aumento na concentração clorofila a 

nas três condições. A partir do 4º dia, a concentração tende a diminuir, estabilizando próximo 

ao controle no 12º dia. Entretanto, neste experimento os cultivos foram realizados apenas com 

exudatos na concentração de 50%. No experimento anterior, os resultados mais distintos 

foram obtidos com exudatos na concentração de 100%. Mesmo assim, não foi verificada uma 

resposta diferenciada em relação à concentração de clorofila a por Microcystis para cada 

exudato, como ocorrido na situação anterior com Monoraphidium. 
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Fig. 34 - Efeito de duas concentrações (50 e 100%) dos exudatos de três cultivos mistos (de seis dias) distintos 
na concentração de clorofila a de Monoraphidium MORF-01. Para obtenção dos cultivos mistos foram 
inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 
30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão. O * 
indica que o valor é significativo (p<0,05) em relação ao controle. 
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Fig. 35 - Efeito dos exudatos (concentração de 50%) de três cultivos mistos (de seis dias) distintos na 
concentração de clorofila a de Microcystis MIRF-01. Para obtenção dos cultivos mistos foram inoculados: 80% 
de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 
70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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Fig. 36 – Aparência das culturas no 6º dia de crescimento após adição dos exudatos de cultivos mistos.  A 
diferença na pigmentação é devido à variação na concentração de clorofila a de Monoraphidium MORF-01 (Fig. 
34). A cepa foi cultivada em duas concentrações diferentes (50 e 100%) dos exudatos de três cultivos mistos (de 
seis dias) distintos. Para obtenção dos cultivos mistos foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 
(CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). 
 
 
 
4.7  Produção de microcistina pela cepa de Microcystis MIRF-01 em diferentes 

condições de cultivo 
 
 
4.7.1 Na presença do exudato de Monoraphidium (MORF-01) 
 
 O cultivo de Microcystis (MIRF-01) com exudatos de Monoraphidium (MORF-01) em 

diferentes concentrações (5, 10 e 50%) levou a um aumento do conteúdo intracelular de 

microcistinas no 12º dia. Utilizando-se exudato na concentração de 50% foi observado um 

aumento de 120% de microcistinas em 106 células, em relação à condição controle. Como 

mostra a figura 37, este efeito foi independente da concentração, mas significativo (p<0,05) 

em relação ao controle somente na presença de 50% do exudato. 

Produtos excretados por clorofícea já demonstraram influência na produção de 

microcistinas (Kearns e Hunter, 2000), mas o efeito foi inibitório e não estimulou a produção 

como no presente estudo. Um outro estudo (Vardi et al., 2002) mostrou que uma espécie de 

dinoflagelado pode induzir aumento da produção de microcistinas, em concordância com os 

nossos resultados apresentados.  

 



 67

 
 

Fig. 37 - Efeito de três concentrações diferentes (5, 10 e 50%) do exudato de Monoraphidium MORF-01 na 
concentração intracelular de Microcystis cepa MIRF-01 no 12º dia de experimento. Os valores estão 
representados como a porcentagem em relação ao controle (100%). Os resultados representam a média (n=4) ± 
desvio padrão. O * indica que o valor é significativo (p<0,05) em relação ao controle. 
 
 
 
4.7.2 Em cultivo misto com Monoraphidium (MORF-01) 
 

Em cultivo misto com Monoraphidium MORF-01, realizado na proporção celular de 

1:1, a produção de microcistinas por Microcyistis MIRF-01 não foi alterada 

significativamente, embora a figura 38 mostre uma redução da porcentagem de microcistinas 

em 106 células, em relação à condição controle. A presença da cepa de Monoraphidium não 

induziu aumento da concentração de toxina, como ocorreu na presença do seu exudato. 

Entretanto, a determinação da concentração de toxina foi feita no 6º dia, enquanto no caso do 

exudato foi realizada no 12º dia. Assim esse efeito pode ser notado mais tardiamente e não na 

fase exponencial.  

Além disso, o cultivo misto foi realizado somente na proporção de 1:1. Cultivos com 

uma proporção maior da cepa MORF-01, poderiam induzir um aumento na produção de 

microcistinas, como observado por Oliveira (1997). 
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Fig. 38 - Concentração intracelular de microcistina de Microcystis MIRF-01 em cultivo misto com a cepa de 
Monoraphidium MORF-01 (proporção inicial de 1:1) no 6º dia de experimento. Os valores de % de 
microcistina estão representados em relação à condição controle (100%). O resultado representa a média (n=3) ± 
desvio padrão.  
 
 
 
4.7.3 Na presença de exudatos de cultivos mistos 
 

O cultivo de Microcystis (MIRF-01) com exudatos na concentração de 50% 

provenientes dos três cultivos mistos (CM A, CM B e CM C) não alterou a produção de 

microcistinas no 4º (fase exponencial) dia de crescimento (fig. 39). No entanto, no 12º dia 

(fase entre final da exponencial e início da estacionária) o efeito dos exudatos dos cultivos 

mistos foi dependente da porcentagem de células da cepa MORF-01 no cultivo misto, como 

mostra a figura 40.  Nos cultivos A, B e C, o inóculo inicial de Monoraphidium era de 20, 50 

e 70%, respectivamente. Foi verificado um aumento de 47%, não significativo, de 

microcistinas em 106 células em relação à condição controle na presença do CM C (fig. 40). 

Este resultado confirma o aumento na produção de toxina induzido pelo exudato da cepa 

MORF-01, também detectado no 12º dia (fig. 37). Provavelmente, como o exudato utilizado 

no experimento anterior foi obtido de uma cultura do final da fase exponencial, essa tinha 
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mais células do que a condição do exudato do cultivo misto obtido do 6º dia. Assim, a 

indução no experimento foi um pouco maior. 

Como já visto em diversos trabalhos, as microcistinas podem afetar o crescimento de 

organismos foto-autotróficos (Babica et al., 2006, 2007; Kearns e Hunter, 2001), o que 

caracteriza uma vantagem competitiva para os produtores. Esta é uma das possíveis funções 

atribuída às microcistinas. Assim, a indução da toxina estaria relacionada ao efeito sobre o 

competidor. Entretanto, as microcistinas também podem induzir proliferação de algas 

coexistentes (Sedmak e Kosi, 1998), mostrando que essa toxina pode funcionar como um 

infoquímico e induzir respostas distintas dependendo da espécie alvo. Como já comentado 

anteriormente, no presente trabalho, seria interessante testar a resposta de Monoraphidium 

MORF-01 às microcistinas purificadas para investigar esta hipótese de indução do 

crescimento por efeito da toxina. 
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Fig. 39 - Efeito de exudatos na concentração de 50% de de três cultivos mistos (de seis dias) distintos na 
concentração intracelular de microcistina de Microcystis MIRF-01 no 4º dia de experimento.  Os valores de % de 
microcistina estão representados em relação à condição controle (100%). Para obtenção dos cultivos mistos 
foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM 
B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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Fig. 40 - Efeito de exudatos na concentração de 50% de três cultivos mistos (de seis dias) distintos na 
concentração intracelular de microcistina de Microcystis MIRF-01 no 12º dia de experimento.  Os valores de % 
de microcistina estão representados em relação à condição controle (100%). Para obtenção dos cultivos mistos 
foram inoculados: 80% de MIRF-01 e 20% de MORF-01 (CM A), 50% de MIRF-01 e 50% de MORF-01 (CM 
B), e 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01 (CM C). Os resultados representam a média (n=3) ± desvio padrão.  
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5       DISCUSSÃO GERAL 

 
 

Os dados apresentados nesse trabalho mostraram que a cepa de Microcystis cf. 

aeruginosa MIRF-01 parece não ter efeitos inibitórios sobre o crescimento da cepa de 

Monoraphidium contortum MORF-01.  Tendo em vista que as cianobactérias constituem mais 

de 90% da biomassa fitoplanctônica do local de onde as cepas foram isoladas, a produção de 

aleloquímicos e até mesmo as toxinas poderiam contribuir de forma vantajosa contra os 

competidores. Entretanto, as cepas dessas duas espécies isoladas desse mesmo local parecem 

não sofrer efeitos inibitórios por seus respectivos exudatos, o que indica que pode ter ocorrido 

coexistência adaptativa. Contudo, sabe-se que as interações entre os organismos 

fotossintetizantes através da matéria orgânica excretada são cercadas de variáveis. A 

abordagem experimental pode influenciar os resultados, como foi demonstrado alterando-se a 

condição de aeração num dos experimentos, o que revelou que a clorofícea pode até se 

beneficiar do exudato da Microcystis (especialmente aquela de mesma origem). Além do 

mais, a partir de experimentos com apenas duas cepas não se pode generalizar que as espécies 

de M. contortum e M. cf. aeruginosa desse mesmo ambiente já tenham se adaptado aos seus 

respectivos produtos excretados. A utilização de uma cepa de Microcystis não tóxica isolada 

de um ambiente diferente também não mostrou efeitos inibitórios sobre essa cepa de M. 

contortum. 

Outro aspecto interessante é que essa clorofícea é capaz de crescer na presença de uma 

cepa tóxica. A coexistência com cepas tóxicas é explicada na literatura em parte pelo 

desenvolvimento de mecanismos de resistência aos efeitos danosos das toxinas (Mohamed, 

2008). Algumas espécies de clorofíceas, inclusive do gênero Monoraphidium, podem 

coexistir com espécies formadoras de floração e até terem seu crescimento estimulado na 

presença da microcistina (Sedmak e Kosi, 1998). No entanto, os dados de cultivos mistos 

demonstraram haver uma limitação do crescimento de ambas as espécies, que não deve ser 
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apenas decorrente da competição por nutrientes. Isso gera questões para serem exploradas 

(disputa por luz e quantidade do inóculo utilizado) em experimentos futuros para buscar os 

fatores responsáveis pelo menor crescimento. Já a utilização de meios com exudatos de 

cultivos mistos mostrou uma tendência inibitória não observada anteriormente com o meio 

com exudato de culturas monoespecíficas. Isso demonstra que a qualidade de matéria 

orgânica excretada pode ser influenciada pela presença da outra espécie competidora e/ou 

também pela fase de cultivo. 

Por outro lado, a verificação do efeito inibitório da matéria orgânica excretada mais 

pronunciado nas condições onde predominava a própria espécie, levanta um outro ponto 

importante que é a auto-inibição. A comunicação célula a célula é uma atividade importante 

para diversos tipos celulares. Bactérias utilizam o mecanismo de quorum sensing para 

monitorar sua densidade populacional por meio de sinalizadores extracelulares. Esse 

mecanismo pode regular a entrada na fase estacionária, quando sinais de condições 

desfavoráveis aparecem, como a depleção de nutrientes no meio. Esses sinalizadores 

acumulam no meio conforme o crescimento e desempenham um papel importante na 

fisiologia desses organismos, levando à redução do crescimento populacional (Lazazzera, 

2000). Assim, os dados obtidos demonstram que a produção de infoquímicos por espécies 

fitoplanctônicas não seria apenas associado a mecanismos de controle de competição       

inter-específica, mas pode também ser uma ferramenta para o controle do tamanho da 

população. 

Além disso, nossos dados demonstram, ainda que preliminarmente, que a matéria 

orgânica excretada pela clorofícea teria um efeito estimulador para a produção de 

microcistinas pela cepa de Microcystis isolada do mesmo ambiente. Isso sugere que a 

produção dessa cianotoxina no ambiente poderia ser estimulada pela presença de um 

competidor por recursos. Entretanto, não se pode verificar se essa toxina “per se” acarrete 
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algum efeito direto sobre a clorofícea. Alguns estudos já demonstraram interações recíprocas 

através de exudatos entre organismos fitoplanctônicos (Kearns e Hunter, 2000; Oliveira, 

1997, Vardi et al., 2002). Nessas interações foi mostrado que a espécie capaz de afetar a 

produção de toxina de uma outra espécie, também sofria influência no crescimento, atribuída 

à toxina ou a outro produto orgânico excretado. Já no presente estudo, o exudato de culturas 

monoespecíficas de Microcystis não apresentou influência negativa no crescimento da 

clorofícea (MORF-01), cujo exudato monoespecífico estimulou a produção de microcistina 

pela Microcystis (MIRF-01). Dessa forma, maiores investigações são necessárias para 

entender o papel da microcistina na interação entre essas duas cepas utilizadas. 

Algumas considerações são importantes quando essas espécies estão expostas às 

condições ambientais. Além das características individuais das cepas, diferentes fatores, bem 

como a interação com os demais organismos aquáticos ajudam a compreender o sucesso de 

uma dada espécie em detrimento de outra. Mostra-se a complexidade dessa interação que 

pode ser variável conforme o tempo de exposição aos produtos excretados, dependendo da 

estabilidade desses produtos ou da própria recuperação do organismo, e também pela 

interação com outros fatores físicos (luz, temperatura), químicos (nutrientes), físico-químicos 

(pH) e mesmo biológicos (densidade da outra espécie). Cada um desses fatores, e também a 

atuação sinérgica desses pode influenciar a qualidade e quantidade de matéria orgânica 

excretada e a comunicação entre esses organismos. 

Assim, todos esses dados (resumidos na tabela 8) nos permitem afirmar que a produção 

de matéria orgânica excretada por esses grupos de organismos fitoplanctônicos tem papel 

controlador sobre o metabolismo dessas espécies. Dessa forma, juntamente com o suporte de 

outros estudos afins (Kearns e Hunter, 2000, 2001; Mohamed, 2008; Oliveira, 1997, Vardi et 

al., 2002) encontrados na literatura, pode-se indicar que parte da matéria orgânica excretada 

tem uma possível finalidade, e não seria apenas excretas resultantes do metabolismo. Além 
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disso, a produção desses compostos mostra-se variável em função da condição de crescimento 

desses organismos e também é possivelmente infra-específica. Portanto, acreditamos que 

essas questões levantam a importância de novas investigações sobre esse tema ainda tão 

pouco conhecido. 
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Tabela 8 – Resumo dos resultados obtidos nos experimentos de interação entre Monoraphidium e 
Microcystis 

Experimentos Taxa de 
crescimento () 

Rendimento 
celular (R) 

clorofila microcistina 

      Monoraphidium 
        (MORF-01) 
+ exudato de Microcystis 
(MIRF-01 ou MICD-01) 

 
10% exudato 
MIRF-01 =  
Reduziu* 

outros = NS 

 
 

NS 

 
 

NS 

 
_ 

        
       Monoraphidium 

 (MORF-01) 
+ exudato de Microcystis 
(MIRF-01, MILJ-04 ou  

MILJ-48) 

  
 50% exudato 
MIRF-01 = 

Aumentou** 
 

 outros = 
Aumentaram NS 

 
 50% exudato 
MIRF-01 = 

Aumentou** 
 

outros = 
Aumentaram 

NS 

 
50% exudato 
MIRF-01 = 

Reduziu* 
 
outros = NS    

 
 
_ 

 
 
 

    
 Microcystis (MIRF-01  

ou MICD-01) 
+ exudato de 

Monoraphidium 
 (MORF-01) 

 
10% exudato 

= Aumentou**  
(MICD-01) 

 
outros = NS 

 
 
 

outros = NS 

 
 
 

outros = NS 
 
 

50% exudato = 

Aumentou*
,c

 
 (MIRF-01) 

  
outros = 

Aumentaram 
NS

 
Cultivo misto de 

Microcystis 
 (MIRF-01 ou MICD-01) 

+ Monoraphidium 
 (MORF-01) 

 
 

Reduziu (NS) 
(MIRF-01,  
MICD-01 e 

MORF-01) 
 

 
 

Reduziu (NS) 
(MIRF-01, 
MICD-01 e 

(MORF-01) 
 

 
 

_ 

 
 

Reduziu
 b

 
 (NS) 

  (MIRF-01) 
 

 
Monoraphidium 

 (MORF-01) 
+ exudato de cultivos 

mistos 
(MIRF-01 e MORF-01) 

1 Obs.
 a 

 
 
 

 
NS 

 
 
 

 
NS 

 
 

 
100% exudato 

CM C = 

Reduziu*
,a,b

 
 
outros = NS 
 

 
 

 
_ 

 
Microcystis (MIRF-01) 
+ exudato de cultivos 

mistos 
(MIRF-01 e MORF-01) 

                  2 Obs. 

 
 
 

NS 
 

 
 
 

NS 

 
 

 
NS 

 
50% exudatos = 

Aumentou a,c
 

 (NS) 
   (MIRF-01) 

 

Cultivo misto (CM) C = inóculo incial de 30% de MIRF-01 e 70% de MORF-01; NS = 
parâmetro não foi alterado de forma significativa em relação ao controle; * = (p<0,05); ** = 
(p<0,01); a = Efeito do CM = CMC > CMB > CMA; b = no 6º dia ; c = no 12º dia; 1 Obs. = Foi 
verifica inibição do nº. de células/mL (NS) na presença de 100% do exudato dos cultivos 
mistos; 2 Obs. = Foi verifica inibição do nº. de células/mL (NS) na presença de 50% do exudato 
dos cultivos mistos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

1) As cepas de Monoraphidium contortum e de Microcystis. cf. aeruginosa isoladas 

do mesmo local parecem não sofrer efeitos inibitórios por seus respectivos exudatos nas 

condições experimentais testadas. Isso sugere que tenha sido desenvolvida uma coexistência 

adaptativa entre essas duas cepas, enquanto que com a utilização de meios com exudatos de 

cultivos mistos mostrou-se uma tendência inibitória e redução na concentração de clorofila a 

da cepa de M. contortum. Assim, a qualidade de matéria orgânica excretada pode ser 

influenciada pela presença da outra espécie competidora e/ou também pela fase de cultivo, 

além de apresentar efeitos variáveis de acordo com o tempo de exposição ao exudato. 

 

2) A cepa de M. contortum é capaz de crescer melhor na presença da cepa tóxica do 

que na presença de uma cepa não tóxica de Microcystis.  Entretanto, ambas as espécies 

demonstraram uma limitação do crescimento em cultivos mistos, que não deve ser apenas 

decorrente da competição por nutrientes. Isso revela a complexidade dessa interação, que 

ainda deve sofrer influências de outros fatores quando exposta às condições ambientais. 

 

3) Os resultados demonstram que a matéria orgânica excretada pela clorofícea teria 

um efeito estimulador para a produção de microcistinas pela cepa de Microcystis isolada do 

mesmo ambiente. Embora o papel das microcistinas nesta interação ainda não esteja claro, 

pode-se sugerir que esse produto excretado pelo competidor tenha um papel sinalizador para a 

produção dessa cianotoxina. 
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4) Os dados obtidos com exudato de cultivos mistos sobre a cepa de M. contortum 

demonstram que a produção de infoquímicos por espécies fitoplanctônicas não seria apenas 

associada a mecanismos de controle de competição inter-específica, mas pode também ser 

uma ferramenta para o controle da densidade populacional. 

 

5) Pode-se concluir que a produção de matéria orgânica excretada por esses grupos 

de organismos fitoplanctônicos tem papel controlador sobre o metabolismo dessas espécies, e 

mostra-se variável em função da condição de crescimento desses organismos e também é 

possivelmente infra-específica.  
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