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RESUMO  

A dominância das cianobactérias na comunidade fitoplanctônica depende de um 
conjunto de fatores ambientais reguladores do seu crescimento, como temperatura, 
intensidade luminosa e concentração de nutrientes. Quando as condições 
ambientais são favoráveis, pode ocorrer um crescimento intensivo dessas 
microalgas, originando uma floração. Os gatilhos ambientais que promovem esses 
fenômenos podem ser determinados por meio de estudos laboratoriais, a fim de 
entender as estratégias ecológicas, bem como controlar as causas e os efeitos da 
deterioração ambiental. Cylindrospermopsis raciborskii é um cianobactéria 
filamentosa que possui comportamento altamente invasivo e está entre as espécies 
tóxicas que mais causam problemas em reservatórios destinados ao abastecimento 
público por todo o mundo. O objetivo central deste trabalho foi investigar os efeitos 
de fatores reguladores (temperatura, luz, fósforo reativo) sobre o crescimento da 
cianobactéria C. raciborskii isolada do reservatório de Alagados, PR, em condições 
de cultivo laboratorial. Para isso foram realizados experimentos de crescimento de 
C. raciborskii em nove intensidades luminosas, quatro temperaturas e quatro 
concentrações de fósforo. A taxa de crescimento da cepa de C. raciborskii foi 
calculada em cada um dos tratamentos e, além disso, a morfologia dos tricomas foi 
acompanhada. A partir dos resultados concluiu-se que (1) a cepa responde 
morfologicamente as condições ambientais as quais é submetida, demonstrando 
grande plasticidade morfofisiológica e capacidade de adaptação; (2) o crescimento 
da cepa pode ser acelerado em condições de temperaturas mais elevadas, podendo 
ser favorecida pelo aquecimento global em detrimento das outras espécies do 
fitoplâncton; (3) o fósforo reativo pode desempenhar um importante papel na 
regulação do crescimento de C. raciborskii em temperatura e luminosidade altas; (4) 
a cepa do reservatório de Alagados parece estar adaptada às concentrações de 
fósforo que ocorrem no ambiente do qual foi isolada. 
 
Palavras-chave:  Fatores reguladores, experimento, morfologia, cultivo, subtropical 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The dominance of cyanobacteria in the phytoplankton community depends on a set 
of environmental factors regulating its growth like temperature, light intensity and 
nutrient concentration. When the environmental conditions are favourable an 
intensive growth of these microalgae can occur originating a bloom. The 
environmental triggers that promote these phenomena can be determined by 
laboratorial studies in order to understand its ecological strategies, as well as to 
control the causes and the effects of environmental deterioration. Cylindrospermopsis 
raciborskii is a filamentous cyanobacterium that possesses highly invasive 
behavior and is among the toxic species that cause most of the problems in 
reservoirs destined to the public supplying in the whole world. The central aim of this 
work was determine the effects of regulatory factors (temperature, light, reactive 
phosphorus) on the growth of the cyanobacterium C. raciborskii isolated from 
the Alagados reservoir, PR. For growth experiments C. raciborskii was cultured in 
nine light intensities, four temperatures and four concentrations of phosphorus. The 
growth rate was calculated in each one of treatments and, moreover, the trichome 
morphology was accompanied. Resuts showed that (1) the strain responded 
morphologically to the controlled environmental conditions, demonstrating great 
morphophysiological plasticity and adaptability, (2) the strain growth can be 
accelerated in conditions of higher temperatures, and favored C. raciborskii in 
detriment to the other phytoplankton species; (3) reactive phosphorus can play an 
important role in the growth regulation of C. raciborskii in both high temperature and 
luminosity, and that (4) the strain of Alagados reservoir seems to be adapted to 
the phosphorus concentrations occurring in the environment from which it was 
isolated. 
  
Key words:  Cylindrospermopsis, regulating factors, experiment, morphology, culture, 
subtropical. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Cianobactérias 

 

As cianobactérias são organismos procariontes, fotoautotróficos e aeróbicos 

(GRAHAM; WILCOX, 2000; BICUDO; MENEZES, 2005) incluídos no grupo das 

algas (YOO et al., 1995), porém bastante próximos das bactérias (CHORUS; 

BARTRAM, 1999; LEE, 2005). A classificação das cianobactérias segue a 

nomenclatura botânica, sendo conhecidas como Cyanophyceae. Esse grupo foi, 

provavelmente, o primeiro a liberar oxigênio na atmosfera primitiva. Atualmente, 

esses organismos são importantes produtores primários em ambientes de água 

doce, com alto valor nutritivo para níveis tróficos superiores (CHORUS; BARTRAM, 

1999).  

Contudo, as cianobactérias podem causar também alguns prejuízos em 

diversas situações. Por exemplo, em ambientes que recebem grandes quantidades 

de nutrientes (especialmente fósforo e nitrogênio), pode ocorrer o desenvolvimento 

de densas populações desse grupo, que passa a dominar o ambiente. Esse 

crescimento intensivo origina um fenômeno denominado floração (ESTEVES, 1998). 

As florações em corpos de água levam a progressiva degradação do ambiente, além 

de causar severos problemas práticos para o abastecimento público (CHORUS; 

BARTRAM, 1999). Essas florações são frequentemente precedidas por 

enriquecimento de nutrientes, que coincidem com mudanças ambientais, como 

estratificação ou elevação da temperatura da água (PAERL, 1990; REYNOLDS, 

1998). 

A dominância de determinadas espécies na comunidade fitoplanctônica 

depende de um conjunto de fatores ambientais, como propriedades físicas 

(estabilidade da coluna de água, tempo de retenção, temperatura) e químicas 

(concentração de nutrientes, pH, oxigênio dissolvido) da água, assim como de 

interações biológicas (competição, herbivoria) (REYNOLDS, 1998; REYNOLDS et 

al., 2002). As cianobactérias dominam a comunidade fitoplanctônica nos 

ecossistemas lacustres brasileiros, que possuem características adequadas ao 

desenvolvimento do grupo (HUSZAR; SILVA, 1999).  

O problema das florações pode ser agravado pelo fato de que algumas 

cianobactérias são capazes de produzir toxinas (CARMICHAEL, 1992), em certos 
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casos, muito potentes. Além de causar intoxicação, as cianotoxinas podem levar à 

morte animais selvagens, rurais, domésticos e também o próprio homem (YOO et 

al., 1995; AZEVEDO, 1996). Um severo episódio de intoxicação por cianotoxina 

ocorreu em 1996 em um centro de hemodiálise no estado de Pernambuco, quando 

60 pacientes morreram devido ao uso de água contaminada por cianotoxina 

(AZEVEDO, 1996; JOCHIMSEN et al., 1998; BITTENCOURT-OLIVEIRA; MOLICA, 

2003). 

 

 

1.2 O gênero Cylindrospermopsis  

 

Entre as cianobactérias tóxicas, o gênero Cylindrospermopsis (Woloszynska) 

Seenayya et Subba Raju [Ordem Nostocales, Família Nostocaceae, sistema de 

classificação de Komárek e Anagnostidis (2005)] possui nove espécies descritas 

(KOMÁREK; HAUER, 2004), todas planctônicas de águas continentais, sendo que 

algumas podem ser formadoras de florações tóxicas ou não tóxicas (MIHALI et al., 

2008). Representantes do gênero apresentam talo filamentoso, sem bainha 

mucilaginosa. Os tricomas são atenuados em direção às extremidades, podendo ser 

retos, curvos, sigmóides ou espiralados. Heterócitos terminais e acinetos 

subterminais podem ocorrer, sendo relacionados, respectivamente, à fixação de N2 e 

à resistência as condições ambientais desfavoráveis. As células vegetativas 

possuem aerótopos e são cilíndricas (BICUDO; MENEZES, 2005).  

 

 

1.3 Cylindrospermopsis raciborskii e toxicicidade 

 

Cylindrospermopsis raciborskii Seenayya et Subba Raju (1972) é a espécie 

com maior distribuição (PADISÁK, 1997), produzindo florações cada vez mais 

frequentes em reservatórios no mundo todo (BRIAND et al., 2004). Representantes 

dessa espécie podem ser encontrados em rios ou reservatórios recém-construídos, 

indicando um alto nível de adaptações ecofisiológicas (PADISÁK, 1997).   

Essa cianobactéria foi isolada pela primeira vez de lagos da Indonésia 

(KOMÁRKOVÁ, 1998) e descrita como um microorganismo tropical 

(WOLOSZYNSKA, 1912), sendo considerada não tóxica por um longo tempo, até 
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serem observadas cepas produtoras de diferentes grupos de toxinas (PADISÁK, 

1997). Cylindrospermopsis raciborskii pode produzir um conjunto de compostos 

potencialmente tóxicos, todavia nem todas as cepas os produzem (BURFORD; 

DAVIS, 2011). Entre os compostos produzidos estão o alcalóide hepatotóxico 

cilindrospermopsina (CYL) (HAWKINS et al., 1985; PADISÁK, 1997; SAKER; 

THOMAS; NORTON, 1999) e os neurotóxicos saxitoxina (SAX) (LAGOS et al., 1999; 

MOLICA et al., 2002) e anatoxina-a (ANA-a ) (CHORUS; BARTRAM, 1999), bem 

como outros análogos, muitos ainda não identificados (FASTNER et al., 2003; 

SAKER et al., 2003). Recentemente foram identificadas cepas portuguesas 

consideradas não tóxicas a partir dos métodos utilizados rotineiramente, mas que 

por outro lado demonstram toxicidade quando submetidas a bioensaio com ratos 

(SAKER et al., 2003). Esse fato coloca em questão a suficiência das análises de 

rotina utilizadas para detectar a toxicidade das águas destinadas ao abastecimento 

público.  

De maneira geral, algumas cepas australianas produzem CYL, enquanto 

algumas cepas brasileiras produzem SAX (NEILAN; SAKER; FASTNER, 2003). Uma 

cepa italiana de C. raciborskii também foi relacionada à produção de CYL 

(MESSINEO et al., 2010). CYL pode ter sido a toxina responsável por um incidente 

ocorrido em Palm Island, Austrália, em 1979, quando cerca de 150 pessoas foram 

intoxicadas e muitas tiveram que ser hospitalizadas com sintomas de 

hepatoenterites (BOURKE et al., 1983; HAWKINS et al., 1985; MCGREGOR; 

FABBRO, 2000). Cylindrospermopsis raciborskii não é a única produtora de CYL, 

outras cianobactérias como Anabaena bergii Ostenfeld, Aphanizomenon 

ovalisporum Forti e algumas espécies do gênero Raphidiopsis Fritsch et Rich 

também podem produzir essa toxina (GRIFFITHS; SAKER, 2003). Alguns autores 

sugerem que essa toxina pode ser também carcinogênica (FALCONER; HUMPAGE, 

2001; MCGREGOR; FABBRO, 2000; HUMPAGE et al., 2000).  

A SAX é uma cianotoxina com alta toxicidade quando comparada a outras 

moléculas produzidas por C. raciborskii. Em bioensaio, a dose necessária de SAX 

para matar 50% da população de ratos (LD50) em 24 horas é de 260 µg.kg-1 em dose 

oral única. Outras toxinas produzidas, como a CYL (LD50 de 2100 µg.kg-1) (OHTANI 

et al., 1992) e a ANA-a (LD50 maior que 5000 µg.kg-1), são relativamente menos 

tóxicas (CHORUS; BARTRAM, 1999).  
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A produção de toxina pode variar não somente entre cepas (SAKER; NEILAN, 

2001), mas também em diferentes condições ambientais (OHTANI et al., 1992; 

SAKER; GRIFFITHS, 2000; FABBRO et al., 2001; HAWKINS et al., 2001; SAKER; 

NEILAN, 2001). A fase em que se encontra a floração, da mesma maneira, pode 

influenciar na produção de cianotoxina (SAKER; GRIFFITHS, 2000; SAKER; 

GRIFFITHS, 2001; HAWKINS et al., 2001). Como os mecanismos que disparam a 

produção de toxinas ainda não são bem conhecidos, o melhor método para evitar 

possíveis intoxicações é evitar a presença de florações em reservatórios destinados 

ao abastecimento público de água. 

 

 

1.4 Distribuição geográfica 

 

Além da potencial toxicidade, há um grande interesse pela ecologia da 

espécie devido ao fato de ser uma extraordinária competidora. A frequência de 

florações de C. raciborskii tem aumentado consideravelmente nos trópicos 

(BRANCO; SENNA, 1994; FABBRO; DUIVENVOORDEN, 1996), aliado à rápida 

invasão de novos habitats tanto em ambientes subtropicais (JONES; SAUTER, 

2005; VIDAL; KRUK, 2008) como temperados (CHAPMAN; SCHELSKE, 1997; 

PADISÁK, 1997; FASTNER et al., 2003; SAKER et al., 2003). Sua presença já foi 

detectada na Europa, América do Norte, África, Ásia, Oceania e América do Sul 

(Tabela 1). Atualmente, essa cianobactéria forma extensas florações tóxicas em 

corpos de água pelo mundo todo (BRANCO; SENNA, 1994; DOKULIL; MAYER, 

1996; SAKER et al., 2003; BRIAND et al., 2004), exceto na Antártica (PADISÁK et 

al., 2003), podendo ser considerada uma espécie de distribuição cosmopolita 

(PADISÁK, 1997; BRIAND et al., 2004).  

Cylindrospermopsis raciborskii tende a dominar em regiões tropicais e 

subtropicais da África, na Austrália, em Cuba, na Índia, Indonésia e América do Sul, 

podendo também ser encontrada em regiões temperadas da Europa, Ásia Central e 

América do Norte (CHRISWELL et al., 1997).  
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TABELA 1 – OCORRÊNCIA DE C. raciborskii POR CONTINENTE. 

Continente Referências 

África Berger et al. (2006); Dufour et al. (2006); Mohamed (2007) 

América do Norte Chapman e Schelske (1997); Hamilton et al. (2005); Hong et al. (2006) 

América do Sul Branco e Senna (1994); Sant'anna (1991); Bouvy et al. (2000); Huszar et al. 

(2000); Vidal e Kruk (2008); Figueredo e Giani (2009) 

Ásia Chonudomkul et al. (2004); Zohary (2004); Zohary e Shlichter (2009); Alster et 

al. (2010) 

Europa Krienitz e Hegewald (1996); Wiedner et al. (2002); Fastner et al. (2003); Stuken 

et al. (2006); Dokulil e Mayer (1996); Dokulil e Teubner (2000); Padisák (1997); 

Couté, Leitão e Martin (1997); Briand et al. (2002); Bernard et al. (2003); Tóth e 

Pádisak (1986); Presing et al. (1996); Borics et al. (2000); Saker et al. (2003); 

Valério et al. (2005); Freitas (2009); Leao, Vasconcelos e Vasconcelos (2009); 

Kokocinski et al. (2011); Cvijan e Fužinato (2011) 

Oceania Fabbro e Duivenvoorden (1996); Saker e Griffiths (2001); Ryan, Hamilton e 

Barnes (2003); Moore, Mcgregor e Shaw (2004); Posselt, Burford e Shaw 

(2009) 

 

 

TABELA 2 – OCORRÊNCIA DE C. raciborskii EM RESERVATÓRIOS BRASILEIROS POR 

ESTADOS. 

Estado Referências 

Minas Gerais Taniguchi, Rocha e Senna (2003); Garcia (2007); 

Figueredo, Giani e Bird (2007) 

Pernambuco Bouvy et al. (2000); Azevedo et al. (2002); Molica 

et al. (2002) 

Rio Grande do Norte Chellappa e Costa (2003) 

Rio Grande do Sul Branco e Senna (1994); Conté et al. (2000) 

São Paulo  Lagos et al. (1999); Tucci e Sant’anna (2003); 

Carvalho et al. (2007); Gemelgo et al. (2008) 

Paraná Ventura et al. (2003); Fernandes et al. (2005a); 

Yunes et al. (2005); Lagos (2008) 
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No Brasil, o primeiro relato da ocorrência de C. raciborskii foi feito por Palmer 

(1969) para o Lago Paranoá em Brasília, DF. De lá pra cá, florações dessa espécie 

têm sido registradas em diversos reservatórios brasileiros (Tabela 2). A produção de 

neurotoxinas por C. raciborskii é um problema crescente em toda a região sul do 

país (YUNES et al., 2005; SANEPAR, relatórios internos). 

 

 

1.5 Ecologia 

 

Algumas características de C. raciborskii têm sido sugeridas como 

responsáveis pelo sucesso ecológico da espécie, como, por exemplo, a sua 

capacidade de fixar nitrogênio atmosférico, combinada à alta afinidade e habilidade 

de estocar fósforo (PADISÁK; REYNOLDS, 1998; ISVÁNOVICS et al., 2000), 

superior tolerância ao sombreamento (ISVÁNOVICS et al., 2000; BRIAND et al., 

2002), controle da posição na coluna de água, formação de acinetos (PADISÁK, 

1997) e tolerância à grande variação de temperatura (BRIAND et al., 2004). As 

características que favorecem a dominância da espécie dependem do ambiente, da 

região do globo, bem como da adaptação da cepa às condições ambientais. Os 

estudos que determinaram as características responsáveis pelo sucesso ecológico 

da espécie foram realizados, em sua maioria, em região temperada.  

Estudos realizados em campo sugerem que fatores como alta temperatura da 

água superficial (SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; BOUVY et al., 1999; 2000; 

MCGREGOR; FABBRO, 2000; TUCCI; SANT’ANNA, 2003), turbidez (TUCCI; 

SANT’ANNA, 2003), alto pH [entre 7,8 e 8,5 (BRANCO; SENNA, 1994; BOUVY et 

al., 1999; 2000)] e oxigênio dissolvido (SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; TUCCI; 

SANT’ANNA, 2003), grande disponibilidade de nitrogênio na forma de íon amônio 

(BRANCO; SENNA, 1994; 1996; TUCCI; SANT’ANNA, 2003), baixos valores de 

transparência da água (TUCCI; SANT’ANNA, 2003) e razão N:P (BOUVY et al., 

1999), ausência de macrófitas aquáticas (TUCCI; SANT’ANNA, 2003) e predadores 

eficientes (BRANCO; SENNA, 1994; BOUVY et al., 1999; 2000) ou alelopatia 

(FIGUEREDO; GIANI; BIRD, 2007) estão diretamente relacionados à dominância de 

C. raciborskii. Alguns autores afirmam ainda que a estratificação pode ser um fator 

importante para a ocorrência da espécie, já que os picos de densidade celular 

muitas vezes coincidem com períodos de maior estabilidade da coluna de água 



 7 

(PADISÁK, 1997; SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; TUCCI; SANT’ANNA, 2003). 

Porém, a dependência da estratificação da coluna de água para o desenvolvimento 

de C. raciborskii é contraditória. Por exemplo, no Brasil, a espécie domina também 

em sistemas rasos e misturados (BOUVY et al., 1999; SAKER; GRIFFITHS, 2001). 

A maioria dos autores sugere ainda que reservatórios que sofrem 

estratificações estáveis da coluna de água (DOKULIL; MAYER, 1996; PADISÁK, 

1997; SOUZA; CARVALHO; TRUZZI, 1998; MCGREGOR; FABBRO, 2000; TUCCI; 

SANT’ANNA, 2003), localizados em regiões com luminosidade baixa (BRIAND et al., 

2004), são locais que podem favorecer o crescimento de C. raciborskii. Na maioria 

dos lagos, um conjunto dessas características é que pode levar a dominância da 

espécie (PADISÁK, 1997) que parece obedecer a um padrão sazonal de ocorrência, 

com maiores densidades tendendo a ocorrer após o esgotamento de nutrientes 

(FERNANDES et al., 2005a).  

Em laboratório foi estabelecido que a espécie é capaz de crescer entre 15 e 

35°C, com crescimento ótimo entre 25 e 30°C, dependendo da cepa (SAKER; 

GRIFFITHS, 2000; BRIAND et al., 2004), tanto para região temperada quanto para 

tropical. É provável que a faixa de temperatura de crescimento conhecida venha a 

ser ampliada em consequência da realização de novos estudos com cepas isoladas 

de diferentes localidades. Cylindrospermopsis raciborskii já foi encontrada 

densamente durante o inverno em um lago subtropical uruguaio em temperaturas 

próximas a 11°C (FABRE et al., 2010). Essa ampla faixa de crescimento da espécie 

tem sido apontada como uma possível explicação para a sua recente invasão de 

áreas temperadas (FASTNER et al., 2003; BRIAND et al., 2004; HONG et al., 2006; 

MESSINEO et al., 2010).   

Quando comparada com outras espécies do fitoplâncton, a dominância de C. 

raciborskii é favorecida pela baixa luminosidade e pelo aprofundamento da camada 

de mistura (REYNOLDS et al., 2002) entre outros fatores ambientais. Como outras 

cianobactérias, a necessidade de luz para o crescimento de Cylindrospermopsis é 

menor quando comparada a de outros grupos de algas (REYNOLDS et al., 2002). 

Alguns estudos confirmam que essa espécie não necessita de altas intensidades 

luminosas para crescer (SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004; DYBLE; PAERL; 

NEILAN, 2006), além de possuir alta tolerância ao sombreamento (BRIAND et al., 

2002). A espécie já foi encontrada em lagos rasos e túrbidos no Brasil sob 

intensidade luminosa próxima a 14 µmol fótons.m-2.s-1 (BOUVY et al., 1999; BOUVY 
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et al., 2000). Por outro lado, algumas cepas são capazes de tolerar altas 

intensidades de luz, acima de 500 µmol fótons.m-2.s-1 (BRIAND et al., 2004). A 

intensidade luminosa ótima para o crescimento da espécie, estabelecida em 

laboratório, varia de 80 a 200 µmol fótons.m-2.s-1 (SAKER et al., 1999; SHAFIK et al., 

2001; BRIAND et al., 2004). 

O sucesso de C. raciborskii é também atribuído à notável característica das 

cianobactérias de estocar nutrientes essenciais em seu citoplasma (REYNOLDS, 

1984; PADISÁK, 1997). Essas reservas de produtos são acumuladas em condições 

de excesso de nutrientes particulares e, nesse caso, inclusões citoplasmáticas 

proeminentes podem ser observadas em seu citoplasma. Algumas cianobactérias 

possuem a habilidade de fixar nitrogênio atmosférico (REYNOLDS, 1984) quando 

esse nutriente não se encontra disponível na forma preferencialmente assimilável na 

água (BRIAND et al., 2004). Essa característica permite que as cianobactérias 

sobrevivam em ambientes com concentrações limitantes de nitrogênio para outras 

espécies, conferindo uma vantagem adaptativa (REYNOLDS, 1984). O 

aparecimento de heterócitos em C. raciborskii é utilizado como um indicador da 

fixação de nitrogênio, já que são essas células especializadas que permitem os 

processos de fixação desse elemento da atmosfera (PADISÁK, 1997).  

Tanto o fósforo inorgânico quanto o fósforo total variam largamente nos lagos 

dominados por C. raciborskii. Segundo Isvánovics et al. (2000) a concentração de 

fósforo que limita o crescimento da espécie é 0,3 µg de fósforo por µg de clorofila-a 

ou 2,5 µg de fósforo por mg de clorofila-a, valores relativamente baixos. A alta 

afinidade e capacidade de estocar fósforo, relativamente a outras cianobactérias 

(ISVÁNOVICS et al., 2000; SHAFIK et al., 2001), desempenha importante papel no 

desenvolvimento das florações dessa espécie (PADISÁK, 1997). 

Além disso, a habilidade de regular a posição na coluna de água é uma 

importante vantagem seletiva que permite que a espécie utilize recursos em 

diferentes profundidades, como camadas ricas em nutrientes (PADISÁK, 1997). 

Essas adaptações também permitem que C. raciborskii cresça em baixas 

concentrações de fosfato (BRANCO; SENNA, 1994; PRESING et al., 1996; BRIAND 

et al., 2002), que seriam limitantes para outras algas.  

A resposta da espécie as diferentes condições de temperatura, luminosidade 

e nutrientes parece variar entre cepas (JUNQUEIRA-MELGAÇO, 2007), 

demonstrando a importância de se realizar estudos sobre a ecologia da espécie com 
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cepas isoladas de diferentes locais de ocorrência. Além disso, sugere-se fortemente 

um trabalho de revisão sobre os fatores que promovem as florações de C. raciborskii 

em ecossistemas aquáticos pelo mundo todo, levando em consideração as 

diferenças extremas que podem ocorrer entre cepas isoladas de diferentes regiões. 

 

 

1.6 Expansão geográfica de C. raciborskii 

 

O aquecimento global parece ser o fator mais aceito para explicar o recente 

aparecimento e desenvolvimento de C. raciborskii em latitudes médias 

(MCGREGOR; FABBRO, 2000; BRIAND et al., 2002; 2004), aliado à alta tolerância 

fisiológica (BRIAND et al., 2004) e à consequente seleção de clones adaptados ao 

clima temperado (SAKER; NEILAN, 2001; BRIAND et al., 2004; CHONUDOMKUL et 

al., 2004; PICCINI et al., 2011). Essa recente discussão sobre a proliferação da 

espécie em corpos de água de regiões temperadas levantou a questão sobre a alta 

capacidade de adaptação dessa espécie às condições locais.  

A temperatura e a luminosidade características de regiões temperadas são 

exemplos de fatores ambientais bastante diferentes daqueles presentes nas regiões 

onde essa espécie costumava dominar (KISS et al., 2002; BERNARD et al., 2003). 

Em função da temperatura, populações podem persistir em altas densidades durante 

todo o ano em ecossistemas aquáticos com temperaturas constantemente altas, 

como os localizados em regiões tropicais (KOMÁRKOVÁ; LAUDARES-SILVA; 

SENNA, 1999; BOUVY et al., 1999; MCGREGOR; FABBRO, 2000). Essa 

cianobactéria pode, ainda, dominar durante os meses mais quentes em regiões 

subtropicais (BOUVY et al., 2000; MCGREGOR; FABBRO, 2000; BURFORD; 

O’DONOHUE, 2006; BURFORD et al., 2007). Mais recentemente, C. raciborskii tem 

ocorrido restritamente no período de verão em regiões temperadas (TÓTH; 

PÁDISAK, 1986; DOKULIL; MAYER, 1996; BRIAND et al., 2002; SAKER et al., 

2003; BRIAND et al., 2004). O aumento da temperatura global pode ser considerado 

um fator responsável pelo aparecimento e desenvolvimento de C. raciborskii nessas 

regiões (MCGREGOR; FABBRO, 2000; BRIAND et al., 2002; 2004; 

CHONUDOMKUL et al., 2004). Além disso, alguns autores afirmam que o 

crescimento da espécie em ampla faixa de intensidade luminosa seria uma pré-

adaptação da espécie (BOUVY et al., 1999; BOUVY et al., 2000; SHAFIK et al., 
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2001; BRIAND et al., 2004). Essa característica facilita a ampliação de sua 

distribuição, quando outros fatores, como o aumento da temperatura, estão 

presentes. 

Em baixas latitudes essa espécie ocorre caracteristicamente em lagos 

profundos (> 50 m) e estratificados, sendo raramente observada a presença de 

acinetos. Já em altas latitudes a ocorrência da espécie é mais comum em lagos 

rasos (< 10 m), sendo que as células de resistência são frequentemente observadas 

(PADISÁK, 1997; SAKER; GRIFFITHS, 2001). Segundo Briand et al. (2004) a 

habilidade de produzir acinetos pode explicar essa característica. Em altas latitudes 

a ocorrência da espécie fica restrita ao período quente, quando o lago atinge 

temperaturas mais altas por pelo menos algumas semanas. Essas células de 

resistência podem sobreviver ao inverno e germinar quando a temperatura da água 

ou do sedimento alcança 22-23°C, o que em regiões frias apenas ocorre em lagos 

rasos (PADISÁK, 1997; MOORE, MCGREGOR; SHAW, 2004; BRIAND et al., 2004). 

A população é controlada no final do verão quando o lago torna-se pobre em fósforo. 

Em águas ricas em fósforo a população pode persistir por longos períodos 

(PADISÁK, 1997).  

 

 

1.7 Estudos laboratoriais com cepas brasileiras de C. raciborskii 

 

No XII Congresso Brasileiro de Limnologia (XII CBL, 2009) foram 

apresentados oito trabalhos abordando distintos aspectos de C. raciborskii, desde 

sua ocorrência (1), alelopatia (2), toxicidade (1) e correlação com variáveis 

experimentais (4). Durante o XIII Congresso Brasileiro de Limnologia (XIII CBL, 

2011) foram apresentados seis trabalhos sobre C. raciborskii, desde sua ocorrência 

causando florações (2), correlações com variáveis ambientais dos ecossistemas 

aquáticos onde ocorre (1) e experimentais (3).  

Essa revisão destaca o interesse pelos estudos laboratoriais utilizando cepas 

de C. raciborskii. Devido ao seu comportamento invasivo e à capacidade de formar 

florações tóxicas, os trabalhos sobre a autoecologia da espécie têm aumentado nos 

últimos anos. Esses trabalhos são de extrema importância, já que as florações vêm 

aumentando a cada ano e encarecendo cada vez mais o tratamento da água por 

parte dos órgãos responsáveis pelo abastecimento público. Os estudos laboratoriais 
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podem auxiliar na identificação dos fatores ambientais que promovem as florações e 

fornecer uma importante ferramenta para o gerenciamento efetivo de reservatórios 

destinados ao abastecimento público (BOUVY et al., 1999). 

Entre os estudos laboratoriais realizados com cepas brasileiras destaca-se o 

de Lagos et al. (1999) que documentou pela primeira vez a produção de SAX, uma 

ciatoxina do grupos das paralytic shellfish poisoning (PSP), por uma cepa brasileira 

de Cylindrospermopsis raciborskii. Essa foi também a primeira evidência da 

produção dessa toxina por cianobactéria em toda a América do sul. As cepas 

utilizadas neste estudo foram isoladas do estado de São Paulo e a toxicidade 

confirmada através de bioensaio com ratos. A concentração da toxina determinada 

por HPLC foi alta, comparável à produção por Anabaena circinalis Bornet e Flahault 

(1886). 

Briand et al. (2004) estudaram o crescimento de 10 cepas de C. raciborskii, 

entre elas duas cepas brasileiras, cultivadas em diferentes temperaturas e 

intensidades luminosas. Todas as cepas exibiram taxa de crescimento positivo em 

uma ampla faixa de temperatura (entre 20 e 35ºC) e luminosidade (30 a 400 µmol 

fótons.m-2.s-1). As maiores taxas de crescimento das cepas brasileiras ocorreram 

próximas a 30ºC e a 100 µmol fótons.m-2.s-1. Os autores concluíram que a 

colonização de latitudes médias por C. raciborskii pode ser resultado da sua 

tolerância à ampla faixa de condições climáticas (principalmente temperatura e 

luminosidade), aliada ao progressivo aquecimento global que fornece melhores 

condições para seu crescimento nessas regiões.  

A produção de PSP por uma cepa de C. raciborskii isolada de um reservatório 

de São Paulo foi também estudada por Castro et al. (2004) sob duas temperaturas 

medianas (19 e 25ºC). Uma das características mais marcantes da cepa de C. 

raciborskii estudada foi a alta capacidade de produzir PSP durante o 

desenvolvimento inicial da cultura em baixa temperatura. A síntese de metabólitos 

secundários deveria iniciar durante a fase estacionária, todavia, a cepa iniciou a 

produção de toxinas muito cedo. Além de sugerir a exportação de saxitoxina (SAX) 

para o meio extracelular, os autores demonstraram o potencial de biotrasformação 

dessas toxinas, já que foi observada uma clara diminuição na concentração de SAX 

e um concomitante aumento de epímeros. Os autores detectaram pela primeira vez 

a produção de dcSAX, um derivado da SAX.  
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Carneiro et al. (2009) estudaram o efeito da intensidade e da qualidade da luz 

na produção de SAX e neoSAX por uma cepa de C. raciborskii isolada da represa 

Billings, em São Paulo. Três intensidades luminosas (50, 100 e 150 µmol fótons.m-

2.s-1) e três qualidades de luz (branca e azul a 470 nm e vermelha a 630 nm) foram 

utilizadas. As taxas de crescimento foram maiores nos cultivos expostos a 100 e 150 

µmol fótons.m-2.s-1, que também apresentaram as maiores concentrações de toxina. 

O ritmo circadiano da produção de SAXs, sincronizado com o fotoperíodo utilizado, 

foi confirmado, sendo que a luz vermelha induz a perda desse ritmo. Os autores 

demonstraram que o crescimento de C. raciborskii e sua produção de SAXs podem 

ser regulados não apenas pela intensidade, mas também pela qualidade da fonte 

luminosa.  

Baseado nessa revisão fica claro que C. raciborskii é capaz de tolerar ampla 

variação ambiental e que diferentes cepas podem possuir preferências divergentes, 

incluindo a temperatura ótima para seu crescimento ou necessidades de luz e 

nutrientes. Todavia, não existem estudos sobre os fatores reguladores do 

crescimento de cepas de C. raciborskii de reservatórios paranaenses. Essa espécie 

causa problemas constantes em reservatórios utilizados para o abastecimento 

público no Paraná, como o Iraí (FERNANDES et al., 2005a), localizado em Pinhais, 

e o Alagados (IAP, 2009), em Ponta Grossa, foco do presente estudo. Outro 

reservatório paranaense, o Rio Verde, localizado em Araucária, apesar de possuir 

boa qualidade da água, em 2005, sofreu com uma floração de C. raciborskii com 

densidade superior a 90.000 céls.mL-1 (FERNANDES et al., 2011). A água do 

reservatório abastece a Refinaria Presidente Getúlio Vargas, da Petrobrás, além de 

já existir uma outorga para que a Companhia de Saneamento do Paraná 

(SANEPAR) possa utilizá-la para o abastecimento de água de parte de Curitiba. 

Preocupada com a qualidade da água utilizada nos processos industriais da sua 

refinaria, a Petrobrás investiu no financiamento do “Projeto Interdisciplinar de 

Pesquisa sobre Eutrofização no Reservatório Rio Verde, Araucária, PR”, entre 2008 

e 2010. O projeto Rio Verde foi composto por vinte subprojetos distribuídos em 

núcleos temáticos que estudaram as características físicas, econômicas e sociais da 

bacia, assim como as propriedades químicas e físicas e as comunidades biológicas 

do reservatório.  

O presente trabalho é produto de um desdobramento do subprojeto “Efeitos 

de eventos meteorológicos sobre a comunidade fitoplanctônica”, inserido no projeto 
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interdisciplinar descrito acima, que teve por objetivo estudar os fatores controladores 

do fitoplâncton no reservatório Rio Verde, assim como discutir as causas da floração 

de 2005 (FERNANDES et al., 2011). A partir desse estudo, sugeriu-se que a 

concentração de fósforo no reservatório poderia ser um fator importante para o 

desenvolvimento de C. raciborskii. Então, houve uma prorrogação do projeto inicial 

para que pudesse ser realizado um estudo laboratorial sobre as necessidades 

específicas de fósforo em C. raciborskii.  

Por meio desse estudo laboratorial, visa-se investigar a influência de fatores 

ambientais, como temperatura, luminosidade e concentração de fósforo, no 

crescimento de uma cepa de C. raciborskii isolada do reservatório de Alagados, em 

Ponta Grossa, Paraná. O reservatório foi selecionado por sofrer com intensas 

florações dessa cianobactéria e possuir condições de temperatura e luz 

característica da região subtropical, além de concentração média de fósforo 

intermediária dentre os reservatórios da região.  

 

 

2 OBJETIVOS 

 

Investigar os efeitos dos fatores reguladores temperatura, luz e fósforo reativo 

sobre o crescimento da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii do reservatório 

de Alagados, Ponta Grossa, Paraná, em condições de cultivo.  

Comparar a dinâmica de crescimento da cepa de C. raciborskii desse 

reservatório subtropical com as de outros reservatórios em diferentes latitudes, a fim 

de determinar diferenças adaptativas quanto aos parâmetros investigados, em 

condições de laboratório. 

Acompanhar a variabilidade morfológica da cepa de C. raciborskii do 

reservatório de Alagados durante uma curva de crescimento padrão e comparar com 

a disponível na literatura. 

 

 

 

 

 

 



 14 

3 MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1 Local de coleta das cepas de Cylindrospermopsis raciborskii 

 

Os tricomas de Cylindrospermopsis raciborskii foram obtidos a partir de 

amostras coletadas com auxílio de rede de plâncton (abertura de malha de 20 µm), 

provenientes do reservatório de Alagados (Figura 1), uma barragem artificial 

localizada entre os municípios de Ponta Grossa e Carambeí, no sudeste do Estado 

do Paraná, Brasil (YUNES et al., 2005; IAP, 2009). Esse reservatório é utilizado pela 

Companhia de Saneamento do Paraná (SANEPAR) para o abastecimento público 

de parte da população do município de Ponta Grossa, além de gerar energia elétrica 

para a Companhia Paranaense de Energia (COPEL). O reservatório é polimítico, a 

profundidade média é de 8,1 metros e o tempo de residência da água é de 

aproximadamente 40 dias (IAP, 2009). O Instituto Ambiental do Paraná (IAP) 

monitora os reservatórios da região desde 1995 e classifica o reservatório de 

Alagados como moderadamente degradado (IAP, 2004; IAP, 2009). Levando-se em 

conta os valores de clorofila-a, o reservatório pode ser considerado de eutrófico a 

hipereutrófico (IAP, 2009).  
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FIGURA 1 – MAPA DO RESERVATÓRIO DE ALAGADOS EM PONTA GROSSA, PARANÁ, COM 
INDICAÇÃO DO PONTO DE COLETA.  
O mapa inferior esquerdo refere-se à localização geográfica do reservatório. 
FONTE: baseado em mapas do Google e em dados de georreferenciamento do INPE (2012).  
 

 

3.2 Florações de Cylindrospermopsis raciborskii e produção de toxinas no 

reservatório de Alagados 

 

Uma floração praticamente permanente de cianobactérias ocorre na barragem 

do reservatório de Alagados desde 2002, sendo Cylindrospermopsis raciborskii a 

espécie dominante (IAP, 2009). Outra cianobactéria que ocorre no reservatório de 

Alagados, mas não chega a formar florações é Dolichospermum planctonicum 

(Brunnth.) Wacklin, Hoffmann e Komárek. A cepa de C. raciborskii desse 

reservatório ocorre exclusivamente na forma reta e é comum que a maioria da 

população apresente um ou dois heterócitos terminais. As florações seguem um 

padrão característico, com densidades mais elevadas entre janeiro e julho (Figura 2) 

(SANEPAR, relatórios internos). Essas florações causam problemas no tratamento 
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da água pela SANEPAR (YUNES et al., 2005) e já foram responsáveis por diversas 

interrupções no abastecimento público da região.  

 

 

 

FIGURA 2 – DENSIDADE DE CIANOBACTÉRIAS (céls.mL-1) NO PONTO DE CAPTAÇÃO (ANTES 
DO TRATAMENTO) DO RESERVATÓRIO DE ALAGADOS NO PERÍODO DE JANEIRO DE 2006 A 
FEVEREIRO DE 2011.  
FONTE: SANEPAR (relatórios internos)  
 

Até 2007, essa floração de cianobactérias costumava manter-se durante 

praticamente todo o ano acima de 100.000 céls.mL-1, chegando a densidades 

máximas de pouco mais de 700.000 céls.mL-1 (Figura 2). A partir de 2008, as 

maiores densidades de cianobactérias começaram a ocorrer apenas no primeiro 

semestre do ano, sendo que no segundo as cianobactérias quase que 

desaparecem, sendo substituídas por uma clorófita (Mougeotia sp.). As densidades 

máximas alcançadas pelas cianobactérias também vêm baixando, não 

ultrapassando 400.000 céls.mL-1 (Figura 2).  

 

 

3.3 Características físico-químicas do reservatório   

  

A concentração de fósforo total à sub-superfície na água da barragem do 

reservatório de Alagados varia entre 0,01 e 0,17 mg.L-1 (dados referentes aos anos 

de 2008 e 2011, com média de 0,04 mg.L-1 para o período) (SANEPAR, relatórios 

internos). O fósforo reativo (SRP) no mesmo local varia entre 0,01 e 0,07 mg.L-1, 
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com média de 0,02 mg.L-1 (Figuras 3) (SANEPAR, relatórios internos). De maneira 

geral, a concentração de SRP na barragem do reservatório fica em torno da média 

durante o ano (Figura 3), com picos após o término das florações de C. raciborskii, 

entre julho e setembro.  

 

 
 

FIGURA 3 – CONCENTRAÇÕES DE FÓSFORO TOTAL E REATIVO (mg.L-1) NA BARRAGEM DO 
RESERVATÓRIO DE ALAGADOS ENTRE 2008 E 2011.  
FONTE: SANEPAR (relatórios internos)  

 

A temperatura superficial da água do reservatório de Alagados varia entre 

12°C (durante invernos mais frios) e 27°C (temperatura máxima de verão) com 

média anual de 20°C (Figura 4) (dados referentes ao período entre 2008 e 2010) 

(SANEPAR, relatórios internos). Quedas de temperaturas para valores mais baixos 

que 25°C parecem influenciar diretamente a abundância de cianobactérias no 

reservatório (Figura 4).  

O pH da água do reservatório varia de 6,5 a 9, com média anual de 7,8 

(Figura 5). A tendência são aumentos de pH em janeiro (início das florações) e 

diminuição em julho (final das florações). Os valores de pH que ocorrem no 

reservatório em períodos em que C. raciborskii domina o fitoplâncton giram em torno 

de 9, enquanto na ausência dessa cianobactéria ficam em torno de 7. 
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FIGURA 4 – TEMPERATURA (°C) DA ÁGUA SUPERFICIAL DO RESERVATÓRIO DE ALAGADOS 
ENTRE FEVEREIRO DE 2008 E ABRIL DE 2010.  
FONTE: SANEPAR (relatórios internos) 

 

 
FIGURA 5 – CONDIÇÕES DE pH NO RESERVATÓRIO DE ALAGADOS DE 2008 A 2011.  
FONTE: SANEPAR (relatórios internos) 
 

 

3.4 Comparação com outros reservatórios paranaenses  destinados ao 

abastecimento público  

  

Entre os principais reservatórios destinados ao abastecimento público no 

Paraná estão o reservatório de Alagados, Iraí, Passaúna e Piraquara I (IAP, 2009), 

que são monitorados pelo Instituto Ambiental do Paraná (IAP). Recentemente, 

passou a ser utilizado o recém-construído reservatório Piraquara II e concedeu-se 

uma outorga para que a SANEPAR possa passar a utilizar também o reservatório 
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Rio Verde, utilizado anteriormente para fins industriais pela Petrobrás. Esses dois 

últimos se encontram em bom estado de conservação. 

 

TABELA 3 – COMPARAÇÃO ENTRE AS PRINCIPAIS CARACTERÍSTICAS DOS RESERVATÓRIOS 
PARANAENSES UTILIZADOS PARA O ABASTECIMENTO PÚBLICO.  
Os dados de temperatura superficial da água, fósforo total, amônia e profundidade do Disco de 
Secchi são apresentados na forma de média (mínimo – máximo). 

  PARÂMETRO 
 
 

Reservatório 

 
IQAR 

 
Temperatura 
superficial 

da água 
 

 
Fósforo 

Total  

 
Amônia  

 
Secchi  

  (°C) (mg. L -1) (mg. L -1) (m) 
 

 
Alagados 

(Polimítico) 

 
3,3 - Pouco a 

moderadamente 
degradado 

 

 
19,6 

(15,2 – 27) 

 
0,04 

(0,01 – 0,13) 

 
0,05 

(0,02 – 0,31) 

 
0,8 

(0,4 – 1,1) 

Iraí 
(Polimítico) 

4 - Criticamente 
degradado a 

poluído 
 

23,2 
(15,4 – 27,8) 

0,03 
(0,01 – 0,05) 

0,07 
(0,02 – 0,24) 

1,4 
(0,5 – 3,4) 

Passaúna 
(Monomítico) 

3,1 - 
Moderadamente 

degradado 
 

20,9 
(16,1 – 25,9) 

0,02 
(0,002 – 0,08) 

0,22 
(0,03 – 1,1) 

2,6 
(1,6 – 3,8) 

Piraquara I 
(Monomítico) 

3,2 - 
Moderadamente 

degradado 
 

21,3 
(15,9 – 26,1) 

0,03 
(0,005 – 0,29) 

0,15 
(0,002 – 0,46) 

2,2 
(1,2 – 3,2) 

Rio Verde 
(Monomítico) 

3,5 - 
Moderadamente 

degradado 
 

20,9 
(15,9 – 25,8) 

0,02 
(0,004 – 0,11) 

0,15 
(0,02 – 0,41) 

1,6 
(1,1 – 2,5) 

FONTE: IAP, (2004); IAP, (2009). 

 

Os reservatórios paranaenses destinados ao abastecimento público possuem 

diversas características semelhantes. Na tabela 3 são apresentadas algumas 

variáveis selecionadas para comparação entre os reservatórios. Em sua maioria, os 

mananciais são classificados como moderadamente degradados, exceto o 

reservatório Iraí, que é considerado de criticamente degradado a poluído (IAP, 2009) 

(Tabela 3). A condição presente no Iraí deve-se a alta taxa de produção primária do 

fitoplâncton, sustentada pela elevada carga de nutrientes e matéria orgânica 

provenientes dos rios contribuintes que se encontram com a qualidade da água 

comprometida. A baixa profundidade média do reservatório e seu alto tempo de 

residência também são fatores que favorecem altas biomassas do fitoplâncton. 
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Florações dominadas por Microcystis aeruginosa (Kützing) Kützing e 

Aphanizomenon spp. são frequentes, excluindo esse manancial dos padrões 

aceitáveis para os reservatórios destinados ao abastecimento público (IAP, 2004; 

IAP, 2009). 

A temperatura da água superficial dos reservatórios, de maneira geral, varia 

entre 15 e 27°C (Tabela 3). A concentração de fósforo total (única forma de fósforo 

incluída nas análises do monitoramento do IAP) média varia de 0,02 mg. L-1, no Rio 

Verde, a 0,04 mg. L-1, no Alagados (Tabela 3). A concentração media de amônia, 

fonte de nitrogênio preferencial de C. raciborskii (BRIAND et al., 2002), fica entre 

0,05 mg. L-1, no Alagados, e 0,22 mg. L-1, no Passaúna (Tabela 3).  
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FIGURA 6 – RADIAÇÃO SOLAR (W.m-2) INCIDENTE NA REGIÃO DO RESERVATÓRIO (Latitude 
25° 25’ 40’’) DURANTE UM DIA DE VERÃO E OUTRO DE INVERNO.  
Fonte: SIMEPAR 

 

A luminosidade incidente na região dos reservatórios é semelhante e 

característica da região subtropical do globo (Latitude 25° 25' 40''). Durante o inverno 

a radiação solar máxima (aproximadamente 800 W.m-2) chega apenas próximo da 

metade da radiação solar máxima incidente durante o verão (1300 W.m-2) (Figura 6).  

A média da profundidade do Disco de Secchi nos reservatórios paranaenses 

fica entre 0,8 m, no Alagados, e 2,6 m, no Passaúna (Tabela 3).  
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3.5 Modificação do meio de cultivo  

 

O meio de cultura selecionado para cultivar a cepa de C. raciborskii do 

reservatório de Alagados foi o ASM-1 (GORHAM et al., 1964). Duas alternativas de 

meio de cultivo foram utilizadas durante o estudo. A primeira alternativa foi 

preparada adicionando-se as soluções estoque em água Milli-Q, como recomendado 

no protocolo de preparo do meio ASM-1 (GORHAM et al., 1964). Essa alternativa de 

meio de cultivo foi denominada “meio sintético”. Uma segunda alternativa foi 

modificada substituindo-se a água Milli-Q pela água do próprio reservatório de 

Alagados filtrada em filtro Millipore de Acetato de Celulose (porosidade 0,22 µm). 

Essa alternativa foi denominada “meio natural”. 

O meio de cultivo natural mostrou-se mais eficiente no isolamento da cepa 

quando comparado ao meio sintético. Isolados em meio natural tiveram 100% (12 de 

12 poços) de sobrevivência contra 67,7% (8 de 12 poços) em meio sintético. Por 

isso, um experimento foi realizado para verificar se o tipo de meio (natural e 

sintético) tem influência na taxa de crescimento da cepa. As taxas de crescimento da 

cepa cultivada, a 20°C, em meio natural (0,19 ± 0,01) foram idênticas quando 

cultivada simultaneamente, sob as mesmas condições, em meio sintético (0,19 ± 

0,04).   

A cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados parece não ter se 

adaptado ao pH recomendado para o meio de cultura ASM-1 (GORHAM et al., 

1964). Após a realização de testes com meios de diferentes pHs, o pH do meio de 

cultivo natural foi alterado de 8, como recomendado, para 7,8 devido a melhor 

adaptação da cepa. O isolamento da cepa em meios de cultivos com pHs menores 

que 7,5 e maiores que 8,5 apresentaram baixa eficiência. O pH 7,8 é a média anual 

do pH da água superficial do reservatório (SANEPAR, relatórios internos). Porém, 

assim como o tipo de meio (natural/sintético), o pH não tem influência na taxa de 

crescimento da cepa. O pH foi regulado pela adição de NaOH 1N ou HCl 1N antes 

da autoclavagem. 

A partir de então, em todos os cultivos foi utilizado o meio ASM-1 (GORHAM 

et al., 1964) modificado pela preparação com água do próprio reservatório e pH 

alterado para 7,8. 
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3.6 Isolamento das cepas 

 

As amostras obtidas para o isolamento de C. raciborskii foram coletadas em 

maio de 2011 durante floração no reservatório de Alagados. As alíquotas foram 

acondicionadas em frascos de polietileno com capacidade de 5 litros e 

transportadas, protegidas do calor e da luz, para o Laboratório de Ficologia da 

Universidade Federal do Paraná para o isolamento dos tricomas no mesmo dia da 

coleta.  

O isolamento foi realizado com auxílio de micropipeta e a cepa do reservatório 

de Alagados foi denominada CYL04. Cada tricoma isolado foi lavado pelo menos 

cinco vezes em meio de cultivo ASM-1 (GORHAM et al., 1964) modificado antes de 

ser transferido para placas Corning de cultivo celular com 24 poços contendo meio 

ASM-1 modificado (Figura 7 C). As placas de cultivo foram mantidas em incubadora 

Eletrolab EL202 (Figura 7 C), sob iluminação proveniente de lâmpadas fluorescentes 

Sylvania 20 W, com intensidade luminosa em torno de 100 µmol fótons.m-2.s-1, 

temperatura constante de 20 ± 1ºC e fotoperíodo de 12h:12h (claro-escuro), sem 

aeração. A luminosidade foi mensurada com auxílio de um fotômetro LI-COR, 

equipado com sensor esférico, modelo LI-193, a fim de se obter a intensidade 

luminosa fotossinteticamente ativa (PAR).  

Repicagens sucessivas foram realizadas até se obter uma cultura unialgal das 

cepas. Os isolados foram gradativamente transferidos para recipientes contendo 

maior volume de meio de cultivo (Figura 7 A, B) até serem estabelecidas culturas 

estoque em Erlenmeyers com capacidade de 500 mL contendo 300 mL de cultura. 

Os estoques foram mantidos nas mesmas condições dos isolados iniciais (Figura 7 

B). 
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FIGURA 7 – VISTA INTERNA DA INCUBADORA.  
À esquerda, nas prateleiras A e B podem ser observadas culturas estoque mantidas em Erlenmeyers 
contendo de 150 a 400 mL de meio ASM-1 modificado; Na prateleira C, isolados iniciais crescendo 
em placas de cultivo. À direita, um detalhe dos frascos Erlenmeyers com capacidade de 500 mL 
contendo dois cultivos estoque, uma cultura mais antiga, do lado esquerdo da foto, e uma mais 
recente, à direita da foto.  
 

 

3.7 Análises estatísticas 

 

Os dados foram apresentados na forma de mínimos, máximos, média e 

desvio padrão. No capítulo 2 utilizamos uma análise de variância do tipo ANOVA uni-

fatorial para verificar diferenças significativas entre as médias de crescimento da 

cepa quando submetida a diferentes intensidades luminosas. No capítulo 3 

utilizamos uma análise de variância do tipo ANOVA tri-fatorial para verificar 

diferenças significativas entre as médias de crescimento da cepa em diferentes 

tratamentos (ou fatores): temperaturas, intensidades luminosas e concentrações de 

fósforo reativo. O teste de Tukey HSD foi utilizado após cada análise para verificar 

quais os tratamentos tiveram crescimento significativamente diferente. As diferenças 

foram consideradas significativas quando possuíram intervalo de confiança de 95% 

(p < 0,05). Os dados foram testados e transformados (log x+1) quando necessário 

para atender às premissas de normalidade e homocedasticidade das variâncias 

previstas nos testes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As 

análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software livre R e do programa 

STATISTICA versão 6.0.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et Subba Raju é uma 

cianobactéria da ordem Nostocales. Os tricomas de C. raciborskii podem ser retos, 

curvos, sigmóides ou espiralados. As células vegetativas possuem aerótopos e são 

cilíndricas, sendo as apicais atenuadas. Os tricomas podem apresentar células 

especializadas entre as células vegetativas, como os acinetos, e terminais, como os 

heterócitos (BICUDO; MENEZES, 2005). Essa cianobactéria foi coletada pela 

primeira vez de um lago na Indonésia (WOLOSZYNSKA, 1912; KOMÁRKOVÁ, 

1998; KOMÁRKOVÁ; LAUDARES-SILVA; SENNA, 1999) e descrita como Anabaena 

raciborskii Woloszynska, um microorganismo tropical (PADISÁK, 1997). Atualmente, 

C. raciborskii é uma espécie com ampla distribuição geográfica (PADISÁK, 1997), 

produzindo extensas florações cada vez mais frequentes em reservatórios no mundo 

todo (BRIAND et al., 2004). Essa cianobactéria invasora pode ser produtora de um 

conjunto de compostos potencialmente tóxicos (BURFORD; DAVIS, 2011).  

Cylindrospermopsis raciborskii apresenta uma ampla plasticidade fenotípica 

(BRIAND et al., 2004), sendo que podem ocorrer diferenças morfofisiológicas 

extremas entre cepas isoladas de diferentes regiões do globo (SAKER et al,. 1999). 

As características fenotípicas dos organismos podem ser modificadas pela evolução 

para melhorar o desempenho do indivíduo em condições específicas as que a 

população é exposta (RICKLEFS, 2003). A diferenciação das populações permite 

que alguns indivíduos se saiam melhor em seu próprio ambiente (RICKLEFS, 2003) 

e podem ter capacitado C. raciborskii a invadir diferentes locais do globo (BRIAND et 

al., 2004). As principais variações que ocorrem em nessa cianobactéria são 

fisiológicas e morfológicas.  

Cylindrospermopsis raciborskii é uma espécie de difícil identificação por, entre 

outros motivos, crescer normalmente sem heterócitos e acinetos, que são os 

principais caracteres utilizados na identificação. São realizadas muitas identificações 

errôneas devido às semelhanças entre morfotipos, com outras espécies do gênero 

Cylindrospermopsis e até mesmo com outras cianobactérias, como Raphidiopsis 

F.E.Fritsch e M.F.Rich. Indivíduos de Cylindrospermopsis raciborskii e Raphidiopsis 

mediterrânea Skuja, por exemplo, são muito semelhantes filogeneticamente e 

considerados, atualmente, apenas diferentes fases do ciclo de vida de C. raciborskii 

(MOUSTAKA-GOUNI et al., 2009). Além disso, a variação no tamanho das células é 
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uma característica comum em populações naturais de C. raciborskii (SAKER et al,. 

1999; HAWKINS et al., 2001) e podem ocorrer até mesmo entre isolados genéticos 

muito semelhantes (SAKER; NEILAN; GRIFFITHS, 1999; SAKER; NEILAN, 2001; 

SHAFIK et al., 2003). Essas diferenças morfológicas são relacionadas tanto as 

condições ambientais quanto a diferenças genéticas (HAWKINS et al., 1997; 

NEILAN et al., 2003; BRIAND et al., 2004).  

As variações morfofisiológicas apresentadas por C. raciborskii são 

consideradas uma importante característica que possibilitou o avanço da espécie 

para latitudes mais altas. As variações morfológicas dentro e entre morfotipos 

complicam a sua diferenciação de outras espécies de Nostocales. Nesse sentido, 

uma melhor compreensão do alcance de suas preferências ecológicas e 

variabilidade morfológica se fazem necessárias (KOMÁREK, 2002), especialmente 

em áreas com escassez de estudos (VIDAL; KRUK, 2008). As propriedades 

observadas em culturas contínuas podem fornecer resultados que ajudem a 

compreender a variabilidade morfológica de C. raciborskii em campo (SHAFIK et al., 

2003). Dessa maneira, testamos a hipótese de que há variação na morfologia de 

Cylindrospermopsis raciborskii dentro de uma curva de crescimento padrão. O 

objetivo deste capítulo foi acompanhar essa variabilidade morfológica, em cultivo, da 

cepa de C. raciborskii isolada do reservatório de Alagados e comparar com a 

disponível na literatura. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODO 

  

A cepa de Cylindrospermopsis raciborskii do reservatório de Alagados, Ponta 

Grossa, Sul do Brasil, foi identificada através da dimensão e forma da célula, além 

da morfologia e posição dos heterócitos e acinetos, com base nos trabalhos de 

Komárková (1998), Saker et al. (1999), Branco e Senna (1991) e Komárek e 

Komárková (2003). A morfologia da cepa de C. raciborskii do reservatório de 

Alagados foi acompanhada durante uma curva de crescimento padrão. Trinta 

tricomas vivos foram medidos (comprimento total em µm) e fotografados em 

microscópio Olympus BX40 com equipamento de captura Olympus DP71 acoplado 

(aumento de 100 vezes) a cada 2-3 dias durante 50 dias. Após esse período, os 

cultivos foram medidos e fotografados uma vez por semana. As amostras foram 
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conservadas com lugol acético, numeradas e armazenadas em tubos de 

microcentrífuga com capacidade para 2 mL. 

 

 

3 RESULTADOS 

 

A cepa de C. raciborskii CYL04 isolada do reservatório de Alagados possui 

morfologia de reta a curva (Figura 8 A, B). Indivíduos do morfotipo espiralado não 

foram encontrados. O comprimento médio dos tricomas (n = 5400) foi 117,4 (15 - 

939) µm. As células vegetativas, normalmente cilíndricas, mediram 9,3 (3,4 - 25,5) 

µm de comprimento por 4,5 (2,3 - 7,2) µm de largura. Pouca ou nenhuma constrição 

foi observada entre as células dos tricomas no início do crescimento, com tendência 

a se tornarem relativamente mais constritos nos cultivos antigos. As células 

vegetativas apicais, normalmente, possuem uma das extremidades afiladas, mas os 

ápices dos tricomas apresentam grande variação na morfologia, podendo ocorrer 

ambos arredondados, um ápice afilado e outro arredondado ou ambos afilados nos 

tricomas mais antigos (Figura 8 C - G). Em média, estão presentes 12,6 células por 

tricoma.  

Um ou dois heterócitos cônicos foram frequentemente observados nos ápices 

dos tricomas, tanto na amostra coletada de campo quanto nas coletadas das 

culturas estoque (Figura 9 A). Os heterócitos mediram, em média, 13,5 (8,5 - 16) µm 

de comprimento por 4,5 (2,5 - 6,5) µm de largura. A cepa CYL04 forma heterócitos 

nos primeiros dias de crescimento em cultivo. A formação dessas células se inicia 

entre o terceiro e o quinto dia a partir da inoculação em cerca de até 90% dos 

tricomas. Quando o cultivo entra em fase log de crescimento, os tricomas perdem os 

heterócitos devido a fragmentações sucessivas, sendo que em 15 dias todos os 

indivíduos podem aparecer sem heterócitos (Figura 10).  
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FIGURA 8 – MORFOLOGIA DO ÁPICE DO TRICOMA DA CEPA DE C. raciborskii CYL04.  
A) Tricoma reto, B) Tricoma curvo.  
A morfologia do ápice pode ser: C) ambos os ápices arredondados, D) um ápice arredondado e outro 
afilado, E) ápice superior afilando-se, ou F) ambos os ápices afilados; G) dois indivíduos provenientes 
da divisão de um tricoma mais antigo.  
Um cultivo em fase adiantada de estabilização foi utilizado para ilustrar diferentes estágios do 
desenvolvimento da cepa. 
Escala = 10 µm.  

 

FIGURA 9 – DETALHES DOS TRICOMAS DE C. raciborskii.  
A) Tricoma de C. raciborskii contendo um i) heterócito; B) detalhes do conteúdo celular: ii) vesícula de 
gás e iii) grânulo de polifosfato.  
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FIGURA 10 – PORCENTAGEM DE TRICOMAS COM HETERÓCITOS PRESENTE OU AUSENTE 
EM RELAÇÃO AO NÚMERO TOTAL DE TRICOMAS POR AMOSTRA A PARTIR DO INÍCIO DO 
CULTIVO. 
Média de 30 amostras analisadas. 
 

Não foram observados acinetos entre as células vegetativas nas amostras 

obtidas de campo, aparecendo em pequena quantidade apenas nas amostras 

obtidas de cultivos em fase de declínio. Quando presentes, essas células 

apresentaram-se isoladas ou em grupos de duas a três células, cada uma delas 

medindo 4,0 (3,0 - 5,5) µm de comprimento por 2,5 (2,0 - 3,8) µm de largura. 

A presença das vesículas de gás e dos grânulos de polifosfato, estruturas 

características do conteúdo celular das espécies do grupo, pode ser observada, 

como na figura 9 B. Todas essas características morfológicas concordam com a 

descrição da espécie proposta por Seenayya e Subba Raju (1972). 

Durante o crescimento da cepa de C. raciborskii CYL04 isolada do 

reservatório de Alagados foi possível observar que os tricomas sofrem modificações 

morfológicas dependendo da fase de crescimento em que se encontram. Na Figura 

11 são apresentados tricomas com morfologias bem diferentes, à esquerda, um 

tricoma típico, compatível com a descrição da espécie e, à direita, um tricoma mais 

antigo e também mais largo e com maior constrição entre as células vegetativas. 
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FIGURA 11 – TRICOMAS DA CEPA CYL04 COM MORFOLOGIAS DIFERENTES. 
Escala = 50 µm. 
 

Durante a fase lag, os tricomas parecem bem característicos como nas 

descrições da espécie disponíveis na literatura (Figura 12, morfologia tipo I). Nesse 

caso, os tricomas apresentam os ápices afilados, a parede celular entre as células 

inconspícuas (difícil visualização) e poucas inclusões citoplasmáticas. Após 5 dias a 

partir da inoculação, inicia-se a formação dos heterócitos e as células começam a 

acumular granulações citoplasmáticas. Quando a cultura entra em fase log de 

crescimento, os tricomas apresentam morfologia tipo II (Figura 12). Nessa fase 

formam-se diversos locais de quebra preferencial nos tricomas e células vazias que 

também favorecem a fragmentação (Figura 13). Os ápices dos tricomas se tornam 

arredondados nos locais onde ocorreu a divisão. Os heterócitos desaparecem 

devido às fragmentações sucessivas dos tricomas. As granulações citoplasmáticas 

se tornam bem visíveis. No final dessa fase os ápices dos tricomas começam a afilar 

novamente e aparecem nas duas formas, afilados e arredondados. Após um período 

entre 10 e 15 dias de crescimento intensivo a cultura entra em fase estacionária do 

crescimento. Os tricomas presentes nessa fase de crescimento da cultura possuem 

diferentes morfologias (morfologia III) (Figura 12). Após 50 dias a partir da 

inoculação (fase de declínio do cultivo), pode-se observar tricomas de morfologia 

tipo IV, com maior constrição entre as células e inclusões citoplasmáticas grandes e 
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refringentes. Alguns desses tricomas podem conter heterócitos. Em tricomas 

provenientes da fase de declínio dos cultivos, as células diminuem de tamanho e se 

tornam mais arredondadas, em forma de barril (Figura 12).  

 

 
FIGURA 12 – DIFERENTES MORFOLOGIAS DOS TRICOMAS DE C. raciborskii CYL04 DURANTE 
AS FASES DE CRESCIMENTO DO CULTIVO.  
Não foram adicionados valores específicos aos eixos, pois tanto a densidade óptica (750 nm) quanto 
a duração da curva de crescimento padrão (dias) depende da cepa cultivada, das condições de 
cultivo, do inóculo inicial, entre outros parâmetros. 
 

Durante a fase de maior crescimento (fase log) do cultivo, C. raciborskii 

formou múltiplos locais de fragmentação ao longo do comprimento dos tricomas 

(Figura 13). Além disso, a fragmentação ocorreu também a partir de células que 

parecem vazias ao serem observadas em microscópio óptico (Figura 13). Já durante 

a fase de estabilização (crescimento mais lento) do cultivo, a fragmentação do 

tricoma ocorreu, de maneira geral, formando apenas dois novos indivíduos (Figura 

14). 

 

 

10 µm
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FIGURA 13 – MORFOLOGIA DOS TRICOMAS COLETADOS NO INÍCIO DA FASE DE 
CRESCIMENTO EXPONENCIAL.  
Setas preenchidas indicam “células vazias” que aparecem antes da fragmentação dos tricomas; Setas 
não preenchidas indicam a formação de locais de constrição entre as células onde preferencialmente 
ocorrerá a fragmentação. 
Escala = 50 µm. 

 

 
FIGURA 14 – MORFOLOGIA DE TRICOMAS DE C. raciborskii PROVENIENTES DE UM CULTIVO 
EM FASE DE ESTABILIZAÇÃO. 
Escala = 50 µm. 
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 As culturas de C. raciborskii CYL04 apresentam cores diferentes dependendo 

da fase de crescimento. Os cultivos partem do verde claro, na fase log vão de verde 

oliva a verde escuro, quando entram em fase de estabilização os cultivos 

apresentam cor marrom e na fase de decaimento chegam ao alaranjado (Figura 15). 

Em culturas em fase adiantada de decaimento foi observada a formação de uma 

espécie de nata na superfície do meio de cultivo (Figura 15), diferente do observado 

durante as fases de maior crescimento, quando os tricomas tendem a sedimentar e 

permanecer no fundo do Erlenmeyer. 

 

 
FIGURA 15 – CORES DOS CULTIVOS DE C. raciborskii EM DIFERENTES FASES DO 
CRESCIMENTO.  
A diferença entre os cultivos é de um mês, resultante de repicagens mensais. O mais recente é o 
frasco à esquerda, seguido por cultivos repicados com um mês de antecedência. O frasco utilizado 
como inoculo inicial da repicagem é sempre mantido como backup. 
 

 
FIGURA 16 – FORMAÇÃO DE NATA NOS CULTIVOS DE C. raciborskii EM FASE DE 
DECAIMENTO.  
A seta indica a formação de nata na superfície do meio de cultivo. 
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4 DISCUSSÃO 

 

As principais características diacríticas do gênero Cylindrospermopsis são, 

segundo Komárková (1998): (1) os tricomas são isopolares, solitários, planctônicos, 

cilíndricos e ligeiramente atenuados em direção aos ápices, podendo apresentar 

forma reta ou espiralada. Essa descrição é idêntica à do gênero Aphanizomenon 

Bornet et Flahault, do qual Cylindrospermopsis difere, no entanto, pelo modo de 

desenvolvimento do heterócito; (2) os heterócitos desenvolvem-se apenas a partir de 

células terminais; (3) os acinetos desenvolvem-se facultativamente ao lado ou 

ligeiramente distante dos heterócitos, solitariamente, em pares ou em séries curtas. 

O desenvolvimento dos acinetos em combinação com os heterócitos dá aos 

filamentos de Cylindrospermopsis uma aparência típica subsimétrica. Entre os 

gêneros relacionados, apenas Aphanizomenon apresenta tricomas subsimétricos, 

mas os heterócitos desenvolvem-se intercalarmente entre as células vegetativas. O 

gênero Anabaenopsis (Woloszyńska) Miller, por sua vez, possui uma estrutura 

tipicamente metamérica. Outro gênero em que os heterócitos se desenvolvem em 

ambas as extremidades dos tricomas (mas não após divisão celular assimétrica) é 

Cylindrospermum Kützing ex Bornet et Flahault. No entanto, esse gênero apresenta 

tricomas tipicamente simétricos, com heterócitos e acinetos terminais que se 

desenvolvem um ao lado do outro (KOMÁRKOVÁ, 1998).  

O comprimento dos tricomas da cepa CYL04 foi muito variável. As células 

individuais apresentaram-se, muitas vezes, difíceis de distinguir, pois raramente há 

constrição nas paredes celulares entre as células. Maiores constrições nas paredes 

transversais dos tricomas da cepa de C. raciborskii CYL04 foram observadas apenas 

em indivíduos mais antigos, em cultivos em fase de decaimento. As células apicais 

apresentaram grande variação na morfologia quando observados em cultivo, 

podendo ocorrer: ambos os ápices arredondados nos indivíduos mais novos, 

provavelmente provenientes da divisão múltipla dos tricomas; um ápice afilado (mais 

antigo) e outro arredondado (proveniente de divisão); ou ambos afilados nos 

tricomas mais antigos, que tiveram tempo de assumir a morfologia original. As 

células apicais atenuadas variaram entre 4 - 20 µm de comprimento e 2 - 4 µm e 

largura.  
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TABELA 4 – DIMENSÕES DOS TRICOMAS DE CEPAS DE Cylindrospermopsis raciborskii DE 
DIFERENTES REGIÕES DO GLOBO.  

País Morfotipo  
Comprimento 

(µm)  
Largura 

(µm)  
Tipo de 
estudo Autor  

Brasil (PR) Reto 15 - 939 2,3 - 6,5 (7,2) Laboratorial Presente estudo 

Brasil (PB) Reto 72,5 1,2 Laboratorial Santos, 2009 

Austrália Reto 119 2,9 Laboratorial Saker et al., 1999 

Austrália Espiralado 141 3 Laboratorial Saker et al., 1999 

EUA Reto 51 - 311 1,7 - 4,2 Laboratorial Hong et al., 2006 

Uruguai Reto 127,1 2,3 Laboratorial Piccini et al., 2011 

Uruguai Reto 154,8 2,7 Laboratorial Piccini et al., 2011 

Uruguai Reto 12 - 300 1 - 4,8 Campo Vidal e Kruk, 2008 

Hungria Reto 40 - 300 2,4 - 2,6 Campo Padisák et al., 2003 

 

A cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados apresentou grande 

variação de tamanho quando cultivada em laboratório. Os tricomas provenientes das 

fases estacionária e de declínio dos cultivos apresentaram-se mais largos e mais 

compridos do que as descrições de outros autores (Tabela 4). Tricomas longos, com 

até 939 µm de comprimento, foram encontrados, muito maiores comparativamente 

ao registrado na literatura (Tabela 4). Tricomas com células vegetativas mais largas 

(até 7,2 µm) na região central foram encontrados em cultivos em fase de 

decaimento. Outros autores registram dimensões bem menores para cepas 

cultivadas de diferentes regiões do globo. Vidal e Kruk (2008) encontraram tricomas 

largos em um lago eutrófico uruguaio, com aproximadamente 5 µm de largura, 

mesmo assim, menores que os observados no presente estudo. Segundo Hawkins 

et al. (2001) as células de C. raciborskii em cultura são tipicamente mais largas do 

que as de populações selvagens. O estreitamento das células em populações 

selvagens pode ser um indicador morfológico da menor concentração de nutrientes 

em águas naturais quando comparada a concentração presente nos meios de 

cultura (HAWKINS et al., 2001). Essas diferenças entre o tamanho das células é 

uma característica comum em populações naturais de C. raciborskii (HAWKINS et 
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al., 2001; KOMÁREK; KOMARKOVÁ, 2003), sendo que a morfologia das espécies 

cultivadas pode, de fato, se tornar extremamente modificada (SHAFIK et al., 2003). 

 

TABELA 5 – DIMENSÕES DOS HETERÓCITOS E ACINETOS DE CEPAS DE Cylindrospermopsis 
raciborskii DE DIFERENTES REGIÕES DO GLOBO. 

Heterócitos Acinetos 
País Comprimento 

(µm) 
Largura  

(µm) 
Comprimento 

(µm) 
Largura 

(µm) 
Autor 

Brasil 8,5 - 16,0 2,5 - 6,5 3,0 - 5,5 2,0 - 3,8 Presente estudo 

Austrália 5,8 2,6 11,4 3,9 Saker et al., 1999 

EUA 5,0 - 11,0 2,0 - 5,0 8,0 - 16,0 2,0 - 5,0 Hong et al., 2006 

Japão e 
Tailândia 

3,3 - 11,9 1,9 - 7,0 8,5 - 17,8 2,8 - 7,0 Chonudomkul et al., 2004 

Uruguai 2,0 - 12,0 1,4 - 3,0 2,5 – 18 2,0 - 4,8 Vidal e Kruk, 2008 

 

Os heterócitos e acinetos apresentaram-se dentro das medidas observadas 

por outros autores (Tabela 5) e da descrição de Komárek e Komarková (2003). 

Cylindrospermopsis raciborskii tem sido identificada erroneamente como 

Anabaenopsis, Raphidiopsis e Cylindrospermum (HAWKINS et al., 1997). A 

dificuldade na identificação da espécie se deve, em partes, ao fato de que a 

morfologia do tricoma varia amplamente, dependendo do morfotipo, da fase de 

crescimento da população, da condição ambiental, entre outros.  

A cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados é do morfotipo reto. Há 

tipicamente dois morfotipos principais de C. raciborskii: reto e espiralado 

(MCGREGOR; FABBRO, 2000; SAKER; NEILAN; GRIFFITHS, 1999). Dentro de 

cada morfotipo há uma grande variabilidade de tamanho e número de células por 

tricoma. O morfotipo reto tende a ser maior e, também, produzir mais toxina por 

célula (SAKER; NEILAN; GRIFFITHS, 1999). A variabilidade entre morfotipos 

também tem sido relatada variando com a idade da floração. Segundo Padisák et al. 

(2003), em campo, os tricomas derivados diretamente dos acinetos são 

principalmente do morfotipo reto, mesmo presentes em uma população composta, 

em sua maioria, por morfotipos espiralados. Saker e Griffiths (2001) observaram que 

o morfotipo espiralado tende a aumentar durante ou imediatamente após florações 

do morfotipo reto. O morfotipo apresentado pela cepa parece não ter relação com a 
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região geográfica, mas com as condições locais (VIDAL; KRUK, 2008). Briand et al. 

(2004) encontraram morfologias distintas da mesma cepa de C. raciborskii sob 

temperaturas e intensidades luminosas diferentes. A morfologia pode refletir a 

resposta funcional da população a mudanças ambientais (KRUK et al., 2010). 

A morfologia de C. raciborskii pode variar também conforme a fase de 

crescimento da população. Os tricomas medidos durante esse estudo apresentaram 

grande variação de tamanho durante a curva de crescimento padrão. As populações 

naturais, por sua vez, podem consistir de tricomas com diferentes idades 

(KOMÁRKOVA; LAUDARES-SILVA; SENNA, 1999). Além disso, a mesma 

cianobactéria crescendo em diferentes condições ambientais pode possuir distintas 

características, dificultando ainda mais a identificação (CHISWELL et al., 1997). Em 

cultivos não contínuos, como o utilizado durante esse estudo, as condições no meio 

de cultivo, como de luz e nutrientes, podem mudar drasticamente durante uma curva 

de crescimento padrão. Segundo Alster et al. (2010), em campo, o comprimento dos 

filamentos apresenta um ciclo sazonal típico, sendo que filamentos mais curtos 

tendem a ocorrer durante o pico da floração. Pádisak et al. (2003) acompanharam 

uma população de C. raciborskii durante um ciclo anual de desenvolvimento no Lago 

Balaton, na Hungria, e observaram algumas variações morfológicas, como, por 

exemplo, no comprimento dos tricomas. Os tricomas originados de divisões a partir 

de outros tricomas apresentaram-se mais curtos e com apenas um ápice acuminado. 

Os tricomas germinados diretamente dos acinetos apresentaram-se mais estreitos 

que os mais antigos (PADISÁK et al., 2003). Komárková, Laudares-Silva e Senna 

(1999) estudaram a morfologia de uma população de C. raciborskii de uma lagoa 

costeira brasileira durante dois anos e encontraram quatro morfologias distintas 

dependendo da idade da população e da condição ambiental.  

Até mesmo cepas isoladas de locais muito próximos geograficamente podem 

apresentar características extremamente diferentes (VIDAL; KRUK, 2008). Piccini et 

al. (2011), estudando duas cepas uruguaias, encontraram diferenças significativas 

entre valores médios de características morfológicas, como comprimento e largura 

dos tricomas. É possível que esses tricomas com diferentes morfologias, referentes 

a cada fase de crescimento ou condição ambiental, sejam descritos como espécies 

distintas (CHISWELL et al., 1997). 

Ainda dependendo da condição ambiental, os acinetos e heterócitos podem 

permanecer ausentes (CHISWELL et al., 1997; PADISÁK, 1997; SAKER; NEILAN, 
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2001), o que dificulta o reconhecimento de Cylindrospermopsis e facilita a 

identificação errônea como Raphidiopsis. Ainda podem ocorrer variações de cor, 

presença de heterócitos, posição e forma dos acinetos, largura dos tricomas 

(FABBRO et al., 1996), entre outros.  

Da mesma forma, em cultivo, a espécie parece mudar sua morfologia 

conforme a fase de crescimento ou a condição na qual se encontra. Em laboratório, 

é possível acompanhar diariamente as mudanças morfológicas das cepas de C. 

raciborskii e fornecer uma importante ferramenta para evitar identificações errôneas. 

A correta identificação de C. raciborskii é pertinente tanto do ponto de vista ecológico 

quanto toxicológico (SHAFIK et al., 2003), pois se trata de uma espécie que pode ser 

produtora de toxina. A fim de minimizar esse problema, caracterizamos, em 

laboratório, as fases do crescimento de C. raciborskii e as distintas morfologias que 

os tricomas podem apresentar. Observamos uma tendência de diminuição das 

células que podem assumir uma forma mais arredondada. Essa morfologia do 

tricoma proveniente da fase de declínio do cultivo poderia estar relacionada não 

somente a idade do indivíduo, mas a condição ambiental (KOMÁRKOVÁ et al., 

1999), como o esgotamento de nutrientes. Komárková, Laudares-Silva e Senna 

(1999) também correlacionaram esse tipo de morfologia semelhante com a falta de 

nutrientes na lagoa de origem da população estudada, o que certamente ocorre em 

culturas não contínuas (como as do presente estudo) em laboratório. 

Em culturas em fase de declínio e morte foi observada a formação de uma 

espécie de nata na superfície do meio de cultivo, devido a maior produção de 

vacúolos de gás durante a fase de decaimento da população, assim como 

observado também em uma população natural de C. raciborskii por Komárková, 

Laudares-Silva e Senna (1999). Essas culturas em fase de decaimento 

apresentaram coloração alaranjada, fato que pode estar relacionado ao aumento da 

concentração de pigmentos acessórios no interior das células, como os carotenóides 

(BONILLA et al., 2012). 
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5 CONCLUSÕES 

 

A cepa de C. raciborskii CYL04 exibe grande variabilidade em sua morfologia. 

Em laboratório, caracterizamos quatro fases do crescimento, cada uma com 

tricomas apresentando distintas morfologias.  

A correta identificação de C. raciborskii é pertinente tanto do ponto de vista 

ecológico quanto toxicológico, pois se trata de uma espécie que pode ser produtora 

de toxina. A caracterização das distintas morfologias que podem ser assumidas por 

C. raciborskii, em laboratório, pode fornecer uma ferramenta taxonômica útil, a fim 

de minimizar possíveis identificações errôneas em campo.  

Em comparação com outras cepas isoladas de diferentes regiões do globo, 

CYL04 apresenta a maior largura e comprimento do tricoma.  

Nossos resultados confirmam a grande plasticidade de C. raciborskii que 

pode capacitar a espécie a invadir ambientes aquáticos com as mais diversas 

características.  

 Sugerimos estudos morfológicos com cepas de C. raciborskii isoladas de 

diferentes regiões do globo, bem como cultivadas sob diferentes condições 

experimentais.  
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DA INTENSIDADE LUMINOSA NO CRESCIMENTO DE U MA 
CEPA DE Cylindrospermopsis raciborskii ISOLADA DE UM 

RESERVATÓRIO SUBTROPICAL BRASILEIRO 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Cylindrospermopsis raciborskii é uma cianobactéria potencialmente tóxica 

inicialmente descrita como uma espécie tropical (PADISÁK, 1997). Todavia, essa 

espécie vem produzindo florações cada vez mais frequentes em reservatórios no 

mundo todo, podendo ser considerada, atualmente, uma espécie de distribuição 

cosmopolita (BRIAND et al., 2004). Essa cianobactéria foi primeiramente classificada 

como uma espécie adaptada a crescer em baixas intensidades luminosas 

(PADISÁK; REYNOLDS, 1998). No entanto, a espécie tem se revelado capaz de 

sobreviver em ampla faixa de intensidades luminosas. O ótimo de crescimento da 

espécie, segundo a literatura, ocorre entre 80 (BRIAND et al., 2004) e 240 µmol 

fótons.m-2.s-1 (DOKULIL; MAYER, 1996). Em alguns reservatórios brasileiros as 

florações de C. raciborskii ocorrem sob intensidades luminosas entre 14 e 830 µmol 

fótons.m-2.s-1 (BOUVY et al., 1999; BOUVY et al., 2003). Na Austrália, as florações 

de C. raciborskii em lagos ocorrem sob altas intensidades luminosas, maiores que 

2500 µmol fótons.m-2.s-1 (FABRO; DUIVENVOORDEN, 1996).  

Alguns autores têm tentado elucidar a ecofisiologia da espécie em laboratório; 

por outro lado, poucos trabalhos analisam a intensidade luminosa como um fator 

isolado no crescimento de cepas de C. raciborskii (BRIAND et al., 2004; CARNEIRO 

et al., 2009; BONILLA et al., 2012). Alguns estudos foram realizados com cepas 

brasileiras isoladas do estado de Pernambuco (BRIAND et al., 2004) e de São Paulo 

(CARNEIRO et al., 2009), mas ainda não existem publicações sobre as preferências 

ecológicas de cepas paranaenses de C. raciborskii. A intensidade luminosa 

representa um regulador ambiental importante para o crescimento de C. raciborskii, 

todavia os efeitos desse parâmetro sobre o crescimento da cianobactéria ainda não 

estão bem investigados (DYBLE et al., 2006). Além disso, cepas isoladas de regiões 

muito próximas podem responder de maneira extremamente diferente as condições 

as quais são submetidas, refletindo a importância de se realizar estudos específicos 

com cepas isoladas de diferentes regiões.  

O objetivo desse capítulo foi avaliar as respostas morfofisiológicas de uma 

cepa de C. raciborskii isolada de um reservatório subtropical brasileiro, cultivada sob 

diferentes intensidades luminosas, a fim de caracterizar sua preferência ecológica no 

que diz respeito a esse fator ambiental. Assim como, discutir a elevada tolerância 
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fisiológica atribuída a C. raciborskii (BRIAND et al., 2004), que permite que a espécie 

mantenha seu crescimento em uma ampla faixa de condições ambientais, nesse 

caso, intensidades luminosas. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODO 

 

Para verificar o efeito da intensidade luminosa no crescimento de C. 

raciborskii, a cepa CYL04 foi cultivada a 25°C sob nove intensidades luminosas (9, 

20, 50, 80, 100, 125, 150, 200 e 250 µmol fótons.m-2.s-1), em triplicata (Tabela 6). As 

respostas fisiológica e morfológica da cepa foram acompanhadas, a partir da medida 

do crescimento dos cultivos (densidade óptica a 750 nm) e do tamanho dos 

tricomas, respectivamente. Antes do início do experimento, um pré-cultivo foi 

aclimatado, a 25°C, em cada uma das intensidades luminosas. A temperatura 

utilizada nesse experimento foi determinada por ser, segundo a literatura específica, 

a temperatura ótima de crescimento da espécie (SAKER; GRIFFITHS, 2000; 

BRIAND et al., 2004). 

 

TABELA 6 – INTENSIDADES LUMINOSAS 
UTILIZADAS DURANTE O EXPERIMENTO 
DE LUZ VARIÁVEL E CÓDIGOS 
REFERENTES AOS CULTIVOS 
SUBMETIDOS A CADA UMA DELAS.  
Os códigos das réplicas foram adicionados 
entre parênteses. 

Intensidade luminosa 
(µmol fótons.m -2.s-1) 

Código 

9 L9 (1,2,3) 
20 L20 (1,2,3) 
50 L50 (1,2,3) 
80 L80 (1,2,3) 
100 L100 (1,2,3) 
125 L125 (1,2,3) 
150 L150 (1,2,3) 
200 L200 (1,2,3) 
250 L250 (1,2,3) 

 

O inóculo inicial (2,3 x 106 células.mL-1; densidade óptica a 750 nm = 0,199) 

foi colhido da pré-cultura adaptada (10 dias) às intensidades luminosas testadas em 

fase exponencial de crescimento (fase log) e inoculado em 200 mL de ASM-1 

modificado (densidade óptica inicial = 0,000). Os frascos Erlenmeyers contendo os 
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cultivos em condições experimentais foram agitados manualmente e aleatorizados 

uma vez por dia.  

Amostras foram tomadas sob condições estéreis de cada um dos tratamentos 

uma vez por dia, durante 20 dias, sempre no mesmo horário. A densidade óptica 

(absorbância a 750 nm) (SHAFIK et al., 2001; CASTRO et al., 2004) de cada uma 

das amostras foi medida em espectrofotômetro Hitachi U-2001. A abundância celular 

(células.mL-1) de três tratamentos submetidos a intensidade luminosa considerada 

baixa, intermediária e alta (L9, L100 e L250, respectivamente) foi obtida a partir de 

contagem de pelo menos 1000 tricomas em câmara Sedgewick Rafter sob 

microscópio invertido Olympus IX70, como um método de controle da medida do 

crescimento dos cultivos a partir da densidade óptica (750 nm). Trinta tricomas vivos 

obtidos desses tratamentos (L9, L100 e L250) foram medidos em intervalos de 2 a 3 

dias.  

Um teste preliminar foi realizado a fim de comparar a abundância de células 

(células.mL-1) e a densidade óptica (absorbância a 750 nm) dos cultivos. Os dois 

métodos apresentaram boa correlação (Correlação de Pearson, r = 0,92, com p < 

0,05), por esse motivo, os dados apresentados nesse trabalho estão baseados na 

densidade óptica.  

As taxas de crescimento dos cultivos foram calculadas diariamente (µ.dia-1) 

segundo Andersen (2005), a fim de acompanhar as fases de crescimento de cada 

um deles. Ao final do experimento, uma reta foi ajustada aos dados iniciais (10 dias) 

das curvas de crescimento de cada uma das réplicas dos tratamentos (densidade 

óptica a 750 nm em escala logarítimica x tempo) (dados não apresentados), a fim de 

encontrar a taxa de crescimento intrínseca do tratamento (µ) dada pela inclinação da 

curva (a). Sendo a equação geral da reta: y = a.x + b. O ajuste da curva da taxa de 

crescimento versus Ik foi obtido segundo Jassby and Platt (1976). 

Uma análise de variância do tipo one-way ANOVA foi utilizada para verificar 

diferenças entre as médias de crescimento da cepa quando cultivada sob diferentes 

intensidades luminosas, bem como entre o comprimento dos tricomas cultivados sob 

intensidades luminosas consideradas baixa, intermediária e alta. 
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3 RESULTADOS 

 

De maneira geral, o crescimento da cepa de C. raciborskii (CYL04) foi intenso 

e aumentou de forma relativamente homogênea em todas as intensidades luminosas 

acima de 50 µmol fótons.m-2.s-1 (L50) a partir do segundo dia de cultivo até, pelo 

menos, o décimo primeiro dia (Figura 17).  
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FIGURA 17 – CRESCIMENTO DOS CULTIVOS DE C. raciborskii MANTIDOS EM DIFERENTES 
INTENSIDADES LUMINOSAS COM BASE NA DENSIDADE ÓPTICA (ABSORBÂNCIA A 750 nm). 
A média do crescimento das réplicas foi utilizada (n = 3). As barras de erros correspondem ao desvio 
padrão. 
 

Os cultivos submetidos às intensidades luminosas de 9 µmol fótons.m-2.s-1 

(L9) e 20 µmol fótons.m-2.s-1 (L20) apresentaram crescimento significativamente 

menor que os outros tratamentos (F = 5.71, p < 0,001) (Figura 17). O tratamento L9 

chegou a densidade óptica máxima de 0,013 e o L20 a 0,080, sendo que ambos não 

chegaram a entrar em fase log de crescimento.  

As culturas submetidas à intensidades luminosas maiores que 50 µmol 

fótons.m-2.s-1 (L50) chegaram a densidades ópticas máximas entre 0,250 (L50) e 

0,350 (L250), no mínimo 20 vezes maior que a densidade óptica máxima do 

tratamento L9. Esses cultivos entraram em fase log de crescimento a partir do 

terceiro dia de experimento. Apenas a L50 (50 µmol fótons.m-2.s-1) e L100 (100 µmol 
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fótons.m-2.s-1) começaram no quarto dia. O início da fase de maior crescimento na 

cultura submetida a 125 µmol fótons.m-2.s-1 iniciou já no segundo dia de cultivo. Em 

todas as culturas a partir da L50 essa fase durou entre 8 e 10 dias. Após esse 

período o crescimento dos cultivos diminuiu e começou a estabilizar.  

A taxa de crescimento (µ) dos cultivos submetidos à intensidades luminosas 

baixas, L9 (9 fótons.m-2.s-1) e L20 (20 µmol fótons.m-2.s-1), foram 0,14 ± 0,01 e 0,24 ± 

0,01 dia-1, respectivamente (Figura 18). Os cultivos submetidos a intensidades 

luminosas mais altas, acima de 50 µmol fótons.m-2.s-1 (≥ L50), apresentaram 

maiores taxas de crescimento (µ), entre 0,26 e 0,30 dia-1 (Figura 18).  

O valor de Ik para a cepa CYL04 ficou próximo a 19 µmol fótons.m-2.s-1 (Figura 

18) e o α foi igual a 0,0361. 

  

 
FIGURA 18 – TAXA DE CRESCIMENTO (µ.dia-1) DE C. raciborskii QUANDO SUBMETIDA A 
DIFERENTES INTENSIDADES LUMINOSAS, COM A INDICAÇÃO DO Ik CALCULADO PARA A 
CEPA CYL04 

 

A análise de variância do tipo one-way ANOVA verificou que houve diferença 

significativa entre as médias de crescimento da cepa (variável dependente = 

absorbância a 750 nm) cultivada sob diferentes intensidades luminosas (fator = luz 

em µmol fótons.m-2.s-1) (F = 5.71, p = 0,02). A comparação múltipla entre as médias 

a partir do teste de Tukey HSD revelou que houve diferença significativa (p < 0,05) 

entre a intensidade luminosa L9 e intensidades superiores a L80 (L80 a L250) e 

entre a intensidade luminosa L20 e intensidades superiores a L125 (L125 a L250). 
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Não houve diferença significativa entre as médias de crescimento dos cultivos acima 

de 50 µmol fótons.m-2.s-1 (≥ L50).  

 

 
FIGURA 19 – COMPARAÇÃO ENTRE O TAMANHO MÉDIO (µm) DOS TRICOMAS DE C. raciborskii 
QUANDO SUBMETIDA A INTENSIDADE LUMINOSA BAIXA (L9 = 9 µmol fótons.m-2.s-1), MÉDIA 
(L100 = 100 µmol fótons.m-2.s-1) E ALTA (L250 = 250 µmol fótons.m-2.s-1).  
As letras indicam diferença estatística entre tratamentos (p < 0,05). 
 

No tratamento L9 (cultivo submetido a 9 µmol fótons.m-2.s-1) o comprimento 

médio dos tricomas (µm) foi significativamente maior que nos outros tratamentos 

acompanhados (F = 13.103, p < 0,001). Na figura 19 são apresentados os dados de 

tamanho médio desses tricomas, medidos em intervalos de 2 a 3 dias ao longo de 

todo o experimento, em comparação com o tamanho médio dos tricomas nos 

tratamentos L100 e L250, submetidos a maiores intensidades luminosas, 100 µmol 

fótons.m-2.s-1 e 250 µmol fótons.m-2.s-1, respectivamente. No tratamento submetido a 

menor intensidade luminosa (9 µmol fótons.m-2.s-1) o comprimento dos tricomas 

variou de 313 a 790 µm enquanto nos tratamentos submetidos a 100 µmol fótons.m-

2.s-1 e 250 µmol fótons.m-2.s-1 o comprimento dos tricomas variou de 80 a 320 µm.  

 

 

4 DISCUSSÃO 

 

Os cultivos da cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados submetidos 

a intensidades luminosas menores que 50 µmol fótons.m-2.s-1 (9 e 20 µmol fótons.m-
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2.s-1) apresentaram baixa taxa de crescimento durante o período estudado, menores 

que 0,25. Mesmo sob essas intensidades luminosas consideradas muito baixas para 

outras espécies (REYNOLDS et al., 2002; UNESCO, 2009), C. raciborskii é capaz de 

manter um crescimento estável, mesmo que lento. O parâmetro mais confiável para 

avaliar e comparar a exigência de luz é o lk (BRIAND et al., 2004). Esse parâmetro, 

que é a intensidade de luz que se aproxima da saturação do crescimento da 

espécie, foi calculado em 19 µmol fótons.m-2.s-1 (α = 0,0361) para a cepa de C. 

raciborskii CYL04. Um valor muito baixo quando comparado a outras cianobactérias. 

O valor de Ik calculado para Microcystis Lemmermann, por exemplo, é superior a 200 

µmol fótons.m-2.s-1 (UNESCO, 2009). Esse valor de lk baixo é típico de 

cianobactérias formadoras de florações e adaptadas a pequenas intensidades 

luminosas como, além de Cylindrospermopsis raciborskii, Planktothrix agardhii 

(Gomont) Anagnostidis e Komárek, Planktothrix rubescens (De Candolle ex Gomont) 

Anagnostidis e Komárek e Limnothrix redekei (van Goor) M.E.Meffert (PADISÁK; 

REYNOLDS, 1998; BONILLA et al., 2012). Por possuírem esse atributo fisiológico 

em comum, Reynolds et al. (2002) incluiu essas cianobactérias nos grupos 

funcionais S e R (espécies tolerantes a baixas intensidades luminosas). Esse valor 

de lk é semelhante ao observado por outros autores (SHAFIK et al., 2001; BRIAND 

et al., 2004; DYBLE; TESTER; LITAKER, 2006) para outras cepas de C. raciborskii. 

De maneira geral, os valores relatados na literatura vão de 15 a 26 µmol fótons.m-2.s-

1 (PADISÁK; REYNOLDS, 1998; SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004; 

BONILLA et al., 2012). Bonilla et al. (2012) encontraram Ik ainda menor do que o 

observado durante esse estudo (8 µmol fótons.m-2.s-1). A característica de tolerância 

a baixa intensidade luminosa é encontrada tanto em cepas de C. raciborskii isoladas 

da região tropical como temperada (BRIAND et al., 2004).  

Essa característica permite que C. raciborskii continue a crescer mesmo 

quando a biomassa e a atenuação vertical da luz tornam-se extremamente altas 

(HAVENS et al., 2003). No Brasil, essa cianobactéria já foi encontrada em lagos 

rasos e eutróficos, sob intensidade luminosa próxima a 15 µmol fótons.m-2.s-1 

(BOUVY et al., 1999; 2000). A sua alta tolerância ao sombreamento (PADISÁK; 

REYNOLDS, 1998, ISVÁNOVICS et al., 2000; BRIAND et al., 2002) pode estar 

relacionada ao sucesso nesses ambientes, que são mais túrbidos que os 

oligotróficos. Por esses e outros motivos, Padisák e Reynolds (1998) removeram C. 

raciborskii da assembléia que agrupa as cianobactérias fixadoras de N2 (H) e 
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propuseram uma assembléia específica (Sn), baseada na sua tolerância ao 

sombreamento. De maneira geral, as intensidades luminosas que chegam às 

profundidades onde C. raciborskii é abundante permanecem entre 15 µmol fótons.m-

2.s-1 e 200 µmol fótons.m-2.s-1 (HAVENS et al., 1998; BOUVY et al., 1999).  

A diminuição da intensidade luminosa incidente é relevante no inverno da 

região subtropical do Brasil, onde está situado o reservatório de Alagados. Isto 

porque ela chega a quase a metade da intensidade luminosa incidente no verão (ver 

Figura 8). Portanto, a sazonalidade pronunciada da luz pode ser um dos fatores 

controladores da floração de C. raciborskii no reservatório de Alagados. Apesar da 

alta tolerância ao sombreamento exibida pela cepa isolada desse reservatório, 

intensidades luminosas inferiores a 20 µmol fótons.m-2.s-1 desfavoreceriam o 

crescimento de C. raciborskii em relação à espécies mais tolerantes a essas 

condições. Por exemplo, Mougeotia sp. que é uma espécie perifítica e portanto 

tolerante a ambientes sombreados (REYNOLDS et al., 2002). Essa clorófita 

praticamente substitui C. raciborskii no reservatório de Alagados no final do outono 

(SANEPAR, relatórios internos). As menores densidades de C. raciborskii ocorrem 

no reservatório a partir do mês de julho (SANEPAR, relatórios internos), quando a 

intensidade luminosa chega à metade daquela incidente durante o verão (Figura 8), 

enquanto a concentração de nutrientes não difere tanto entre as estações (por 

exemplo, o Fósforo, Figura 5). A inibição do crescimento devido a redução sazonal 

de disponibilidade de luz na área de estudo, também pode ser intensificada devido 

ao menor fotoperíodo prevalente durante o inverno, de aproximadamente 10 a 11 

horas de duração. Em comparação, no verão o período diário de insolação é de 

aproximadamente 13 a 14 horas (FERNANDES et al., 2011). Evidentemente, outros 

fatores controladores têm importante papel no controle das florações, como a 

temperatura, por exemplo. Esse parâmetro foi demonstrado como efetivo regulador 

do crescimento de C. raciborskii, tanto para cepas fisiologicamente adaptadas a 

ambientes tropicais como temperados (BRIAND et al., 2004).  

Todavia, durante esse estudo a cepa CYL04 do reservatório de Alagados foi 

submetida a intensidades luminosas que chegaram a 250 µmol fótons.m-2.s-1, sem 

apresentar sinal de fotoinibição. Algumas cepas são capazes de tolerar intensidades 

luminosas acima de 500 µmol fótons.m-2.s-1 (BRIAND et al., 2004). Em campo, a 

espécie parece tolerar intensidades luminosas mais altas do que as observadas em 

laboratório. Na Austrália tropical, valores muito elevados de luminosidade (até 2500 
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µmol fótons.m-2.s-1) incidem na superfície da água do rio Fitzroy durante florações de 

C. raciborskii (FABBRO; DUIVENVOORDEN, 1996). Cylindrospermopsis raciborskii 

prolifera em águas austríacas com valores de intensidade luminosa incidente de 200 

a 600 µmol fótons.m-2.s-1 (DOKULIL; MAYER, 1996). A partir dessas observações 

fica claro que, além de ser uma espécie tolerante ao sombreamento (PADISÁK; 

REYNOLDS, 1998), Cylindrospermopsis raciborskii possui ampla tolerância 

fisiológica com relação a luz. Essa característica é uma das hipóteses formuladas 

para explicar a recente proliferação da espécie para novos habitats em regiões 

temperadas (BRIAND et al., 2004; PICCINI et al., 2011). O crescimento da cepa 

CYL04 foi acompanhado durante 50 dias (observação não publicada), tanto em 

intensidades de luz altas quanto baixas, e em nenhum momento ao longo do 

crescimento houve fotoinibição.  

No entanto, Saker et al. (1999) observaram culturas cloróticas com 

crescimento reduzido quando submetidas a intensidades luminosas acima de 118 

µmol fótons.m-2.s-1. Durante o mesmo estudo, a iluminação contínua a 165 µmol 

fótons.m-2.s-1 ou acima disso inibiu completamente o crescimento de uma cepa de C. 

raciborskii australiana (SAKER et al., 1999). Esses dados reforçam ainda mais as 

diferenças fisiológicas existentes entre cepas e justificam estudos regionais para 

determinar especificidades das populações quanto aos requerimentos ambientais 

ideais para seu crescimento celular. 

Diferente do observado por outros autores (por exemplo, SAKER et al., 1999; 

SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004; CARNEIRO et al., 2009), nossos 

resultados sugerem que não há uma intensidade luminosa ótima para o crescimento 

da cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados. A intensidade luminosa 

reportada na literatura como ótima para o crescimento da espécie parece variar 

dependendo da cepa testada. O ótimo de crescimento de uma cepa húngara ocorre 

sob intensidade luminosa de 80 µmol fótons.m-2.s-1 (SHAFIK et al., 2001). No 

experimento de Saker et al. (1999) a taxa de crescimento máxima ocorreu sob 

luminosidade de 118 µmol fótons.m-2.s-1. Já a cepa CYL04, quando submetida a 

intensidades luminosas maiores ou iguais a 50 µmol fótons.m-2.s-1 apresenta taxa de 

crescimento homogênea entre 0,26 e 0,30. Essa característica indica que essa seria 

a taxa de crescimento máxima da cepa sob as condições estudadas (concentração 

padrão de fósforo do meio ASM-1, 0,02 mg.L-1, fotoperíodo 12h:12h e 20ºC), que é 

similar a de outras cepas brasileiras. Carneiro et al. (2009) encontraram taxas de 
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crescimento entre 0,13 e 0,30 dia-1 para cepas brasileiras de C. raciborskii, sob 

intensidades luminosas entre 50 e 150 µmol fótons.m-2.s-1, a 24ºC. Entretanto, a taxa 

de crescimento dessa cepa sob 50 µmol fótons.m-2.s-1 foi significativamente menor 

quando comparada a intensidades luminosas de 100 e 150 µmol fótons.m-2.s-1.  

A taxa de crescimento dessas cepas subtropicais é menor quando comparada 

a de cepas isoladas de diferentes regiões do globo. Briand et al. (2004) encontraram 

taxa de crescimento de 0,7 dia-1, a 25ºC, em intensidades luminosas semelhantes 

para cepas de C. raciborskii isoladas de ecossistemas aquáticos da Austrália (150 

µmol fótons.m-2.s-1), França, Hungria (100 µmol fótons.m-2.s-1) e Senegal (200 µmol 

fótons.m-2.s-1). Para uma cepa brasileira, esse mesmo autor encontrou taxa de 

crescimento de 0,8 dia-1 a 100 µmol fótons.m-2.s-1. Essa diferença poderia estar 

relacionada também ao fotoperíodo (16h:8h) utilizado durante os experimentos, com 

fase clara maior que a do presente estudo (12h:12h). Entretanto, Saker e Neilan 

(2001) utilizaram o mesmo fotoperíodo do presente estudo e, mesmo assim, 

encontraram taxa de crescimento maior (0,6 dia-1) tanto para uma cepa australiana 

(a 25ºC e 50 µmol fótons.m-2.s-1) quanto para uma cepa uruguaia (a 25ºC e 135 

µmol fótons.m-2.s-1).  

Acredita-se que essa diferença entre cepas pode ser uma evidência da 

existência de ecótipos de C. raciborskii com diferentes tolerâncias a condições 

ambientais, sugerida por Piccini et al. (2011). A existência desses ecótipos está 

entre as hipóteses formuladas para explicar a expansão de C. raciborskii para 

latitudes médias (PICCINI et al., 2011), reforçando o comportamento invasor da 

espécie e seu sucesso em diferentes condições climáticas (BONILLA et al., 2012). 

Essa grande variabilidade fisiológica demonstra a alta capacidade de C. raciborskii 

de se adaptar a diferentes condições ambientais.  

A variabilidade morfológica também é muito comum entre as cianobactérias, 

especialmente em C. raciborskii (MCGREGOR; FABBRO, 2000). Durante os 

experimentos realizados nesse estudo os tricomas de C. raciborskii responderam 

morfologicamente às intensidades luminosas a que foram submetidos com aumento 

significativo no comprimento dos tricomas submetidos a intensidades luminosas 

baixas (9 e 20 µmol fótons.m-2.s-1). Ao contrário do encontrado nesse estudo, Bonilla 

et al. (2012) observaram aumento no comprimento máximo e no volume individual 

dos tricomas submetidos a intensidades luminosas maiores. Já em campo, esses 
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mesmos autores não encontraram relação entre o biovolume de C. raciborskii e a 

disponibilidade de luz no ambiente (Zeu/Zmix).  

Essa plasticidade morfofisiológica exibida por C. raciborskii e sua tolerância à 

ampla faixa de condições ambientais, como intensidades luminosas, pode explicar 

sua expansão para diferentes condições ambientais, assim como adiantar o 

aumento gradual de sua dominância nesses ambientes.  

Nossos resultados suportam a hipótese sugerida por Briand et al. (2004) de 

que C. raciborskii é uma espécie tolerante a ampla faixa de condições ambientais, 

podendo dominar tanto em ambientes tropicais como temperados. O crescimento da 

cepa pode ser mantido em condições de baixa intensidade luminosa, favorecendo-a 

em detrimento de outras espécies do fitoplâncton. Nossos resultados sugerem 

também a adaptação da espécie a uma ampla faixa de intensidade luminosa. 

 

 

5 CONCLUSÕES  

 

Os dados elucidam o comportamento ecofisiológico da cepa de C. raciborskii 

CYL04 do reservatório de Alagados em diferentes intensidades luminosas, 

importante para compreender o sucesso da espécie nesse ambiente.  

O crescimento de C. raciborskii no reservatório de Alagados pode ser 

regulado, entre outros parâmetros, pela redução da intensidade luminosa incidente 

no ambiente no fim do outono, sendo que o crescimento da cepa é sub-saturado em 

intensidades luminosas menores que 20 µmol fótons.m-2.s-1.  

A cepa responde morfologicamente às condições ambientais às quais é 

submetida, demonstrando a grande plasticidade morfofisiológica e capacidade de 

adaptação de C. raciborskii. Estudos ecofisiológicos com diferentes cepas de C. 

raciborskii são de extrema importância para elucidar os efeitos dos fatores 

ambientais no crescimento e sucesso da espécie em locais diferentes da sua 

origem.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

As florações de cianobactérias nocivas estão se tornando cada vez mais 

frequentes em distintos corpos de água doce localizados em diferentes latitudes. 

Entre as cianobactérias que mais causam problemas em reservatórios destinados ao 

abastecimento público está Cylindrospermopsis raciborskii Seenayya et Subba Raju 

(BRIAND et al., 2004). A espécie se destaca pela recente expansão e elevada 

dominância na comunidade fitoplanctônica por todo o mundo, que preocupa as 

autoridades sanitárias envolvidas com o abastecimento público de água potável. 

Algumas hipóteses tentam explicar esse aumento gradual da ocorrência de C. 

raciborskii, como alterações climáticas globais e presença de ecótipos com elevada 

plasticidade fisiológica (BRIAND et al., 2004; PICCINI et al., 2011). Estudos 

ecofisiológicos têm sido desenvolvidos visando elucidar os mecanismos fisiológicos 

de C. raciborskii influenciados por reguladores do crescimento como temperatura 

(CASTRO et al., 2004; CHONUDOMKUL et al., 2004), nutrientes (ISVÁNOVICS et 

al., 2000; AUBRIOT; BONILLA, 2012) e intensidade luminosa (CARNEIRO et al., 

2009; BRIAND et al., 2004). Esses estudos, de maneira geral, têm por objetivo 

avaliar os efeitos de fatores isolados no crescimento de C. raciborskii. Por outro lado, 

a interação entre esses fatores ainda não foi estuda. Em campo, essas correlações 

podem ser difíceis de interpretar devido à interação de outros fatores físico-químicos 

e biológicos que ocorrem no ambiente (POSSELT; BURFORD; SHAW, 2009). Dessa 

forma, estudos laboratoriais são de extrema importância para determinar os efeitos 

desses fatores na promoção das florações de cianobactérias. Além disso, sabe-se 

que C. raciborskii apresenta cepas que respondem de modo específico às variáveis 

ambientais (BRIAND et al., 2004). Como resultado, investigações sobre a ecologia 

dessa espécie em nível local são necessárias, de modo a permitir o completo 

entendimento de seu comportamento invasivo e a expansão geográfica 

recentemente observada. 

As diferentes regiões geográficas do globo diferem em seus padrões de 

temperatura, disponibilidade de luz (LEWIS, 2000; MEHNERT et al., 2010) e 

concentração de nutrientes (LEWIS, 2000). A temperatura da água é mais alta nos 

trópicos, onde há também uma menor variabilidade na intensidade da radiação solar 

e alta trofia dos ecossistemas aquáticos de água doce. Por outro lado, em lagos 

temperados há uma maior sazonalidade das condições ambientais e a 
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disponibilidade de nutrientes é um importante fator limitante do crescimento do 

fitoplâncton (LEWIS, 2000; WHITTON; POTTS, 2002). Cylindrospermopsis 

raciborskii foi descrita como um microrganismo tropical (PADISÁK, 1997), porém, 

atualmente, ocorre nas três regiões do globo (temperada, subtropical e tropical), sem 

diferença significativa em sua contribuição para o biovolume total entre a região 

tropical e temperada (BONILLA et al., 2012). 

A concentração de nutrientes tem papel fundamental sobre a produtividade 

primária do fitoplâncton. Entre os nutrientes mais importantes está o fósforo (P), um 

elemento essencial para o funcionamento dos organismos (SCHINDLER, 1977). 

Essa importância se deve à sua participação em diversos mecanismos vitais, como 

na síntese de ácidos nucleicos e fosfolipídios de membrana e na transferência de 

energia através dos nucleotídeos tri e bi-fosforilados, ATP e ADP, respectivamente 

(RIGLER, 1956; ESTEVES, 1998; FERNANDES et al., 2005a). O fósforo das águas 

doces encontra-se na forma de fosfato (SRP) e, embora seja requerido em baixas 

concentrações, é igualmente essencial para os organismos (ESTEVES, 1998). A 

concentração de P pode variar amplamente nos ambientes aquáticos em função de 

alguns fatores, como a precipitação local e a magnitude do escoamento superficial 

desse elemento para o reservatório, da sua adsorvição em partículas na coluna de 

água com consequente sedimentação, o próprio consumo pelo fitoplâncton no 

ambiente, entre outros (ESTEVES, 1998). Esse nutriente, geralmente, é o principal 

limitante da produtividade primária em águas continentais, pois se encontra sempre 

abaixo das concentrações necessárias para o crescimento rápido e sustentável da 

comunidade fitoplanctônica (SCHINDLER, 1977; TUNDISI; TUNDISI, 2008).  

Os organismos têm evoluído mecanismos ou adaptações para lidar com 

essas concentrações variáveis de P no ambiente (DYHRMAN et al., 2007). No 

entanto, em muitas cianobactérias de água doce os mecanismos adaptativos 

adquiridos para lidar com as concentrações variáveis de P no ambiente têm recebido 

pouca atenção, sendo que os mecanismos através dos quais C. raciborskii responde 

a diferentes níveis desse elemento não são ainda bem estabelecidos (WU et al., 

2012). Por outro lado, esse nutriente parece desempenhar um fator chave na 

dominância de C. raciborskii (PADISÁK, 1997; ISVÁNOVICS et al., 2000; POSSELT; 

BURFORD; SHAW, 2009; BURFORD; DAVIS, 2011). Além disso, características 

desse organismo como a alta afinidade e capacidade de estocar P, quando 
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comparado a outras cianobactérias (ISVÁNOVICS et al., 2000; SHAFIK et al., 2001), 

desempenha importante papel no desenvolvimento das florações (PADISÁK, 1997).  

A plasticidade fenotípica exibida por C. raciborskii é outra característica que 

confere uma vantagem adaptativa à espécie frente às variações ambientais. 

Ecótipos de C. raciborskii exibem diferentes faixas de tolerância às condições 

ambientais (PICCINI et al., 2011), o que pode facilitar sua expansão para regiões 

com condições ambientais diversas (BONILLA et al., 2012). Nesse sentido, 

compreender os efeitos de fatores ambientais chave, como temperatura, intensidade 

luminosa e concentração de fósforo reativo, no crescimento de algumas espécies de 

cianobactérias em diferentes ambientes é fundamental para prever futuras 

mudanças no comportamento das florações frente às mudanças climáticas globais. 

Apesar de causar diversos problemas na região, não existem estudos desse tipo 

com cepas de C. raciborskii isoladas do Sul do Brasil. Dessa forma, o objetivo desse 

estudo foi investigar os efeitos dos fatores reguladores temperatura, luz e fósforo 

reativo sobre o crescimento da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii do 

reservatório de Alagados, Ponta Grossa, Paraná. Os resultados foram comparados 

com cepas de outras latitudes e, além disso, os fatores mais relevantes para o 

crescimento da cepa, bem como seus possíveis papéis na promoção das florações 

no reservatório de Alagados, foram discutidos. 

 

 

2 MATERIAL E MÉTODO 

 

Previamente ao início dos experimentos toda a vidraria a ser utilizada 

permaneceu em HCl 10% durante 24 horas, depois foi enxaguada e rinsada com 

água destilada antes da autoclavagem para prevenir qualquer contaminação por 

fósforo (ANDERSEN, 2005). 

A cepa de C. raciborskii (CYL04) foi mantida em meio ASM-1 livre de fósforo 

durante 20 dias (até atingir a fase estacionária de crescimento) antes do início dos 

experimentos com o objetivo de diminuir a influência da reserva interna desse 

elemento durante a fase experimental. Além disso, a cepa foi repicada e 

permaneceu sob as condições de temperatura e luminosidade utilizadas no 

experimento durante 15 dias. As condições de cultivo (Tabela 7) foram estabelecidas 

de acordo com as condições do ambiente do qual a cepa foi isolada e literatura 
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específica. As temperaturas utilizadas foram a temperatura média da água da zona 

fótica do reservatório durante o inverno (16°C) e a média anual (20°C) segundo 

dados históricos do IAP (2009), a temperatura ótima de crescimento segundo 

literatura específica (25°C) (SAKER; GRIFFITHS, 2000; BRIAND et al., 2004) e a 

temperatura máxima da água da zona fótica do reservatório durante o verão (27°C) 

(IAP, 2009). Para determinar a intensidade luminosa de inverno e verão a serem 

utilizadas nos experimentos foram analisados dados do SIMEPAR para a região. 

Diferentes concentrações de fósforo foram selecionadas com base nos dados do 

monitoramento do reservatório de Alagados realizado pelo Instituto Ambiental do 

Paraná (IAP, 2004; IAP, 2009). A média anual da concentração de fósforo reativo no 

reservatório de Alagados é de 0,02 mg.L-1. Os valores utilizados no experimento 

foram 0,02 mg.L-1, 0,02 x 2 (0,04 mg.L-1) e 0,02 x 4 (0,08 mg.L-1). Um controle sem 

adição de fósforo (0,00 mg.L-1 = P0) foi utilizado como uma forma de mensurar o 

crescimento da cepa a partir do armazenamento interno desse elemento. Outro 

controle com fósforo, porém sem cianobactérias, permitiu o monitoramento do 

possível consumo de fósforo por outras bactérias ou contaminantes. A cada 

tratamento foi atribuído um código com base na condição a qual cada um foi 

submetido, conforme tabela 7.  

O inóculo utilizado para iniciar o experimento foi de 5 x 106 tricomas.mL-1 de 

C. raciborskii colhido das culturas adaptadas às condições experimentais em fase 

exponencial de crescimento (fase log). Todos os tratamentos foram conduzidos em 

triplicata. 

Amostras foram tomadas sob condições estéreis a cada 2 a 3 dias de cada 

tratamento a fim de determinar a densidade óptica (absorbância a 750 nm) como 

forma de mensurar o crescimento do cultivo. Uma curva de crescimento padrão foi 

construída para cada tratamento. Os frascos Erlenmeyers contendo os cultivos em 

condições experimentais foram agitados manualmente uma vez por dia. Para 

diminuir os efeitos de diferenças de intensidade luminosa e/ou temperatura 

incidentes em cada um dos tratamentos, os frascos foram aleatorizados diariamente. 

Uma análise de variância do tipo ANOVA tri-fatorial foi realizada a fim de 

verificar diferenças entre as médias de crescimento da cepa quando submetida a 

diferentes condições experimentais. O experimento durou 45 dias e foi encerrado 

quando a taxa de crescimento (µ.dia-1) dos cultivos permaneceu estável por pelo 

menos 5 dias. A taxa de crescimento intrínseco da cepa sob cada uma das 
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condições experimentais foi calculada para os primeiros 10 dias de cultivo, a fim de 

evitar os efeitos de escassez de nutrientes e do auto-sombreamento, a partir do 

ajuste de uma reta aos dados das curvas de crescimento de cada uma das réplicas 

dos tratamentos (densidade óptica em escala logarítimica x tempo) (dados não 

apresentados). A taxa de crescimento do tratamento (µ) é dada pela inclinação da 

curva (a). Sendo a equação geral da reta: y = a.x + b. 

 

TABELA 7 – CONDIÇÕES DE TEMPERATURA, INTENSIDADE LUMINOSA E CONCENTRAÇÃO 
DE FÓSFORO REATIVO ÀS QUAIS FORAM SUBMETIDOS OS CULTIVOS DURANTE O 
EXPERIMENTO DE CRESCIMENTO DE Cylindrospermopsis raciborskii E OS CÓDIGOS 
REFERENTES A CADA UM DOS TRATAMENTOS.  

Temperatura 
(°C) 

Intensidade luminosa 
(µmol fótons.m -2.s-1) 

Concentração de P 
(mg.L -1) 

Código 
(réplicas) 

0,00 T1L1P0 (3) 
0,02 T1L1P2 (3) 
0,04 T1L1P4 (3) 

40 

0,08 T1L1P8 (3) 
0,00 T1L1P0 (3) 
0,02 T1L1P2 (3) 
0,04 T1L1P4 (3) 

16 

250 

0,08 T1L1P8 (3) 
0,00 T1L1P0 (3) 
0,02 T1L1P2 (3) 
0,04 T1L1P4 (3) 

40 

0,08 T1L1P8 (3) 
0,00 T1L1P0 (3) 
0,02 T1L1P2 (3) 
0,04 T1L1P4 (3) 

20 

250 

0,08 T1L1P8 (3) 
0,00 T1L1P0 (3) 
0,02 T1L1P2 (3) 
0,04 T1L1P4 (3) 

40 

0,08 T1L1P8 (3) 
0,00 T1L2P0 (3) 
0,02 T1L2P2 (3) 
0,04 T1L2P4 (3) 

25 

250 

0,08 T1L2P8 (3) 
0,00 T2L1P0 (3) 
0,02 T2L1P2 (3) 
0,04 T2L1P4 (3) 

40 

0,08 T2L1P8 (3) 
0,00 T2L2P0 (3) 
0,02 T2L2P2 (3) 
0,04 T2L2P4 (3) 

27 

250 

0,08 T2L2P8 (3) 
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O coeficiente de temperatura (Q10) foi calculado a partir da equação: 

 

Q10 = (R2/R1)^(10/T2-T1) 

 

Onde: 

R1 = taxa de crescimento da cepa quando submetida a 16°C  

R2 = taxa de crescimento da cepa quando submetida a 27°C  

T1 = 16°C 

T2 = 27°C 

 

Esse coeficiente representa o fator de aumento de uma reação a cada 

elevação de 10 graus na temperatura. O Q10 (16 - 27°C), para cada intensidade 

luminosa e concentração de SRP, foi calculado utilizando a taxa de crescimento 

média (n = 3) da cepa quando submetida a esses tratamentos em cada uma das 

temperaturas (16 - 27°C). 

Amostras para a análise da concentração de fosfato reativo (mg.L-1) foram 

coletadas da água do reservatório (filtrada em Filtro Millipore de Acetato de Celulose 

com abertura de malha de 2 µm) utilizada para o preparo do meio de cultivo ASM-1. 

Ao final do experimento novas amostras foram coletadas para a determinação da 

concentração final de fosfato reativo (mg.L-1). Essas análises foram realizadas de 

acordo com “Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater” 

(APHA, 1995) pelo laboratório de Biogeoquímica Marinha do Centro de Estudos do 

Mar (CEM) em Pontal do Paraná, PR.  

 

 

3 RESULTADOS 

 

A análise de variância do tipo ANOVA tri-fatorial revelou que houve diferença 

significativa (F = 71.59, p < 0,001) entre as médias de crescimento da cepa quando 

submetida a diferentes temperaturas (16, 20, 25, 27°C) (Tabela 8, Figura 20), exceto 

entre 20 e 25°C. Não houve crescimento intensivo a 16°C, sendo que o crescimento 

da cepa sob essa temperatura foi significativamente inferior quando comparado às 

outras temperaturas testadas. A taxa de crescimento da cepa a 27°C foi superior, 
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mas a densidade óptica não superou a observada sob temperaturas medianas (20 e 

25°C). 

 

TABELA 8 – RESULTADO DO TESTE DE TUKEY HSD.  
Fatores que revelaram diferença significativa entre as médias de crescimento na 
análise ANOVA tri-fatorial, diferença entre as médias (F) e os respectivos valores 
de p.  

FATORES F p 

Temperatura 71.59 < 0,001 

Intensidade luminosa 59.61 < 0,001 

Fósforo reativo 3.62 < 0,001 

Temperatura:Intensidade luminosa 9.46 < 0,001 

Temperatura:Fósforo reativo 5.70 < 0,001 

 

 
FIGURA 20 – CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE ÓPTICA 
(Absorbância a 750 nm) EM DIFERENTES TEMPERATURAS. 
As letras a, b e c indicam diferença estatística entre os tratamentos. 

 

A intensidade luminosa também teve influência no crescimento da cepa 

CYL04 (Tabela 8), sendo que houve diferença significativa (F = 59.61, p < 0,001) 

entre as médias de seu crescimento quando submetida a diferentes intensidades 

luminosas (40 e 250 µmol fótons.m-2.s-1). O crescimento da cepa de C. raciborskii do 

reservatório de Alagados foi maior em intensidade luminosa mais alta (Figura 21). 
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FIGURA 21 – CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE ÓPTICA 
(Absorbância a 750 nm) EM DIFERENTES INTENSIDADES LUMINOSAS. 
As letras a e b ndicam diferença estatística entre os tratamentos. 
 

Além disso, houve interação entre esses fatores (temperatura e intensidade 

luminosa) promovendo diferenças significativas (F = 9.46, p < 0,001) no crescimento 

da cepa (Tabela 8), ou seja, a influência da luz foi dependente da temperatura a qual 

foi submetida (Figura 22). Na temperatura de 16°C, não houve crescimento intensivo 

independente da intensidade luminosa a qual a cepa foi submetida. A intensidades 

luminosa alta (250 µmol fótons.m-2.s-1) foi responsável por um aumento significativo 

no crescimento da cepa em temperaturas medianas (20 e 25°C). A 27°C não houve 

diferença significativa entre as médias de crescimento da cepa entre as diferentes 

intensidades luminosas. Sob essa temperatura, o crescimento da cepa foi similar ao 

observado em temperaturas medianas e intensidade luminosa alta (Figura 22).  
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FIGURA 22 – CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE ÓPTICA 
(Absorbância a 750 nm) EM DIFERENTES TEMPERATURAS E INTENSIDADES LUMINOSAS. 
As letras a, b, c e d indicam diferença estatística entre os tratamentos. 

 

Também houve diferença significativa (F = 3.62, p < 0,001) entre as médias 

de crescimento da cepa quando submetida a diferentes concentrações de fósforo 

reativo (SRP) (0,00, 0,02, 0,04 e 0,08 mg.L-1) (Tabela 8, Figura 23). De maneira 

geral, maiores concentrações de fósforo reativo promovem um maior crescimento da 

cepa CYL04, sendo 0,04 mg.L-1 a concentração ideal observada durante o 

experimento.  

 
FIGURA 23 – CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE ÓPTICA 
(Absorbância a 750 nm) EM DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE FÓSFORO REATIVO. 
As letras a e b indicam diferença estatística entre os tratamentos. 
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Após permanecer em “starvation” por 20 dias a cepa CYL04 manteve a 

capacidade de crescimento, mesmo que reduzido, quando cultivada em sem adição 

de SRP (0,00 mg.L-1). Os tricomas cultivados em meio livre de SRP apresentaram 

citoplasma mais hialino (Figura 24 A - H) quando comparado ao dos tricomas 

cultivados com adição de SRP (Figura 27 I - L).  

 

 

FIGURA 24 – MORFOLOGIA DOS TRICOMAS DA CEPA CYL04 CULTIVADA EM DIFERENTES 
CONCENTRAÇÕES DE SRP.  
(A – H) cultivados em meio livre de SRP; (I – L) com adição de SRP. 
Condições de cultivo: Temperatura = 27°C; Intensidade luminosa = 250 µmol fótons.m-2.s-1. 
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Houve interação também entre os fatores temperatura e SRP (Tabela 8) 

promovendo diferença significativa no crescimento da cepa do reservatório de 

Alagados (F = 5.70, p < 0,001), sendo que a influência do SRP foi diferente entre as 

quatro temperaturas testadas (16, 20, 25 e 27°C) (Figura 25). Sob 20 e 25°C não 

houve diferença significativa no crescimento da cepa independente da concentração 

de SRP a qual foi submetida. Já em temperaturas extremas, 16 e 27°C, maiores 

concentrações de SRP levaram a um aumento significativo do crescimento da cepa.  

 

 
FIGURA 25 – CRESCIMENTO DA CEPA CYL04 MEDIDO A PARTIR DA DENSIDADE ÓPTICA 
(Absorbância a 750 nm) EM DIFERENTES TEMPERATURAS E CONCENTRAÇÕES DE FÓSFORO 
REATIVO. 
As letras a e b indicam diferença estatística entre os tratamentos. 
 

A taxa de crescimento (µ.dia-1) dos cultivos submetidos à temperatura de 

16°C (T1) não ultrapassou 0,2 dia-1 (Figura 26, Tabela 9). Nas temperaturas de 20 e 

25°C (T2 e T3), a taxa de crescimento da cepa CYL04 chegou a 0,3 dia-1 (Figura 26, 

Tabela 9). Os cultivos submetidos à temperatura de 27°C (T4) tiveram taxa de 

crescimento máxima próxima de 0,5 dia-1 (Figura 26, Tabela 9).  
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FIGURA 26 – TAXAS DE CRESCIMENTO (µ.dia-1) DA CEPA CYL04 SUBMETIDA A DIFERENTES 
CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS.  
A média das réplicas foi utilizada (n = 3). 
 

TABELA 9 – TAXA DE CRESCIMENTO (µ.dia-1) DOS CULTIVOS SUBMETIDOS AOS 
DIFERENTES TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS ORGANIZADOS EM FUNÇÃO DA 
CONCENTRAÇÃO DE FÓSFORO REATIVO.  

TRATAMENTOS 0,00 mg.L -1 0,02 mg.L -1 0,04 mg.L -1 0,08 mg.L -1 
16°C / 40 µmol fótons.m -2.s-1 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,06 0,13 ± 0,07 0,15 ± 0,08 
16°C / 250 µmol fótons.m -2.s-1 0,08 ± 0,11 0,07 ± 0,06 0,20 ± 0,12 0,17 ± 0,08 
20°C / 40 µmol fótons.m -2.s-1 0,12 ± 0,04 0,13 ± 0,01 0,13 ± 0,03 0,09 ± 0,01 
20°C / 250 µmol fótons.m -2.s-1 0,23 ± 0,01 0,25 ± 0,03 0,23 ± 0,04 0,26 ± 0,01 
25°C / 40 µmol fótons.m -2.s-1 0,15 ± 0,02 0,15 ± 0,02 0,14 ± 0,01 0,08 ± 0,01 
25°C / 250 µmol fótons.m -2.s-1 0,26 ± 0,01 0,33 ± 0,03 0,26 ± 0,02 0,26 ± 0,02 
27°C / 40 µmol fótons.m -2.s-1 0,09 ± 0,07 0,15 ± 0,04 0,18 ± 0,07 0,05 ± 0,01 
27°C / 250 µmol fótons.m -2.s-1 0,22 ± 0,00 0,30 ± 0,05 0,47 ± 0,04 0,40 ± 0,03 
Os dados foram apresentados na forma de taxa de crescimento (µ.dia-1) ± desvio padrão. 

 

Os valores de Q10 (16 - 27°C) calculados para a cepa de C. raciborskii do reservatório 

de Alagados foram maiores quando cultivada sob alta intensidade luminosa (Tabela 

10).  

 

TABELA 10 – COEFICIENTES DE TEMPERATURA (Q10 16 - 27) CALCULADOS PARA 
A CEPA DE C. raciborskii CYL04 CULTIVADA SOB DIFERENTES INTENSIDADES 
LUMINOSAS E CONCENTRAÇÕES DE FÓSFORO REATIVO.  

TRATAMENTOS 0,00 mg.L -1 0,02 mg.L -1 0,04 mg.L -1 0,08 mg.L -1 
40 µmol fótons.m -2.s-1 - 1.59 1.34 0.37 
250 µmol fótons.m -2.s-1 2.51 3.75 2.17 2.18 

 

Os tricomas submetidos a concentração de SRP equivalente a 0,08 mg.L-1 

apresentaram heterócitos durante a maior parte do período de experimento. A 

produção de heterócitos iniciou entre o quinto e sexto dia de experimento. Os 
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tricomas cultivados em menores concentrações de SRP também formaram 

heterócitos nas fases iniciais do experimento, mas perderam essas células 

especializadas após a fase de maior crescimento do cultivo (entre o décimo e 

décimo quinto dia).  

 

 

4 DISCUSSÃO 

 

A temperatura mostrou-se um importante fator regulador do crescimento da 

cepa de C. raciborskii CYL04. Apesar da temperatura ótima de crescimento da 

espécie, estabelecida em laboratório, ser relativamente alta (entre 25 e 35°C, e.g. 

SAKER; EAGLESHAM, 1999; BRIAND et al., 2004), a cepa do reservatório de 

Alagados mostrou-se capaz de manter o crescimento também em temperatura 

reduzida (16°C). A taxa de divisão da cepa quando submetida a 16°C foi baixa (µmáx 

= 0,2 dia-1) quando comparada aos outros tratamentos. A tolerância da espécie a 

temperaturas tão baixas quanto 16°C já havia sido reportada em estudos de 

laboratório (BRIAND et al., 2004; CHONUDOMKUL et al., 2004; PICCINI et al., 

2011). Uma cepa uruguaia de C. raciborskii estudada por Piccini et al. (2011) é 

capaz de sobreviver, em laboratório, em 14°C, temperatura ainda mais baixa que a 

mínima utilizada durante o presente estudo. 

A cepa CYL04 apresentou uma fase lag de 3-5 dias quando submetida a 

menor temperatura testada (16°C). Essa fase de adaptação metabólica antes de 

iniciar a divisão também foi observada por outros autores. Nos experimentos de 

Chonudomkul et al. (2004) cepas japonesas e tailandesas apresentaram 

crescimento bom ou moderado sob 15 e 17,5°C. Enquanto as cepas tailandesas 

apresentaram fase lag com duração semelhante a do presente estudo, cerca de três 

dias, as cepas japonesas iniciaram o crescimento logo após a inoculação. As cepas 

japonesas de Chonudomkul et al. (2004) parecem estar completamente adaptadas a 

baixas temperaturas (sem precisar de aclimatação), devido a essa ser uma condição 

constante na região de onde foram isoladas. As cepas tailandesas de Chonudomkul 

et al. (2004), assim como a brasileira do presente estudo, são capazes de manter o 

crescimento em temperaturas baixas, ao redor de 15°C, mas necessitam de um 

período de aclimatação. Isso se deve ao fato de essas temperaturas não serem 
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comuns em períodos de dominância de C. raciborskii nas regiões de onde foram 

isoladas.  

A tolerância de C. raciborskii a temperaturas baixas vem sendo observada 

também em campo (DOKULIL; MAYER, 1996; WIEDNER et al., 2007). Fabre et al. 

(2010) encontraram elevada biomassa de C. raciborskii em um lago subtropical 

uruguaio durante o inverno, em temperatura próxima a 11°C (FABRE et al., 2010). 

Essa é a menor temperatura na qual a espécie já foi registrada dominando o 

fitoplâncton total (FABRE et al., 2010) e, até agora, a menor temperatura que a 

espécie pode tolerar. Como uma evidência, deve-se citar o fato de que algumas 

cepas não foram capazes de sobreviver em laboratório sob temperaturas menores, 

como 10°C (CHONUDOMKUL et al., 2004).  

Cylindrospermopsis raciborskii, de fato, é capaz de manter-se em alguns 

lagos subtropicais (e.g. CHONUDOMKUL et al., 2004; FIGUEREDO; GIANI, 2009; 

FABRE et al., 2010; PICCINI et al., 2011) durante a maior parte do ano. A implicação 

ecológica do crescimento da espécie, mesmo que reduzido, em temperaturas baixas 

é a manutenção do inóculo inicial para a floração no próximo período de 

crescimento. Essa característica, observada na cepa de C. raciborskii do 

reservatório de Alagados, pode ser responsável por sustentar um número limitado de 

tricomas no reservatório durante o inverno, que pode desencadear a próxima 

floração, em janeiro, quando as condições ambientais tornam-se novamente 

favoráveis.  

Em climas frios, a produção de acinetos desempenha um papel fundamental 

no crescimento de C. raciborskii (BRIAND et al., 2004). Cepas isoladas da região 

temperada comumente produzem essas células de resistência, normalmente, sob 

temperaturas baixas de inverno (HAANDE et al., 2008). Já as cepas isoladas de 

ecossistemas localizados em regiões mais quentes, como a região tropical do globo, 

raramente produzem acinetos (SAKER; GRIFFITHS, 2001). Apesar de alguns 

autores sugerirem que as cepas subtropicais de C. raciborskii persistam apenas na 

forma vegetativa durante o inverno (e.g. SAKER; GRIFFITHS, 2001; PICCINI et al., 

2011), quando cultivada a 16°C, a cepa CYL04 apresentou produção de acinetos, 

mesmo que em pequena quantidade (em média 16 acinetos.mL-1, dados não 

apresentados). Essas células de resistência aparecem nessa cepa de maneira 

isolada ou, mais comumente, em grupos de duas ou três dessas células dispostas 

em sequência entre as células vegetativas. A formação de acinetos está relacionada 
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à alta capacidade da espécie de tolerar condições estressantes (BICUDO; 

MENEZES, 2005), como temperatura baixa, nesse caso. No reservatório de 

Alagados, a produção de acinetos pode ser iniciada com a chegada do inverno, 

quando a temperatura da água da zona fótica cai drasticamente (SANEPAR, 

relatórios internos). Dessa maneira, a temperatura de germinação dessas células de 

resistência (entre 22 e 23°C para C. raciborskii, PÁDISAK, 1997; BRIAND et al., 

2004; MOORE, MCGREGOR; SHAW, 2004) poderia explicar a regularidade das 

florações no reservatório, que ocorrem a partir de janeiro, quando a temperatura da 

água do fundo do reservatório é maior que 22°C (IAP, 2009). Os acinetos em 

germinação podem ser carreados também, ainda mais cedo, de regiões mais rasas 

do reservatório, cuja água do fundo pode atingir a temperatura de germinação ainda 

mais cedo.  

Em regiões subtropicais e temperadas há uma maior variação da temperatura 

anual, que influencia diretamente na temperatura da água. No reservatório de 

Alagados, localizado em uma região subtropical, C. raciborskii aparece com 

biomassa relativamente alta (entre 10.000 e 300.000 céls.mL-1), usualmente, em 

janeiro (temperatura superficial da água muitas vezes superior a 25°C), e se mantém 

até julho-agosto (temperatura da água próxima a 15°C) (SANEPAR, relatórios 

internos). Apesar das características de C. raciborskii apresentadas anteriormente 

(capacidade de manter a população reduzida e produção de acinetos em 

temperatura baixa), eventos de quedas bruscas de temperatura parecem influenciar 

diretamente a abundância das florações nesse reservatório (ver Figura 4). Como 

especulado por Padisák (1997), essa espécie é incapaz de se adaptar rapidamente 

a uma grande variação de temperatura. Essa característica pode ser responsável 

pelo decaimento das florações durante o inverno em regiões subtropicais, como a 

que está localizado o reservatório de Alagados, e temperadas. Um evento de queda 

brusca para temperaturas menores que 16°C poderia ser um dos fatores limitantes 

da biomassa de C. raciborskii em meados de junho no reservatório de Alagados. Na 

zona fótica desse reservatório há uma amplitude térmica anual de 12°C (de 

temperaturas próximas a 27°C no verão para menores que 15°C no inverno). Entre 

maio e junho ocorre uma queda brusca de temperatura de, em média, 5°C (de 20°C 

em maio para 15°C em junho). Durante esses eventos, a floração da cianobactéria 

C. raciborskii é praticamente substituída pela elevada densidade celular da clorófita 

Mougeotia sp. (SANEPAR, relatórios internos). Esses extremos térmicos podem 
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limitar a distribuição dos organismos através da diminuição severa da sua 

capacidade de sobrevivência (RICKLEFS, 2003), principalmente de grupos com ciclo 

de vida curto como o das algas, e favorecer o crescimento de outras espécies 

melhor adaptadas ao conjunto de condições locais.  

Mougeotia C. Agardh é um gênero de alga verde filamentosa que está entre 

as algas mais amplamente distribuídas em água doce (TRANSEAU, 1926), sendo 

frequentemente encontrada em lagos acidificados (KLUG; FISCHER, 2000). Em 

ecossistemas lênticos, Mougeotia pode ser encontrada no plâncton como células 

isoladas, como filamentos estreitos e curtos ou enrolados (TRANSEAU, 1926). 

Assim como C. raciborskii, espécies do gênero Mougeotia são capazes de produzir 

células vegetativas com paredes espessadas (TRANSEAU, 1926) que podem resistir 

a períodos com condições adversas. Esse fato poderia explicar a dominância dessas 

espécies ao longo dos anos monitorados. O aumento da abundância de Mougeotia 

sp., que ocorre em meados de julho, pode estar relacionado, além da redução da 

temperatura no inverno, como demonstrado em nossos experimentos e literatura, 

também ao pH da água do reservatório de Alagados. Em períodos em que C. 

raciborskii domina o fitoplâncton desse reservatório, o pH da água gira em torno de 9 

(SANEPAR, relatórios internos). Entre junho e julho tende a ocorrer uma queda no 

pH da água do reservatório, que chega a 6,5, provavelmente decorrente da própria 

queda da floração e da decomposição da matéria orgânica resultante. Nesses 

períodos, o fitoplâncton do reservatório de Alagados passa a ser dominado por 

Mougeotia sp. Segundo Klug e Fischer (2000), fatores abióticos associados a 

alterações no pH desempenham um importante papel na regulação da dinâmica de 

espécies de Mougeotia. Esses autores realizaram experimentos de mesocosmos em 

reservatórios onde o gênero Mougeotia ocorre e observaram um extraordinário 

aumento na abundância das espécies após acidificação experimental. Em termos 

econômicos, essas elevadas abundâncias de Mougeotia sp. não são tão prejudiciais 

ao sistema de tratamento de água, já que essa clorófita não é capaz de produzir 

toxina, ao contrário da cianobactéria C. raciborskii. 

A energia térmica acelera a maioria dos processos vitais, portanto, como o 

esperado, C. raciborskii cresceu mais rapidamente conforme se elevou a 

temperatura nos experimentos. Entre as temperaturas testadas durante o presente 

estudo, a cepa de C. raciborskii atingiu maior taxa de crescimento a 27°C. Essa foi a 

maior temperatura testada, considerando que é a temperatura máxima que ocorre no 
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reservatório de Alagados, local de onde a cepa foi isolada. Os cultivos submetidos a 

essa temperatura exibiram taxa de crescimento máxima próxima de 0,5 dia-1. Por 

outro lado, a densidade óptica alcançada pela cepa a essa temperatura não superou 

a observada sob temperaturas medianas (20 e 25°C). Em cultivos não contínuos, 

como o utilizado durante esse estudo, quanto maior a taxa de crescimento do 

organismo mais rapidamente ocorrerá o colapso, por competição ou limitação por 

recurso. O que pode não ocorrer em campo, onde a disponibilidade de recurso é, 

teoricamente, contínua.  

O ótimo de temperatura das enzimas (crescimento máximo) da cepa CYL04 

pode não ter sido atingido sob as condições experimentadas nesse trabalho. 

Segundo Briand et al. (2004), a temperatura ótima de crescimento da espécie está 

entre 25 e 30°C, assim como demonstrado anteriormente por Shafik et al. (2001) 

para cepas húngaras e por Saker e Griffiths (2000) para australianas. Com o 

aumento da temperatura global, resultante do aceleramento do efeito estufa, essa 

elevada temperatura ótima de crescimento de C. raciborskii pode levar a sérias 

implicações na produtividade e distribuição dessa microalga. Como uma evidência, a 

cepa de C. raciborskii CYL04 cresceu bem em laboratório sob as temperaturas 

médias que ocorrem no reservatório de onde foi isolada (20 e 25°C). Por outro lado, 

se, decorrente do aquecimento global, a temperatura média de verão aumentar de 

25 para 27°C no reservatório de Alagados, a taxa de crescimento da cepa pode ir de 

0,3 para 0,5 dia-1. Esse aumento na taxa de crescimento pode favorecer ainda mais 

a dominância de C. raciborskii no reservatório e promover a manutenção da floração 

por períodos ainda mais longos durante o ano. A mudança para esse cenário 

poderia trazer sérias implicações para os órgãos responsáveis pelo abastecimento 

público. 

Portanto, como observado em nossos dados e já reportado na literatura 

(BRIAND et al., 2004), Cylindrospermopsis raciborskii é capaz de tolerar uma ampla 

faixa de temperatura, desde muito baixas (CHONUDOMKUL et al., 2004; WIEDNER 

et al., 2007; FABRE et al., 2010; PICCINI et al., 2011) até altas (SAKER; 

GRIFFITHS, 2000; SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004). A ampla tolerância 

térmica permite o crescimento dessa microalga em diferentes ambientes e pode ser 

considerada uma vantagem seletiva para espécies potencialmente invasoras 

(DOKULIL; MAYER, 1996; BRIAND et al., 2002).  
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A taxa de crescimento exibida pela cepa de C. raciborskii do reservatório de 

Alagados foi mais baixa do que os valores encontrados na literatura (Tabela 11). De 

maneira geral, as cepas subtropicais exibem taxas de crescimento menores quando 

comparadas às cepas tropicais (Tabela 11). Entre as cepas brasileiras de C. 

raciborskii, por exemplo, as cepas isoladas de regiões subtropicais (Presente estudo; 

CARNEIRO et al., 2009) exibem taxas de crescimento inferiores às de cepas 

isoladas da região tropical (BRIAND et al., 2004). As cepas isoladas da região 

tropical da Austrália exibem as maiores taxas de crescimento (Tabela 11) entre 

cepas de C. raciborskii investigadas até agora. Na região tropical as temperaturas 

permanecem altas durante todo o ano, implicando em maior crescimento potencial 

da cepa nesses ambientes, enquanto em latitudes mais altas as temperaturas 

tendem a ser mais baixas, com crescimento relativamente menor das cepas de C. 

raciborskii. Além da adaptação das cepas, as diferenças entre as taxas de 

crescimento encontradas durante os estudos também podem estar relacionadas às 

metodologias utilizadas pelos autores, como diferentes meios de cultivos e 

fotoperíodos em que as cepas foram cultivadas. Medições e comparações entre 

taxas de crescimento representam uma importante forma de expressar o sucesso 

ecológico relativo de uma espécie ou cepa na adaptação ao seu ambiente natural ou 

ao ambiente experimental que lhe é imposto (CARNEIRO et al., 2009). 
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TABELA 11 – TAXAS DE CRESCIMENTO MÁXIMO (µmáx) DE CEPAS DE C. raciborskii ISOLADAS 
DE DIFERENTES LOCAIS.  
Origem da 

cepa  
Taxa de 

crescimento 
Condições experimentais Referência  

  Temperatura Luminosidade Fotoperíodo  
 (µ.dia -1) (°C) (µmol fótons. 

m-2.s-1) 
(horas)  

Brasil  
(PR) 

0,5 27 150 12:12 Presente estudo 

Brasil 
(SP) 

0,3 24 150 12:12 Carneiro et al., 2009 

Alemanha 0,3 27,5 80 12:12 Mehnert et al., 2010 

Uruguai 0,6 25 
 

135 16:8 Bonilla et al., 2012 

Uruguai 
 

0,6 26 
 

180 16:8 Piccini et al., 2011 

Austrália 
 

0,6 25 
 

50 12:12 
 

Saker e Neilan, 2001 

Austrália 0,7 25 
 

150 16:8 
 

Briand et al., 2004 

Hungria 0,7 25 
 

100 16:8 Briand et al., 2004 

Senegal 0,7 25 
 

200 16:8 Briand et al., 2004 

França 0,7 25 
 

100 16:8 Briand et al., 2004 

Brasil 
(PE) 

0,8 
 

25 
 

100 16:8 Briand et al., 2004 

Austrália 
 

1,2 26 100 12:12 Saker et al., 1999 

Uruguai 
 

1,3 26 
 

180 16:8 Piccini et al., 2011 

Austrália 
 

1,4 25 
 

50 12:12 Saker e Neilan, 2001 

Austrália 1,9 26 118 12:12 Saker et al., 1999 

 

Além da característica euritérmica da espécie, C. raciborskii tem a capacidade 

de crescer em condições de baixa intensidade luminosa (Capítulo 2 - Presente 

estudo, SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004). Essa habilidade, aliada a 

regulação da posição vertical na coluna de água, entre outras vantagens, permite 

acessar os nutrientes em camadas mais profundas da zona fótica (BRIAND et al., 

2004), onde espécies que necessitam de maiores intensidades luminosas para 

sustentar o crescimento não poderiam sobreviver. Durante o presente estudo, a 

interação da intensidade luminosa com a temperatura teve efeito positivo no 

crescimento da cepa de C. raciborskii CYL04. Exceto a 16°C (temperatura sob a 

qual a cepa não apresentou crescimento intensivo), a intensidade luminosa mais alta 

(250 µmol fótons.m-2.s-1) foi responsável por maiores crescimentos de C. raciborskii. 

Já sob intensidade luminosa mais baixa (40 µmol fótons.m-2.s-1), maiores 
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temperaturas são necessárias para aumentar a taxa de crescimento da cepa. Como 

já mencionado, a temperatura ideal de crescimento de C. raciborskii está entre 25 e 

30°C sob intensidade luminosa ideal (> 80 µmol fótons.m-2.s-1), mas aumenta para 

31°C sob intensidade sub-ótima (SHAFIK et al., 2001). Portanto, apesar de ser uma 

espécie tolerante ao sombreamento (PADISÁK; REYNOLDS, 1998; ISVÁNOVICS et 

al., 2000; BRIAND et al., 2002), C. raciborskii requer intensidades luminosas mais 

altas (entre 80 e 120 µmol fótons.m-2.s-1) para atingir seu crescimento máximo 

(SHAFIK et al., 2001; BRIAND et al., 2004).  

Os valores de Q10 (16 – 27°C) calculados para a cepa de C. raciborskii CYL04 

foram maiores quando a cepa foi cultivada sob alta intensidade luminosa (250 µmol 

fótons.m-2.s-1) e concentração média anual de fósforo reativo (SRP) (0,02 mg.L-1) 

que ocorre no reservatório de onde foi isolada (Q10 = 3.75). Essa diferença entre 

valores indica que, sob as condições de luz e concentração de SRP que ocorrem 

normalmente no reservatório, a taxa de crescimento desse organismo apresentou 

uma maior resposta ao aumento da temperatura a que foi submetido. Esses 

resultados reforçam a hipótese de favorecimento do crescimento de C. raciborkii no 

reservatório de Alagados em resposta às alterações climáticas, mesmo sem 

qualquer aumento na concentração de SRP no reservatório. As diferenças nos 

valores de Q10 entre os tratamentos podem ser atribuídas à plasticidade fenotípica e 

a alta capacidade de aclimatação de C. raciborskii. Um exemplo disso são as 

adaptações morfofisiológicas de C. raciborskii para otimizar a absorção de luz como 

a mudança na composição/proporção de pigmentos (BONILLA et al., 2012) e na 

forma/tamanho dos tricomas (Presente estudo, Capítulo 2).  

Assim como a temperatura e intensidade luminosa ideais, os organismos 

aquáticos necessitam de concentrações adequadas de fósforo inorgânico dissolvido 

(PID) no ambiente para manter seu crescimento ativo (ESTEVES, 1998). Todavia, 

durante o presente estudo, mesmo crescendo em meio livre de fósforo durante 20 

dias antes do início dos experimentos, a cepa CYL04 manteve a capacidade de 

crescimento, mesmo que reduzida (taxa de crescimento máxima de 0,2 dia-1), 

quando cultivada sem adição de SRP (0,00 mg.L-1). Quando submetida a esse 

tratamento a cepa não apresentou crescimento intensivo, mas foi capaz de manter a 

população. Nesse caso, os tricomas apresentaram citoplasma com aparência mais 

clara e com poucas granulações quando comparado a tricomas cultivados com 

adição de fósforo. Sabe-se que essa espécie é capaz de manter o crescimento 
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utilizando o suprimento de nutriente armazenado na forma de grânulos 

citoplasmáticos. Segundo Isvánovics (1997) a diferença entre a quota celular mínima 

e máxima de fósforo em C. raciborskii pode satisfazer a demanda desse nutriente 

por três divisões subsequentes em caso de completa falta de fósforo no meio 

extracelular. Dessa forma, concluímos que, apesar da característica hialina dos 

tricomas de C. raciborskii utilizados para iniciar os experimentos, o tempo de 

aclimatação não foi suficiente para eliminar a reserva interna de fósforo. 

Em laboratório, C. raciborskii é uma espécie capaz de regular suas respostas 

fisiológicas e se adaptar a baixas concentrações de fósforo inorgânico dissolvido no 

ambiente (< 0,005 mg.L-1) através da diminuição da taxa de crescimento e da 

atividade fotossintética e do aumento da atividade de enzimas antioxidantes e 

fosfatases extracelulares (WU et al., 2012). Cylindrospermopsis raciborskii exibe a 

peculiar capacidade de utilizar formas de fósforo orgânico dissolvido, o que lhe 

confere uma vantagem em ambientes com baixas concentrações de fósforo 

inorgânico dissolvido (WU et al., 2012). Quando o fósforo é escasso, a produção de 

fosfatase alcalina (enzima responsável pela hidrólise de fósforo orgânico) por C. 

raciborskii pode compensar a deficiência de fósforo no ambiente. 

De maneira geral, a concentração de fósforo reativo (SRP) na barragem do 

reservatório de Alagados permanece abaixo da média (0,02 mg.L-1), variando de 

0,00 (abaixo do limite de detecção = 0,01 mg.L-1) a 0,07 mg.L-1. Essas 

concentrações podem ser consideradas baixas quando comparadas as de outros 

reservatórios da região (ver Tabela 3). Mesmo sob essas condições, as florações de 

C. raciborskii se mantêm em altas densidades. Segundo Burford e O'Donohue 

(2006) pequenas concentrações de fósforo em águas superficiais, mesmo menores 

que as que ocorrem em Alagados, já podem ser suficientes para promover o 

crescimento do fitoplâncton, tais como C. raciborskii. De fato, há um crescente 

domínio dessa espécie no fitoplâncton de lagos com concentrações de fósforo total 

abaixo de 0,2 mg.L-1 (BONILLA et al., 2012). Sabe-se que essa espécie domina 

também em outros lagos e reservatórios com concentrações de fósforo que 

permanecem muitas vezes abaixo do limite de detecção (BURFORD; O'DONOHUE, 

2006; POSSELT; BURFORD; SHAW, 2009). Isso se deve ao fato de que alguns 

organismos, como C. raciborskii, evoluíram mecanismos ou adaptações para lidar 

com concentrações variáveis de fósforo no ambiente (DYHRMAN et al., 2007; 

AUBRIOT et al., 2011). Assim como várias outras espécies de cianobactérias, C. 
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raciborskii pode ser considerada uma eficiente especialista no que diz respeito ao 

armazenamento intracelular de fósforo (ISVÁNOVICS et al., 2000; PADISÁK; 

REYNOLDS, 1998).  

Apesar da concentração de fósforo relativamente baixa, o reservatório de 

Alagados é polimítico, ou seja, ocorrem diversos eventos de circulação durante o 

ano (IAP, 2009). Essa dinâmica permite a liberação e ressuspensão de fósforo, 

garantindo consequente fornecimento contínuo desse elemento proveniente do 

sedimento do reservatório (WU et al., 2012). Esse fornecimento pode ser suficiente 

para a utilização e o armazenamento por C. raciborskii, podendo sustentar a floração 

(PADISÁK, 1997). Segundo Isvánovics et al. (2000), a liberação de fósforo do 

sedimento podem fornecer um importante suprimento desse elemento para C. 

raciborskii, sendo que 0,01 mg.L-1 durante 15 minutos é suficiente para manter uma 

floração. O domínio dessa cianobactéria é favorecido em sistemas com 

abastecimento flutuante de fósforo (BRIAND et al., 2002; POSSELT; BURFORD; 

SHAW, 2009; AUBRIOT; BONILLA, 2012), como o reservatório de Alagados. 

Posselt, Burford e Shaw (2009) demonstraram que adições diárias de PID a 

bioensaios in situ causaram tanto um acréscimo na concentração de células de C. 

raciborskii quanto um aumento também na dominância dessa espécie. C. raciborskii 

apresenta superior capacidade de armazenamento de fósforo (ISVÁNOVICS et al., 

2000). Portanto, as entradas desse elemento por pulsos podem fornecer uma 

vantagem sobre as entradas constantes. A resposta de crescimento pode, desse 

modo, ser mais dependente da capacidade da cianobactéria de aperfeiçoar a 

absorção de SRP durante um intervalo de tempo de flutuação de nutrientes do que 

da quantidade de nutriente absorvida em si (AUBRIOT; BONILLA, 2012). 

Quando cultivada sob maiores concentrações de SRP a cepa de C. raciborskii 

do reservatório de Alagados, apresentou taxa de crescimento dependente da 

temperatura a qual foi submetida. Entre 20 e 25°C não houve diferença significativa 

no crescimento da cepa, independente da concentração de SRP na qual foi 

cultivada. Já a 27°C, maiores concentrações de SRP levaram a um aumento 

significativo no crescimento da cepa. Sob essa temperatura foi possível observar 

claramente o efeito de diferentes concentrações de SRP no crescimento da cepa 

CYL04. Apenas os tratamentos com concentração de SRP correspondente a 0,00 

mg.L-1 não apresentaram crescimento intensivo. Nessa temperatura, os tratamentos 

com concentração de SRP correspondentes a 0,02 mg.L-1 e 0,04 mg.L-1 
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apresentaram crescimento diretamente proporcional a concentração de fósforo 

adicionada ao meio de cultivo (concentração natural no reservatório do qual foi 

isolada e o dobro desse valor, respectivamente).  

De maneira geral, quando cultivada sob concentração de SRP igual a 0,02 

mg.L-1 (média anual no reservatório de Alagados), a cepa apresentou maior 

crescimento em 20 e 25°C, temperaturas que ocorrem normalmente no ambiente de 

onde foi isolada. Esse fato pode sugerir uma adaptação da cepa à condições 

prevalentes no ambiente da qual foi isolada. O crescimento da cepa sob 

concentração de SRP equivalente a 0,04 mg.L-1 (o dobro da média anual no 

reservatório) foi significativamente maior quando comparado as outras 

concentrações testadas. Sob essa concentração de SRP a cepa cresceu 

similarmente entre as diferentes temperaturas (exceto em 16°C onde não houve 

crescimento intensivo). Essa parece ser a concentração ótima de SRP para a cepa 

de C. raciborskii CYL04.  

A concentração de SRP equivalente a 0,08 mg.L-1 não promoveu aumento 

proporcional no crescimento da cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados. 

Estudando uma cepa uruguaia de C. raciborskii, Piccini et al. (2011) encontraram 

comportamento semelhante em relação a altas concentrações de SRP. 

Aparentemente a cepa uruguaia atingiu sua taxa de crescimento máxima a 1 µM de 

fósforo (equivalente a 0,03 mg.L-1), sendo que concentrações maiores que essa não 

promoveram efeito positivo no crescimento. Segundo esses autores, e confirmado 

durante esse estudo, o comportamento da cepa pode refletir a concentração de 

fósforo que ocorre no corpo de água do qual foi isolada. Sabe-se também que C. 

raciborskii é uma oportunista com relação ao fósforo, no entanto, perde sua 

vantagem em níveis elevados desse nutriente (ISVÁNOVICS et al., 2000). Em 

campo, de fato há uma relação negativa entre o estado trófico e a contribuição 

dessa cianobactéria para o fitoplâncton total (BONILLA et al., 2012).  

Além disso, o menor crescimento da cepa em 0,08 mg.L-1 de SRP, quando 

comparado ao crescimento em 0,04 mg.L-1, também pode ser atribuído a um 

desbalanceamento na relação N:P do meio de cultivo utilizado nesse tratamento, já 

que a concentração de fósforo foi aumentada em quatro vezes, enquanto a de 

nitrogênio foi mantida como o recomendado para o preparo do meio ASM-1. Uma 

evidência foi a persistente  presença de heterócitos. C. raciborskii é uma 

cianobactéria diazotrófica, ou seja, que possui a capacidade de fixar nitrogênio 
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atmosférico (N2) através dos heterócitos em ocasiões em que o nitrogênio inorgânico 

dissolvido se torna escasso no ambiente (PADISÁK, 1997; BURFORD; DAVIS, 

2011). A produção de heterócitos pela cepa CYL04 foi intensa quando submetida a 

concentracao de SRP de 0,08 mg.L-1 durante praticamente todo o experimento, 

enquanto os tricomas cultivados sob menores concentrações de fósforo formaram 

essas células especializadas apenas nas primeiras fases do crescimento. 

Similarmente, nos experimentos de Moisander et al. (2008) as taxas de crescimento 

de cianobactérias diazotróficas, incluindo C. raciborskii, foram mais lentas quando 

não houve adição de nitrogênio juntamente com o fósforo. Sabe-se que, de fato, C. 

raciborskii cresce mais rapidamente em culturas quando há uma fonte de nitrogênio 

fixado (SAKER et al., 1999; HAWKINS et al., 2001; SHAFIK et al., 2001; 

MOISANDER et al., 2008), sendo que a forma de assimilação preferencial por essa 

cianobactéria é a amônia (NH4
+) (BOUVY et al., 1999; BRIAND et al., 2002). Sprober 

et al. (2003) sugerem que a fixação de N2 depende do teor de nitrogênio interno nas 

células. Portanto, há uma relação negativa entre a concentração de NH4
+ no meio e 

a fixação de N2. Por outro lado, a presença de nitrato (NO3
-) (forma de nitrogênio 

adicionada aos meios de cultivo durante esse estudo) muitas vezes não inibe 

totalmente a atividade da nitrogenase (SPROBER et al., 2003; MOISANDER et al., 

2012). Esse parece ser o caso em todos os nossos tratamentos em que houve 

fixação de N2 nas fases iniciais do crescimento. Parece que a absorção de NO3
- por 

C. raciborskii não foi suficiente, pelo menos no início da fase de maior crescimento 

(fase log). Porém, essa cianobactéria parece ser capaz de adaptar-se as condições 

do meio, adquirindo alto poder de competição tanto em condição de baixa quanto 

alta concentração de nitrogênio (MOISANDER et al., 2012). A produção de 

heterócitos supriu a falta de nitrogênio (através da fixação de N2), mas o alto gasto 

de energia deslocado para a formação de heterócitos (KENESI et al., 2009) pode ter 

limitado a energia disponível para o crescimento e, consequentemente, causado 

uma diminuição da taxa de crescimento da cepa nesses tratamentos. Esses 

resultados suportam o argumento de que o crescimento de cianobactérias 

diazotróficas é mais lento do que a do fitoplâncton não diazotrófico, sob limitação por 

nitrogênio, devido ao gasto de energia desviada para a fixação de N2 (MOISANDER 

et al., 2012). Todavia, a relação entre a utilização de fósforo e nitrogênio e a 

dominância de C. raciborskii não é um mecanismo simples (BURFORD; DAVIS, 

2011) e, para isso, são necessários experimentos mais específicos. 
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A cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados parece ser dependente 

da fixação de nitrogênio. Em cultivo, os heterócitos são formados antes do início da 

fase log, entre os processos fisiológicos de preparação para a reprodução. Esse 

poderia ser interpretado como um interessante comportamento antecipatório. Da 

mesma forma, em campo, grande parte da população de C. raciborskii apresenta 

heterócito (observações pessoais), provavelmente devido à baixa concentração de 

nitrogênio inorgânico disponível no ambiente (IAP, 2009). No caso do reservatório de 

Alagados, a fixação de nitrogênio atmosférico não deve ser descartada como um 

fator atuando na intensa proliferação de C. raciborskii. Moisander et al. (2008) 

demonstraram que C. raciborskii compete de forma mais eficiente que outras 

cianobactérias diazotróficas nativas de águas subtropicais da Florida (como 

Dolichospermum spp., por exemplo, outra cianobactéria que ocorre no reservatório 

de Alagados, mas não chega a formar florações) em condições em que uma fonte de 

nitrogênio inorgânico dissolvido esteve periodicamente presente. Segundo esses 

autores, C. raciborskii é uma cianobactéria diazotrófica facultativa, o que permite a 

utilização seletiva e eficaz de nitrogênio, seja a partir da fixação de N2 ou da 

assimilação de nitrogênio inorgânico dissolvido, dependendo das condições 

ambientais. Essa estratégia é um dos fatores que podem explicar a recente 

expansão de C. raciborskii para águas eutrofizadas por todo o mundo (MOISANDER 

et al., 2012). Enquanto cianobactérias diazotróficas, em princípio, nunca são 

limitadas por nitrogênio, as espécies não diazotróficas do fitoplâncton são 

frequentemente limitadas por nitrogênio ou fósforo em muitos sistemas de água doce 

(MOISANDER et al., 2012).  

Nossos resultados oferecem uma nova perspectiva sobre o que pode ser 

considerada uma estratégia efetiva de minimização das florações de C. raciborskii 

no reservatório de Alagados. A baixa concentração de nitrogênio nesse reservatório 

não deve limitar o crescimento de C. raciborskii, já que a concentração de fósforo 

parece suficiente tanto para o crescimento da cianobactéria quanto para suprir a 

falta de nitrogênio através da produção de heterócito. A predominância das florações 

deve ser mantida pelas flutuações de SRP que não são detectadas pelos programas 

de monitoramento, devido ao longo intervalo entre as coletas (entre 30 e 90 dias). 

Coletas mais frequentes, assim como a redução da carga de fósforo, poderiam ser 

utilizadas como medidas para melhorar a qualidade da água do reservatório. 
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Contudo, trabalhos futuros são necessários para determinar a fisiologia específica da 

utilização de fósforo em interação com nitrogênio por esta espécie. 

O início de uma floração pode ser devido a um conjunto de fatores ambientais 

como temperatura, intensidade luminosa e duração do período iluminado, 

disponibilidade de nutrientes, competição com outras espécies, propriedades físicas 

da água (CHISWELL et al., 1997), entre outros. Determinar os fatores que 

promovem as florações, bem como a maneira como influenciam o comportamento 

de diferentes cepas de C. raciborskii, são ferramentas extremamente importantes 

para o gerenciamento efetivo de corpos de água dominados por essa cianobactéria 

invasora. Se considerarmos que o crescimento de uma população de cianobactérias 

é contínuo, sem interferência do meio, podemos descrever esse crescimento através 

de uma curva, que nos permite modelar a taxa de crescimento da população e 

projetar o tamanho que ela pode atingir em um determinado espaço de tempo. A 

equação diferencial dN/dt = r x N nos dá a taxa de crescimento intrínseca da 

população. Por outro lado, se essa equação for integrada (Nt = N0 e
rt) o resultado 

pode ser utilizado para projetar ou prever o tamanho dessa população.    

Onde: 

N = tamanho da população 

N0 = tamanho populacional inicial 

t = tempo (dias) 

t0 = ponto de partida ou início do crescimento (dia) 

Nt = tamanho da população no tempo t 

e = constante de Euler, a base dos logaritmos naturais (e ≈ 2,717) 

r = taxa intrínseca de crescimento da população 

Sabendo o tamanho inicial da população e sua taxa de crescimento 

(apresentada na Tabela 9 para cada condição experimental), pode-se usar a 

equação integrada para prever o tamanho da população em um tempo futuro.  

Atenção especial deve ser dada ao fato de que as taxas de crescimento 

intrínseco atribuídas para cada uma das situações (Tabela 9) foram calculadas a 

partir de experimentos laboratoriais (com uma população única crescendo em um 

ambiente simples), que seguem pressupostos de um modelo matemático simples. 

Em laboratório a população é “fechada”, ou seja, as mudanças em seu tamanho 

dependem apenas de reprodução e morte celular. A taxa de crescimento é calculada 

para um período de tempo muito curto, a fim de eliminar a influência da falta de 

espaço ou escassez de recursos (nutrientes ou luz). A competição, predação ou 
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outras interações biológicas não são levadas em conta, já que as taxas de 

crescimento são calculadas para cultivos puros, unialgais. No ambiente natural, 

sabemos que as populações não crescem ilimitadamente, pois ocorre, 

principalmente, esgotamento de recursos, além de inúmeros outros fatores que 

alteram a taxa de crescimento da população ao longo do tempo. Os modelos 

matemáticos simplificam essa realidade levando em conta que os recursos podem 

ser temporariamente ilimitados, permitindo que algumas populações passem por 

fases de crescimento exponencial. Portanto, a previsão realizada a partir desse 

modelo matemático apresenta o pior cenário possível do tamanho da população 

para o tempo determinado.  

O monitoramento tem alto custo, devido ao grande número de reservatórios 

no Paraná, elevado número de amostras para análise, assim como de coletas, que 

deve ser realizada por pessoal especializado. Por esse motivo, normalmente, as 

coletas ocorrem trimensalmente, que é uma escala de tempo muito longa para 

monitorar o fitoplâncton, composto por organismos com ciclo de vida curto. A 

modelagem do crescimento da população pode ser calibrada em campo e fornecer 

uma ferramenta útil para prever o comportamento do fitoplâncton numa curta escala 

de tempo. Essa ferramenta pode ser utilizada como uma forma de planejar e 

antecipar as ações a serem tomadas entre uma amostragem e outra.  
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5 CONCLUSÕES 

Essas observações auxiliam na caracterização do quadro evolutivo da 

ecofisiologia da cianobactéria invasora Cylindrospermopsis raciborskii, levando-se 

em conta a interação entre importantes fatores reguladores do seu crescimento 

(temperatura, intensidade luminosa e fósforo reativo). 

Nossos resultados suportam a hipótese de Briand et al. (2004) de que a 

recente dispersão de C. raciborskii para maiores latitudes é devida a uma 

combinação de fatores, incluindo a sua tolerância a uma ampla gama de condições 

ambientais (testamos luz, temperatura e fósforo) e a existência de ecótipos que 

respondem de forma diversa às flutuações ambientais.  

A cepa de C. raciborskii do reservatório de Alagados parece estar adaptada 

às condições do ambiente do qual foi isolada. Porém, o crescimento da cepa pode 

ser acelerado em condições de temperaturas mais elevadas (+2°C). Dessa forma, o 

aquecimento global poderia favorecer C. raciborskii em detrimento das outras 

espécies do fitoplâncton.  

Esse estudo demonstrou que o fósforo pode desempenhar um importante 

papel na regulação do crescimento de C. raciborskii em temperatura elevada. Com 

um pequeno aumento da temperatura global (+2°C), um incremento na concentração 

de fósforo (+0,02 mg.L-1) na água do reservatório pode praticamente dobrar a taxa 

de crescimento da cepa. 
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APÊNDICE 1 – Testes preliminares para a realização das curvas de 

crescimento  

 

Os cultivos para a realização das curvas de crescimento padrão da cepa do 

reservatório de Alagados foram mantidos em frascos Erlenmeyers com capacidade 

de 250 mL contendo 200 mL de meio ASM-1 modificado. Os frascos foram dispostos 

aleatoriamente em uma prateleira da incubadora Eletrolab EL202 (conforme 

esquema na Figura 27 A), sob intensidade luminosa de 100 µmol fótons.m-2.s-1, 

temperatura constante de 20 ± 1ºC e fotoperíodo de 12:12 (claro-escuro), sem 

aeração (Figura 27 B). Os frascos foram agitados manualmente e aleatorizados 

quanto à posição na prateleira da incubadora uma vez por dia. 

 

D3-1

D2-2

D2-1 D1-3

D1-1 D3-2

D3-3 D2-3 D1-2

A B

D3-1

D2-2
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D3-3 D2-3 D1-2

A B

  
FIGURA 27 – ALEATORIZAÇÃO DA POSIÇÃO DOS FRASCOS NA INCUBADORA.  
A) Esquema mostrando a aleatorização da posição dos frascos com diferentes diluições na 
prateleira da incubadora; B) Vista superior da prateleira da incubadora com frascos Erlenmeyers 
contendo os cultivos utilizados para a construção das curvas de crescimento. 

 

Cultivos com três inóculos iniciais foram testados para verificar se a taxa de 

crescimento da cepa do reservatório de Alagados assemelha-se ao registrado na 

literatura e para estimar-se a densidade celular ideal do inóculo. Três tratamentos 

foram utilizados. O primeiro tratamento (diluição 1 – D1) teve início com a inoculação 

de 1 mL do cultivo estoque, com densidade de 7.105 células.mL-1 (inóculo inicial da 

diluição 1 = 7.105 células), em 200 mL de meio de cultivo ASM-1 modificado. No 

segundo tratamento (diluição 2 – D2) foi inoculado 2 mL da cultura estoque em 200 

mL de meio de cultivo ASM-1 modificado, sendo o inóculo inicial equivalente a 

13.105 células (2 x D1). No terceiro tratamento (diluição 3 – D3) foram adicionados 3 

mL da cultura estoque em 200 mL de meio de cultivo ASM-1 modificado, o 
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equivalente a 20.105 células (3 x D1). Todos os tratamentos foram realizados em 

triplicata. 

As curvas de crescimento foram construídas utilizando-se quatro técnicas de 

acompanhamento do crescimento das culturas: abundância de células (células.mL-

1); abundância de tricomas (tricomas.mL-1); biovolume (mm3.L) e densidade óptica 

(absorbância a 750 nm), em função do tempo (dias).  

A abundância de células (células.mL-1) e de tricomas (tricomas.mL-1) foram 

obtidas a partir de contagem em câmara Sedgewick Rafter sob microscópio invertido 

Olympus IX70 a partir de alíquotas retiradas periodicamente (intervalos de 2 a 3 

dias) dos cultivos, sob condições estéreis. O número de tricomas foi contado em 

campos aleatórios até no mínimo 1000 indivíduos. O erro de contagem foi aferido em 

aproximadamente 10% (VENRICK, 1979). Para calcular a abundância de células, o 

número de tricomas foi multiplicado por 12,6, número médio de células por tricoma 

definido previamente pela medição de 30 tricomas e contagem do número de células 

de 100 indivíduos em aumento de 1000 vezes. 

O biovolume (mm3.L) foi calculado a partir da densidade celular, da medida de 

30 indivíduos de cada uma das amostras (densidade de tricomas x volume médio 

dos tricomas) e da adaptação da forma do tricoma a figura geométrica de um cilindro 

(vc = c π r²) de acordo com Hillebrand et al. (1999).  

Como forma alternativa a contagem, para acompanhar a taxa de crescimento 

das culturas, foi testada a leitura da densidade óptica (absorbância a 750 nm) 

(SHAFIK et al., 2001; CASTRO et al., 2004) de amostras de 3 mL coletadas 

diretamente dos cultivos em espectrofotômetro Hitachi U-2001.  

As taxas de crescimento das culturas foram calculadas na forma de 

velocidade de crescimento específico (µ.dia-1) conforme descrito por Andersen 

(2005). A fórmula utilizada para o cálculo da velocidade de crescimento específico 

foi: 

µ = (Ln (Nt) - Ln (N0)) / (t - t0) 

 

Onde: 

N0 = número de organismos, biomassa ou densidade óptica no tempo inicial (t0) 

Nt = número de organismos, biomassa ou densidade óptica no tempo final (t)  

t0 = tempo inicial 

t = tempo final 
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Uma reta foi ajustada aos dados das curvas de crescimento de cada uma das 

réplicas dos tratamentos (densidade óptica em escala logarítimica x tempo) (dados 

não apresentados), a fim de encontrar a taxa de crescimento do tratamento (µ) dada 

pela inclinação da curva (a). Sendo a equação geral da reta: y = a.x + b. 

 

 

1 Curvas de crescimento  

 

 
 
FIGURA 28 – CRESCIMENTO DOS CULTIVOS COM BASE EM DIFERENTES METODOLOGIAS 
DE ACOMPANHAMENTO.  
A) Abundância de tricomas (tricomas.mL-1); B) Abundância de células (células.mL-1); C) Densidade 
óptica (absorbância a 750 nm); D) Biovolume celular (mm3.L-1). 
A média das réplicas foi utilizada (n = 3).  
As barras correspondem aos máximos e mínimos a partir das médias. 

 

Na figura 28 são apresentadas as curvas de crescimento padrão construídas 

para a cepa CYL04 com base nas diferentes metodologias testadas. A média da 

abundância de tricomas (tricomas.mL-1) das três réplicas de cada um dos 

tratamentos iniciados com três inóculos iniciais (D1, D2 e D3) foram plotadas em 

função do tempo (dias) na figura 28 A. Esse gráfico é muito semelhante à curva da 

abundância de células (células.mL-1) em função dos dias de experimento (Figura 28 

B), já que o número de células foi estimado através do número de tricomas 

contados. A densidade óptica (absorbância a 750 nm) foi plotada em função do 
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tempo (Figura 28 C) e o mesmo foi feito para o biovolume celular (mm3.L-1) (Figura 

28 D).  

Todas as curvas, independente da diluição do inóculo inicial (D1, D2 e D3), 

apresentaram crescimento intenso entre os 5 e 10 primeiros dias, mantiveram o 

crescimento até um máximo de densidade e, então, caíram rapidamente. O início da 

fase exponencial, a estabilização e a desaceleração do crescimento das culturas 

ocorreram em sincronia entre as réplicas das diluições. Por outro lado, essas fases 

ocorreram em tempos distintos entre as diferentes diluições. 

Durante os 50 dias em que os cultivos foram acompanhados, a diluição D1 

chegou a abundância máxima de aproximadamente 6.000.000 células.mL-1, próximo 

ao dia 40, enquanto as diluições D2 e D3 chegaram a aproximadamente 8.000.000 

células.mL-1, aos 45 e 35 dias, respectivamente (Figura 28 B). As diluições D2 e D3 

foram iniciadas com inóculo respectivamente 2 e 3 vezes maior que a diluição D1, 

mas alcançaram abundância máxima de células apenas 0,75 vezes maior durante o 

período acompanhado. Mesmo assim, não houve diferença significativa entre as 

abundâncias de células (F = 0,80, p = 0,46) e tricomas (F = 0,87, p = 0,42) nas 

diferentes diluições durante o período acompanhado. 

O desvio padrão a partir da média foi maior a cada contagem, a medida que o 

número de tricomas aumentou, independente da forma de acompanhamento do 

crescimento dos cultivos (seja através da abundância de células, de tricomas, 

densidade óptica ou biovolume) (Figura 28). 

A fase exponencial (fase log) da diluição D1 teve início próximo ao 10° dia a 

partir da inoculação inicial e manteve-se até aproximadamente o 30° dia da curva, 

ou seja, durou cerca de 20 dias. A taxa de crescimento (µ) dessa cultura, calculada a 

partir da densidade óptica (750 nm) foi 0,21 ± 0,02. Na diluição D2, a fase 

exponencial de crescimento iniciou também próximo ao 10° dia e durou até próximo 

do 25°, com duração de 15 dias, relativamente menor que a da diluição D1. A taxa 

de crescimento (µ) dessa cultura, calculada a partir da densidade óptica (750 nm) 

durante a fase log foi 0,23 ± 0,04. Uma réplica dessa diluição (D2-2) cresceu muito 

rápido, em maior proporção que as outras até o 30° dia e depois caiu abruptamente. 

A fase de maior crescimento na diluição D3 foi ainda mais curta, iniciando no 10° dia 

e perdurando até o 20° dia, com total de duração de apenas 10 dias. A taxa de 

crescimento (µ) dessa cultura, calculada a partir da densidade óptica (750 nm) 

durante a fase log foi 0,18 ± 0,02. Não houve diferença significativa entre as taxas de 
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crescimento da cepa em culturas iniciadas com diferentes diluições do inóculo inicial 

(F = 4,115, p = 0,075). 

A densidade óptica (750 nm) apresentou boa correlação tanto com a 

estimativa microscópica do número de células utilizando câmara de Sedgwick-Rafter 

(Correlação de Pearson, r = 0,93 para D1, r = 0,94 para D2 e r = 0,94 para D3, com 

p = 0,000) quanto do número de tricomas (r = 0,93 para D1, r = 0,94 para D2 e r = 

0,88 para D3, p = 0,000). Por esse motivo, essa forma de acompanhamente do 

crescimento do cultivo foi selecionada para ser utilizada durante os experimentos 

posteriores. Uma curva de calibração foi construída a partir das contagens do 

número de células por mL e a densidade óptica (Figura 29). Uma comparação entre 

os valores dos dois sistemas de medição foi realizada através de regressão, a fim de 

prever a abundância de células de uma amostra desconhecida. A inferência desses 

valores não descartou a checagem periódica de contagens sob microscópio 

invertido. 

 

 
FIGURA 29 – CURVA DE CALIBRAÇÃO PARA DETERMINAÇÃO DA ABUNDÂNCIA CELULAR 
(células.mL-1) A PARTIR DA LEITURA DA DENSIDADE ÓPTICA (ABSORBÂNCIA A 750 nm). 
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2 Considerações finais 

 

Os cultivos com diferentes diluições de inóculo inicial apresentaram a mesma 

taxa de crescimento durante a realização da curva de crescimento padrão da cepa 

de C. raciborskii CYL04, diferindo apenas na duração das fases de crescimento. De 

maneira geral, a duração da fase log dos cultivos foi inversamente proporcional ao 

número inicial de tricomas. Por outro lado, a abundância máxima de tricomas foi 

diretamente proporcional ao tamanho do inóculo inicial, até pelo menos a diluição 

D2. As diluições D2 e D3 foram iniciadas com inóculo respectivamente 2 e 3 vezes 

maior que a diluição D1 e alcançaram maior abundância de tricomas durante o 

período acompanhado, mas apenas 0,75 vezes maior. As diferenças entre as 

médias das abundâncias de tricomas obtidas das diferentes diluições não foram 

estatisticamente significativas. Da mesma maneira, a taxa de crescimento (µ) dessas 

culturas foi muito similar (0,2 ± 0,04 dia-1), independente do inóculo inicial utilizado. 

Os dados indicam que o inóculo inicial não tem interferência direta no crescimento 

da cepa, apenas pode limitar antecipadamente o crescimento máximo do cultivo, 

provavelmente devido ao aumento do autossombreamento e da competição por 

nutrientes. Apesar disso, a taxa de crescimento da cepa não é ser alterada. Essa 

variável é calculada a partir de um curto espaço de tempo a partir do início do 

cultivo, justamente para minimizar os efeitos do aumento populacional.  

Quanto às metodologias de acompanhamento do crescimento dos cultivos, a 

densidade óptica (absorbância a 750 nm) apresentou boa correlação tanto com a 

estimativa microscópica do número de células quanto do número de tricomas. Esse 

método pode ser usado como forma preferencial de acompanhamento do 

crescimento dos cultivos durante experimentos de curta duração. Porém, 

recomenda-se o monitoramento utilizando técnicas de estimativa microscópica do 

número de células em experimentos mais longos, pois a sensibilidade do método 

diminui nesses casos (> desvio padrão).  

A cepa de C. raciborskii CYL04 apresentou curva e taxa de crescimento 

similares ao observado por outros autores. A taxa de crescimento (µ.dia-1) da cepa, a 

20ºC, ficou em torno de 0,2 dia-1, semelhante à encontrada por Briand et al. (2004) 

para cepas brasileiras de C. raciborskii (entre 0,1 e 0,3 dia-1). De maneira geral, a 

cepa entrou em fase log de crescimento entre o quinto e décimo dia a partir da 

inoculação inicial. Essa fase de maior crescimento durou em torno de 10-15 dias. 
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Entre 45-50 dias os cultivos entram em fase de decaimento. Houve uma diminuição 

no comprimento dos tricomas no início da fase log de cada uma das diluições, 

coincidindo com a taxa de crescimento máxima (µmáx) de cada uma delas. Nessa 

fase do crescimento os tricomas sofrem divisão múltipla, dando origem a um maior 

número de novos tricomas menores. Esses tricomas crescem novamente até atingir 

o tamanho original (KOMÁREK, 2002). 

Diferente de algumas cepas subtropicais que nunca produzem acinetos 

(PICCINI et al., 2011), a cepa de C. raciborskii CYL04 apresentou produção dessas 

células de resistência primeiramente na diluição D3 e tardiamente na D1. Esse é um 

mecanismo desencadeado em condições adversas que, como esperado, surgiram 

primeiramente no tratamento com maior inóculo inicial (e.g., autossombreamento e 

competição por recurso/espaço). Os acinetos regrediram ao longo da curva e não 

puderam mais ser observados a partir do 30° dia em qualquer uma das diluições. 


