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RESUMO 

 
Cianobactérias são organismos procariontes, pertencentes ao grupo das bactérias, que 
realizam fotossíntese oxigênica e, algumas linhagens, são capazes de realizar a fixação 
biológica de nitrogênio (FBN) através da enzima nitrogenase. Possuem arranjos celulares 
variados, podendo ser unicelulares, coloniais ou filamentosas, sendo que estas últimas podem 
produzir estruturas adaptativas como heterócitos, acinetos e hormogônios, dependendo das 
condições e recursos do ambiente. São encontradas em diversos habitats, tanto aquáticos 
fazendo parte do fitoplâncton, quanto terrestres em solos, fazendo partes de associações com 
outros organismos como na samambaia aquática Azolla, quanto fazendo parte do perifíton 
como em Salvinia auriculata. Esta é uma samambaia aquática conhecida por ocupar 
rapidamente corpos d’água em condições favoráveis para seu crescimento. Entender como as 
cianobactérias epifíticas às raízes desta samambaia podem produzir estruturas adaptativas 
frente às mudanças de fatores ambientais abióticos, como luz e nutrientes, pode ser importante 
para compreender as estratégias que esses organismos podem desenvolver para crescer e se 
reproduzir. Assim,o objetivo do trabalho foi verificar os efeitos da limitação por luz e 
nutrientes na produção de heterócitos, acinetos e hormogônios pelas cianobactérias epifíticas 
às raízes de S. auriculata e isolá-las, além de verificar o crescimento clonal (rametes) desta 
macrófita aquática.Para isto, foi realizado um experimento em casa de vegetação utilizando-se 
sombrite (70%) para a manipulação de luz e Solução de Hoagland (força 50%) para 
manipulação de nutrientes. Os resultados mostraram que os fatores luz e nutrientes afetam a 
produção dos três tipos de estruturas adaptativas. Os heterócitos são produzidos em maior 
número quando há ausência de nutrientes e sob sol pleno. Já os acinetos são produzidos 
principalmente na ausência de nutrientes e na sombra. Os hormogônios foram produzidos nos 
tratamentos com nutrientes e principalmente na sombra. A produção de acinetos foi 
negativamente correlacionadaà produção de hormogônios, nos dois tratamentos com escassez 
de nutrientes, o número de acinetos produzidos foi de 630 contra apenas 11 
hormogônios.Durante os sete meses de repicagem e plaqueamento das cianobactérias 
obtivemos 13 linhagens morfologicamente distintas em processo de isolamento.Sobre o 
crescimento clonal de S. auriculata, medido pelo aumento no número de rametes, observou-se 
um aumento no número dos mesmos nos tratamentos com nutrientes, independente do fator 
luz, corroborando a hipótese de que esta macrófita cresce vigorosamente em ambientes 
eutrofizados.  
 
 
Palavras-chave: Acinetos,Cianobactérias filamentosas, Estratégias adaptativas, Heterócitos, 
Hormogônios, Samambaia aquática. 
 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Cyanobacteria are prokaryotic organisms, belonging to the group of bacteria, which perform 
oxygen photosynthesis and, some strains, are able to perform biological nitrogen fixation 
(FBN) through the enzyme nitrogenase. You can organize different cell phones, be single-
celled, colonizers or filaments, the latter being able to produce adaptable structures such as 
heterocystes, akinets and hormogonium, depending on the conditions and resources of the 
environment. They are found in several habitats, both aquatic as part of the setting, as well as 
terrestrial in the sun, forming part of groups with other organisms such as the Azolla aquatic 
fern, and being part of the peripheral as in Salvinia auriculata. This is an aquatic fern known 
for quickly occupying bodies of water in conditions favorable to its growth. Understanding 
how the cyanobacteria associated with the roots of this fern can produce structures adaptable 
to changes in environmental factors, such as light and nutrients, can be important for 
understanding how these actions can be used for growth and reproduction. Thus, the objective 
of the work was to verify the effects of limitation by light and nutrients on the production of 
heterocystes, akinets and hormogonium by the epiphytic cyanobacteria in the roots of S. 
auriculata and isolated them, in addition to verifying the clonal growth (branches) of this 
macrophyte. aquatic. For this, an experiment was carried out in the greenhouse using sombrite 
(70%) for manipulating light and Hoagland's Solution (force 50%) for manipulating nutrients. 
The results demonstrated that light and nutrient factors affect the production of three types of 
adaptive structures. Heterocystes are used in the greatest number when there is a lack of 
nutrients and in full sun. Akinets are used mainly in the absence of nutrients and in the shade. 
The hormones were used in procedures with nutrients and mainly in the shade. The 
production of amino acids was negatively correlated with the production of hormogonium, in 
the two treatments with a shortage of nutrients,the number of akinetes produced was 630 
against just 11 hormogonium. During the seven months of cyanobacterial stripping and 
plating, we obtained 13 morphologically distinct strains in the isolation process. Regarding 
the clonal growth of 1, as measured by the increase in the number of branches, there was an 
increase in the number of them in treatments with nutrients, regardless of the light factor, 
corroborating the hypothesis that this macrophyte grows vigorously in eutrophic 
environments. 

 
Keywords: Akinetes; Filamentouscyanobacteria; Adaptative strategies; Heterocyst, 
Hormogonium; Water fern  
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1 INTRODUÇÃO 

O gás nitrogênio (N2) é amplamente disponível na atmosfera, porém a maioria dos seres 

vivos não consegue incorporá-lo em seu metabolismo por ele ser um gás inerte (HOFFMAN 

et al., 2014). ON é um importante constituinte na composição de aminoácidos, proteínas e 

ácidos nucleicos, além de possuir diversas funções celulares (THAMDRUP, 2012). No 

entanto, apenas alguns microrganismos procarióticos, conseguem converter através da enzima 

nitrogenase, o N2 em amônia (NH3).Esse processo é denominado fixação biológica de 

nitrogênio (FBN) (DE VRIES; DE VRIES, 2018; FOWLER, et al., 2013; HOFFMAN et al., 

2014; ZHENG et al., 2019). 

  A conversão do N2 requer a quebra de uma ligação tripla covalente muito estável e 

uma grande energia é gasta neste processo. Estima-se que para cada molécula de N2 fixada o 

gasto é de15 a 16 moléculas de ATP (RAYMOND et al., 2004; REED; CLEVELAND; 

TOWNSEND, 2011; THOMPSON; ZEHR, 2013).Dentre os microrganismos capazes de 

realizar a FBN estão algumasbactérias anaeróbicas, microaerófilas (que crescem apenas em 

quantidades baixas de oxigênio), actinobactérias(grupo de bactérias gram positivas 

filamentosas), eas cianobactérias (pertencentes às bactérias gram negativas)(SPRENT; 

SPRENT, 1990; MAZHAR;COHEN; HASNAIN, 2019). 

A classificação taxonômica das cianobactérias vem passando por reestruturação e revisão 

nos últimos anos, com o avanço nos campos de análises filogenéticas baseadas em dados 

moleculares (KOMÁREK et al., 2014). No sistema de classificação proposto por Komárek et 

al., (2014) são descritas 8 ordens: Gloeobacterales, Synechococcales, Spirulinales, 

Chroococcales, Pleurocapsales, Oscillatoriales, Chroococcidiopsidales e Nostocales. As 

cianobactérias podem ser encontradas fazendo parte do fitoplâncton, fazendo parte do 

perifíton, em solos e emassociação com outros organismos(EVANS; BURRIS, 1992). Em 

associação, podem ser encontradas dentro de algum tecido do organismo associativo 

(endofítica) ou estarem no entorno (associação epifítica) (ANDREWS; HARRIS, 2000; 

AZEVEDO, 1998).Elas realizam fotossíntese oxigênica e contribuem de forma substancial 

para os ciclos globais de nitrogênio(ELBERT et al., 2012; GONZALEZ et al., 2019). 

A espécie Anabaena azollae é simbionte, e vive dentro das cavidades das folhas da 

samambaia aquática Azolla (KOLLAH; PATRA; MOHANTY, 2016), a qual é pertencente à 

família Salviniaceae. Em outras espécies da mesma família, como as pertencentes ao gênero 

Salvinia, por exemplo, não foram descritas relações endofíticas com cianobactérias. O 
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nitrogênio fixado pelas cianobactérias funciona como um fertilizante natural para o 

crescimento de Azolla, liberando a planta de sua dependência do nitrogênio disponível no 

ambiente, e permitindo um maior crescimento populacional nos corpos d’água (KOLLAH; 

PATRA; MOHANTY, 2016). É bem conhecido que as macrófitas aquáticas desempenham 

funções ecológicas importantes, como na ciclagem de nutrientes, no acúmulo de metais 

pesados presentes em corpos d’água, e no fornecimento de matéria orgânica para a cadeia 

detritívora, sendo assim responsáveis muitas vezes por mais de 50% do material orgânico dos 

ambientes aquáticos através dos processos de decomposição (BIANCHINI JR., 2003; BRUM; 

ESTEVES, 2001; ESTEVES, 2011; MEDEIROS et al., 2017). 

Salviniaauriculata é uma macrófita aquática flutuante muito comum em água doce, e em 

condições favoráveis coloniza extensas superfícies de água em um curto período 

(MEDEIROS et al., 2017; PEIXOTO; PIMENTA; ANTUNES,2005).Pode, ainda, ser 

considerada como bioacumuladora em ecossistemas aquáticos, uma vez que é capaz de 

remover e acumular compostos orgânicos e inorgânicos presentes na água (SUÑE et al., 

2007). Entretanto, apesar das importantes funções ecossistêmicas realizadas por esta 

macrófita, ela pode ocupar rapidamente os corpos d’água, devido ao seu crescimento clonal, 

tornando-se prejudicial a esses ambientes (JULIEN; CENTER; TIPPING, 2002; JULIEN; 

HILL; TIPPING, 2009; ROOM, 1983). 

Do mesmo modo que muitas espécies de plantas, quando expostas a estresses ambientais, 

apresentam respostas em seu desenvolvimento, morfologia ou reprodução 

(COELHO;LOPES; SPERBER,2000;MEDEIROS et al., 2017; SCHLICHTING, 1986), as 

cianobactérias também desenvolveram uma série de  adaptações fisiológicas e 

morfológicasque permitem com que elas ocupem vários hábitats (POSTIUS et al., 2001). 

Dentre essas estruturas adaptativas, produzidas por linhagens filamentosas, tem-se o 

heterócito (célula especializada em FBN), acineto (células de resistência semelhantes a 

esporos) e hormogônios (fragmento de filamentos, geralmente móveis que auxiliam na 

dispersão) (MEEKS et al., 2002; GONZALEZ et al., 2019). 

As cianobactérias heterocitadas fixam o N mesmo na presença de oxigênio (O2), pois 

têm uma separação espacial com o meio externo devido à espessa parede celular (ADAMS; 

DUGGAN, 2003), a qual impede o contato do O2 coma enzima nitrogenase, o que a 

inativaria; e ao mesmo tempo realiza a fotossíntese oxigênica pelas células vegetativas. Os 

heterócitos se diferenciam a partir das células vegetativas em intervalos geralmente em 

condições de falta de nitrogênio e em intervalos regulares ao longo do filamento 

(MALDENER; SUMMERS; SUKENIK, 2014; WOLK; ERNST; ELHAI, 1994). Eles são 
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morfologicamente distintos das células vegetativas; pode possuir tamanho maiore seu formato 

é variável (formas mais arredondadas, retangulares e quadráticas) aspecto amarelado devido à 

perda de pigmentação, e possuem grânulos de cianoficina (CP), geralmente nos pólos 

adjacentes às células vegetativas (KUMAR; MELLA-HERRERA; GOLDEN, 2010). A 

diferenciação dos heterócitos envolve alterações metabólicas e morfológicas complexas, pois 

esta célula impede o contato da nitrogenase com oO2atmosférico, e também do O2 produzido 

pelas células vegetativas adjacentes durante a fotossíntese (MALDENER; SUMMERS; 

SUKENIK, 2014; PETER WOLK, 1996). 

Nas cianobactérias homocitadas, ou seja, as que não possuem heterócito, a FBN pode 

ocorrer principalmente na ausência de luz, quando a célula vegetativa não realiza a 

fotossíntese (POSTIUS et al., 2001).Bergman et al., (1997) relataram cerca de 70 linhagens de 

cianobactérias homocitadas capazes de realizar FBN, mas apenas algumas poderiam realizar 

esse processo na presença de O2, poisa maioria necessita de condições  micro-oxicais ou 

anóxicas(POSTIUS et al., 2001; RIPPKA; WATERBURY, 1977; WEISSHAAR; BÖGER, 

1983). Além disso,existem também espécies de cianobactérias unicelulares que fixam o N2 na 

presença de oxigênio e na ausência de luz (CARPENTER; CAPONE, 1992; GRIFFITHS; 

GALLON; CHAPLIN, 1987; HUANG; CHOW, 1988; POSTIUS et al., 2001; SROGA, 

1997). 

Em contraste com o conhecimento que se tem sobre a diferenciação de heterócitos em 

condições de cultivo isolado obtido nas últimas décadas (KUMAR; MELLA-HERRERA; 

GOLDEN, 2010; PEREZ et al., 2016)  pouco se sabe sobre o processo de diferenciação de 

acinetos (PEREZ et al., 2016) e hormogônios, os quais são essenciais para o estabelecimento 

de simbioses planta-cianobactéria e fungo-cianobactéria formando liquens. Tais simbioses 

contribuem significativamente para a fixação biológica global de nitrogênio (ELBERT et 

al., 2012; KLUGE et al ., 2002; MEEKS, 2005). 

Os acinetos são células de paredes espessas, semelhantes a esporos, que se diferenciam 

das células vegetativas em resposta a diversas condições ambientais desfavoráveis (como 

limitação por temperatura, luz e nutrientes), dependendo das espécies de cianobactérias 

(KAPLAN-LEVY et al., 2010). São células dormentes que não se assemelham aos 

endósporos na estrutura e no mecanismo de diferenciação e não são resistentes ao calor 

extremo; são maiores e possuem uma parede mais espessa que as células vegetativas e contêm 

grande quantidade de materiais de reserva (KAPLAN-LEVY et al., 2010). A forma e a 

posição no filamento diferem entre as espécies, e, em alguns casos, o heterócito influencia em 

sua localização (WOLK, 1965). Eles podem germinar eproduzir novos filamentos sob 
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condições favoráveis ao desenvolvimento, portanto, os acinetos fornecem às cianobactérias 

um meio de encistar ou sobreviver a períodos com condições não favoráveis ou flutuantes 

(ADAMS; CARR, 1981; KAPLAN-LEVY et al., 2010; MALDENER; SUMMERS; 

SUKENIK, 2014). A diferenciação dos acinetos, normalmente, difere da formação dos 

heterócitos, principalmente em relação ao sinal ambiental que induz sua formação, mas, 

também em sua morfologia, estrutura do envelope celular e função(ADAMS; DUGGAN, 

1999; MALDENER; SUMMERS; SUKENIK, 2014). 

A formação de hormogônios pode ser considerada uma estratégia reprodutiva, uma 

vez que eles são fragmentos curtos originados da quebra de tricomas vegetativos (TANDEAU 

DE MARSAC; HOUMARD, 1993),possuindo geralmente formato menor e diferente das 

células vegetativas(MEEKS; ELHAI, 2002). Esse tamanho menor é resultante de divisões 

celulares sem aumento na biomassa celular (HERDMAN; RIPPKA, 1998). São estruturas que 

podem apresentar motilidade a curta distância e consideradas unidades infectantes das 

associações simbióticas de cianobactérias com briófitas, fungos e outros organismos 

eucariontes (ADAMS;DUGGAN, 2008;MEEKS, 1998).Nas associações simbióticas com 

espécies heterocitadas, a indução do hormogônio parece ser feita pelo parceiro associado na 

falta de nitrogênio fixado, o qual emite um sinal químico chamado fator indutor de 

hormogônios (HIF) (MEEKS; ELHAI, 2002;TANDEAU DE MARSAC; HOUMARD, 

1993).Nas cianobactérias de vida livre, e nas linhagens homocitadas, a indução do 

hormogônio ocorre, principalmente, por mudanças na intensidade, ou na qualidade da luz, 

mas a disponibilidade de nutrientes também é um fator importante (MEEKS; ELHAI, 2002; 

TANDEAU DE MARSAC; HOUMARD, 1993). 

Quanto aos mecanismos de movimento do hormogônio que atuará na dispersão da 

cianobactéria existem dois modos, um envolvendo as estruturas pili que são encontradas 

dispostas em anéis adjacentes à junção septal(DUGGAN; GOTTARDELLO; ADAMS, 2007; 

KHAYATAN; MEEKS; RISSER, 2015), e o outro é através da secreção de polissacarídeo, 

em que as cianobactérias deslizam deixando um rastro mucilaginoso (HOICZYK; 

BAUMEISTER, 1998).  

Devidoà importância ecológica das cianobactérias nos ecossistemas aquáticos, pois 

estas podem formar‘blooms”, que podem afetar a comunidade no geral, tanto pelo 

fornecimento fornecimento de O2 e de nitrogênio, através daFBN(DIEZ; ININBERGS, 2014),  

faz-se necessárioaumentar o conhecimento de suas estratégias adaptativas. Assim, o objetivo 

deste estudo foi examinar como fatores abióticos, como luz e nutrientes, afetam a 

diferenciação  de estruturas adaptativas, como heterócitos, acinetos e hormogônios(ADAMS; 
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DUGGAN, 1999; MALDENER; SUMMERS; SUKENIK, 2014), os quais atuam na 

sobrevivência, crescimento e reprodução, bem como realizar o cultivo das cianobactérias 

epifíticas às raizes de S. auriculatae avaliar o crescimento clonal desta macrófita.Focamosnas 

cianobactérias epifíticasàs raízes de S. auriculata,tanto devido à importância ecológicadesta 

macrófitapara os ecossistemasaquáticos, quanto pela escassez de conhecimento desta 

associação (BERGMAN; RAI; RASMUSSEN, 2007). 

Baseados na premissa de que a limitação de luz e nutrientes afeta as estratégias 

adaptativas das cianobactérias epifíticas às raízes de S. auriculata, testamos as hipótesesde 

que: (1) haverá uma maior produção de heterócitos em condições de escassez de nutrientes e 

sob sol pleno, pois estas fixam o N2suprindo a falta do nitrogênio; como a produção de 

heterócitos consome muita energia é provável que sob sol pleno sua produção seja 

favorecida.(2)Acinetos serão, predominantemente, produzidos em condições limitantes ao 

crescimento, como sob escassez de nutrientes e sombra. (3)Hormogôniosserão produzidos 

abundantemente na sombra, pois são estuturas de reprodução que dispersam para locais 

iluminados; um maior número deles também será encontrado em condições com 

disponibilidade de nutrientes.(4) o crescimento clonal, através da produção de novos rametes 

de S. auriculataserá favorecido sob condições de abundância de nutrientes, entretanto, de 

acordo com Medeiros et al., 2017; 2019, apesar do aumento no número de rametes ser maior 

na sombra, em condições de sol pleno o crescimento clonal não é afetado. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1 S. auriculata e cianobactérias epifíticas 

Salvinia auriculata Aubl. (Salviniaceae)é uma samamabaia aquática livre-flutuante, 

muito comum em lagoas temporárias em planícies de inundação (COELHO et al. 2005; 

MIRANDA; SCHWARTSBURD, 2019), sendo, sob condições favoráveis, rapidamente 

disseminadas por propagação vegetativa colonizando extensas áreas em poucos dias 

(MEDEIROS et al., 2019; MEDEIROS et al., 2017).Nas espécies de Salviniaos rametes são 

conectados por rizomas, formando colônias, e compostos  pelo nó, por dois folíolos aéreos 

responsáveis pela fotossíntese, e por folhas submersas, finamente dissectadas, com  função  de 

raiz pois são responsáveis pela absorção de água e nutrientes(ROOM, 1983; SCULTHORPE, 

1967). 

Nas folhas submersas de S. auriculata foram encontradas linhagens filamentosas 

homocitadas e heterocitadas de cianobactérias epifíticas (LLANGSDORFF, UFLA pesquisa 

não publicada). Esta associação, conhecida como perifíton-macrófita, é descrita como uma 

unidade ecológica nos ecossistemas aquáticos (CAMARGO;FERRAGUT,2014; 

GOLDSBOROUGH; MCDOUGAL; NORTH, 2005). 

 

 

2.2 Experimento em casa de vegetação 

Para a montagem do experimento foram coletadas colônias de rametes de S. auriculata 

em uma lagoa permanente localizada na região sudeste do Brasil (21°08’56”S, 44°52’53”W). 

Após a coleta, as plantas foram levadas para uma casa de vegetação, lavadas para que fossem 

retiradas as partículas de solo e partes mortas,e passaram por um período de aclimatação 

dedez dias. Em seguida, foi montado o experimento, que teve duração de 28 dias.  

Foram colocados dez rametesde S. auriculata de tamanhos similares em bandejas 

plásticas, com capacidade para três litros, e submetidos a quatro tratamentos - com adição de 

nutrientes (Solução de Hoagland força 50%)(HOAGLAND; ARNON, 1950) sob sol 

pleno(sem sombrite) (CN/SP); sem adição de nutrientes,sob sol pleno (SN/SP); sem adição de 

nutrientes e com sombreamento 70% (cobertos com sombrite) (SN/CS) e com adição de 

nutrientes e com sombreamento 70%(CN/CS).Cada tratamento teve quatro repetições 

totalizando 16bandejas(N = 16).A cada sete dias foram feitos espremidos das raízes para 

coleta das cianobactérias epifíticas. O espremido foi feito retirando-se pequenos fragmentos 
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das “raízes”de todos os ramtes de S. auriculata e coletando o líquido espremido dos 

mesmos.Logo após, a amostra era fixada e preservada em solução de Transeau. Para cada 1 

ml de espremido era colocado 1 ml de solução e as amostras eram mantidas em duplicatas. 

Após isto, os rametes novos foram contados, a fim de avaliar o crescimento clonal,e a solução 

de Hoagland, bem como a água nas bandejas foram completadas para manter o nível de três 

litros de líquido nas bandejas.  

 

2.3 Observação das cianobactérias e contagem das estruturas adaptativas 

Para cada tratamento,foram feitas 28 lâminas a fresco dos espremidos já fixados (sete 

lâminas por amostragem). Foram realizadas quatro amostragens durante todo o experimento 

(a cada sete dias), totalizando 448 lâminas preparadas e levadas ao microscópio óptico 

(Microscópio Binocular E100 LED Nikon). Cada lâmina foi examinada cuidadosamente, e as 

cianobactérias filamentosas presentes foram observadas em objetiva de 40X. A contagem das 

estruturas foi feita em objetiva de 100X, todos os heterócitos, acinetos e 

hormogônios(somente os que estavam dentro do filamento) foram contados percorrendo a 

lâmina de modo similar à câmara de Neubauer (FIGURA 1). 

Figura 1 – Critério para contagem das estruturas adaptativas (heterócitos, acinetos e hormogônios) 

 

Fonte: Do Autor (2020) 
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2.4 Amostragem e isolamento das cianobactérias epifíticas 

As amostras (1 ml por bandeja) de espremido das raízes de S. auriculata foram 

retiradas de rametes advindos do experimento após os 28 dias e foram colocadas em 20 ml de 

meio BG-11 (com presença de N) e BG 110 (ausência de N) (ALLEN, 1998), em sua forma 

líquida para favorecimento de crescimento tanto de linhagens potencialmente fixadoras de N 

quanto de não fixadoras. Após um período de 15 dias, uma amostra de 100 µl foi transferida 

para placas de Petri contendo os mesmos meios, mas em condição sólida. As placas foram 

mantidas em uma bancada, mantendo sob controle um fotoperíodo de 12 horas de claro e 12 

horas de escuro, com luminosidade em torno de 30-40 micromoles de fótons/m2/s. Após um 

período de quatro semanas, as colônias crescidas em meio sólido foram transferidas para uma 

nova placa de Petri através da técnica de estria simples. Foi feito um acompanhamento,com 

visualizações de lâminas a fresco das colônias morfologicamente distintas em placa, para 

registro das linhagens obtidas antes de passar para uma nova placa de Petri com intuito de 

isolá-las. No início do isolamento as amostras coletadas do experimento foram mantidas 

durante 15 dias nos meios de cultivo em sua forma líquida, depois foram transferidas para o 

meio sólido e o procedimento de estriamento foi repetido a cada 30 dias por sete meses a fim 

de se obter culturas unialgais para a realização de experimentos futuros com as linhagens já 

isoladas. 

 

2.5 Análise de Dados 

 Para verificar se existe efeito do tratamento (luz e nutrientes) na produção de heterócitos, 

acinetos, hormogônios e de rametes da samambaia aquática S. auriculata, utilizamos teste de 

Kruskal-Wallis, devido à não normalidade dos dados. Além disso, foi realizada uma análise 

de comparações múltiplas de médias similares (Stepwise e step-down) e foi feita uma 

correlação de Spearman entre a produção de acinetos e hormogônios. As análises foram 

realizadas utilizando o software IBM SPSS Statistics versão 22. 
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3 RESULTADOS 

 Tanto os nutrientes quanto a luz afetaram a produção de heterócitos, acinetos e 

hormogônios(TABELA 1). 

 

Tabela1 – Número total de heterócitos, acinetos e hormogônios em cada tratamento; com adição de 

nutrientes (Solução de Hoagland força 50%) e sol pleno (CN/SP); sem adição de 

nutrientes e sol pleno (SN/SP); sem adição de nutrientes e com sombreamento 70% 

(SN/CS) e com adição de nutrientes e com sombreamento 70% (CN/CS). 

Tratamentos 
 

Heterócito 
 

Acineto 
 

Hormogônio 
 

(CN/SP) 135 31 
 

25 
 

(SN/SP) 3191 
 

266 
 

2 
 

(SN/CS) 1440 
 

364 
 

9 
 

(CN/CS) 41 
 

39 
 

95 

Fonte: Do Autor (2020) 

O número de heterócitos produzidos pelas cianobactérias diferiu entre os tratamentos 

(KW= 14,138; p= 0,003).Ao realizar a análise de agrupamento por médias, todos os 

tratamentos diferiram (FIGURA 2A). Sem adição de nutrientes e sob sol pleno (SN/SP), as 

cianobactérias produziram um número de heterócitos maior (3.191) comparado aos 

tratamentos (CN/CS), (SN/CS) e (CN/SP) (TABELA1; FIGURA 2A). 

A produção de acinetos também foi afetada pelos tratamentos (KW= 13,701; p= 0, 003). 

Sob escassez de nutrientes e sob sombreamento o número total de acinetos produzidos foi de 

364 contra apenas 31 sob abundância de nutrientes e sol pleno (SN/CS x CN/SP) (TABELA 

1; FIGURA 2B).Houve diferença no número de acinetos produzidos nos tratamentos (SN/SP 

x SN/CS), o que não ocorreu nos tratamentos (CN/SP x CN/CS) com 31 e 39 acinetos 

(TABELA 1; FIGURA 2B). 

Assim como heterócitos e acinetos, a produção de hormogônios foi afetada pelos 

tratamentos (KW= 13,951; p= 0,003). As cianobactérias sob abundância de nutrientes e sob 

sombra (CN/CS) produziram um total de 95 hormogônios, diferentemente dos outros 

tratamentos (SN/CS), (SN/SP) e (CN/SP) (TABELA 1; FIGURA 2C). 
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Figura2 – Número de estruturas adaptativas produzidas pelas cianobactérias epifíticas às raízes de S. 

auriculata em cada tratamento- com adição de nutrientes (Solução de Hoagland força 

50%) e sol pleno (CN/SP); sem adição de nutrientes e sol pleno (SN/SP); sem adição de 

nutrientes e com sombreamento 70% (SN/CS) e com adição de nutrientes e com 

sombreamento 70% (CN/CS); (A) Número de heterócitos; Os valores de média dos 

tratamentos (CN/SP), (SN/SP), (SN/CS) e (CN/CS) foram 6,5; 14,5; 10,5 e 2,5 

respectivamente (B) Número de acinetos; Os valores de média dos tratamentos 

(CN/SP), (SN/SP), (SN/CS) e (CN/CS) foram 3,0; 10,5; 14,5 e 6,0 respectivamente (C) 

Número de hormogônios; Os valores de média dos tratamentos (CN/SP), (SN/SP), 

(SN/CS) e (CN/CS) foram 10,50; 2,75; 6,25 e 14,5 respectivamente. 

 

A 
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B 

 

C 

 

Fonte: Do Autor (2020) 
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A produção de acinetos e hormogônios foi negativamente correlacionada (r= - 0, 602; 

p= 0, 014). Nos dois tratamentos onde as cianobactérias foram submetidas à escassez de 

nutrientes(SN/SP) e (SN/CS)houve uma grande produção de acinetos (266; 364 

respectivamente); em contraste, nestes mesmos tratamentos foram produzidos dois e nove 

hormogônios respectivamente (FIGURA 3). 

Figura 3 – Hormogônios e acinetos produzidos em cada tratamento; com adição de nutrientes 

(Solução de Hoagland força 50%) e sol pleno (CN/SP); sem adição de nutrientes e sol 

pleno (SN/SP); sem adição de nutrientes e com sombreamento 70% (SN/CS) e com 

adição de nutrientes e com sombreamento 70% (CN/CS). 

 

 

Fonte: Do Autor (2020) 

 

Durante a visualização das lâminas foi observado que havia predominância de 

linhagens homocitadas e heterocitadas de acordo com o tratamento. Nos tratamentos com a 

adição de nutrientes predominava filamentos homocitados e, quase não havia heterócitos e/ou 

acinetos nas raras linhagens heterocitadas encontradas. Nas 112 lâminas feitas dos 

tratamentos com adição de nitrogênio, cerca de 90% não apresentava linhagens heterocitadas. 
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Os poucos heterócitos e acinetos observados encontravam-se em estágios iniciais de 

diferenciação ou não eram considerados funcionais, por não apresentarem coloração tão 

amarelada quanto os heterócitos maduros, e os acinetos não possuíam parede espessa nem 

conteúdo celular muito granuloso, característica bastante notável em acinetos maduros. Já nos 

tratamentos sem adição de nutrientes havia predominância (cerca de 90%) de filamentos 

heterocitados, com heterócitos e acinetos maduros, e raramente eram encontrados filamentos 

homocitados. 

 Através do processo de isolamento de cianobactérias epifíticas às raízes de S. 

auriculata foram obtidas 13 linhagens morfologicamente distintas, ainda em processo de 

isolamento, nos diferentes tratamentos; Com adição de nutrientes (Solução de Hoagland força 

50%)e sol pleno (CN/SP); sem adição de nutrientes e sol pleno (SN/SP); sem adição de 

nutrientes e com sombreamento 70% (SN/CS) e com adição de nutrientes e com 

sombreamento 70% (CN/CS). Foram seis linhagens homocitadas, uma do tratamento 

(SN/SP), quatro do tratamento (CN/SP), e uma do tratamento (CN/CS) (FIGURA 4), e sete  

heterocitadas, todas do tratamento (SN/SP) (FIGURA 4 e 5). 
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Figura 4 – Filamentos homocitados de cianobactérias epifíticas às raízes de S. auriculata em processo 

de isolamento. (a) Linhagem do tratamento (CN/SP); (b) Linhagem do tratamento 

(SN/SP); (c) Linhagem do tratamento (CN/SP); (d) Linhagem do tratamento (CN/SP); (e) 

Linhagem do tratamento (CN/CS); (f) Linhagem do tratamento (CN/SP). 

 

 

Fonte: Do Autor (2020) 
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Figura 5 – Filamentos heterocitados de cianobactérias epifíticas às raízes de S. auriculata em 

processo de isolamento. (a); (b); (c); (d); (e); (f) e (g) Diferentes linhagens cultivadas do 

tratamento sem adição de nutrientes e sol pleno. As setas vermelhas indicam os 

heterócitos. 

 

Fonte: Do Autor (2020) 
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 Quanto ao crescimento clonal de S. auriculata,os tratamentos tiveram efeito sobre o 

aumento no número de rametes (KW=11, 598; p= 0,009).(FIGURA 6) Houve um grande 

aumento na produção de rametes nos tratamentos com adição de nutrientes.No tratamento 

(CN/SP) foram produzidos 531 rametes e no tratamento (CN/CS) foi produzido um total de 

516 rametes, enquanto que nos tratamentos sem adição nutrientes (SN/SP) e (SN/CS) foram 

produzidos 47 e 64 rametes, respectivamente. Ao comparar a diferença entre tratamentos, o 

número de rametes diferiu entre os tratamentos com adição de nutrientes e sem adição de 

nutrientes (CN/CS; CN/SP) x (SN/SP; SNCS). 

Figura 6 – Número de rametes produzidos em cada tratamento; Com adição de nutrientes (Solução de 

Hoagland força 50%) e sol pleno (CN/SP); sem adição de nutrientes e sol pleno 

(SN/SP); sem adição de nutrientes e com sombreamento 70% (SN/CS) e com adição de 

nutrientes e com sombreamento 70% (CN/CS). Os valores de média dos tratamentos 

(CN/SP), (SN/SP), (SN/CS) e (CN/CS) foram 12,00; 3,75; 5,25 e 13,00 

respectivamente. 

 

 

Fonte: Do Autor (2020) 
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4 DISCUSSÃO 

 

A produção de heterócitos pelas cianobactérias epifíticas às raízes de S. auriculata foi 

observada em maior quantidade nos tratamentos sem adição de nutrientes, e ainda em maior 

número, no sol pleno. A composição da solução de Hoagland (NH4H2PO4, Ca (NO3), KNO3, 

MgSO4, solução de micronutrientes, e FeEDTA) fornece fontes combinadas de nitrogênio, o 

que deve ter inibido a produção de heterócitos pelas cianobactérias nos tratamentos com a 

adição da solução nutritiva.A diferenciação dos heterócitos é inibida pela presença de uma 

fonte utilizável de nitrogênio, como NH 4 
+ ou NO3 

- mesmo em concentrações muito baixas 

em condições de cultivo isoladas em que fatores abióticos como luz e temperatura estão 

controlados (MEEKS et al., 1983, 2002).A produção de heterócitos é facilmente feita em 

cultivo utilizando um meio sem N (MEEKS et al., 1983, 2002). No entanto, há diferenciação 

de heterócitos em espécies de Nostoc dentro de cavidades simbióticas com mesmo na 

presença de concentrações de amônia (CANINI; CAIOLA, 1993; CANINI; CAIOLA; 

MASCINI, 1990; MEEKS et al., 1985, 1987, 2002; SILVESTER; PARSONS; WATT, 1996). 

Foram encontrados diversos genes necessários para que a privação de nitrogênio ocasione a 

diferenciação do heterócito. Um deles, o hetR, desempenha claramente um papel central na 

diferenciação dessa célula sem a presença do N. Mutantes com mutações no hetR , 

diferentemente daqueles com mutações no ntcA , são capazes de crescer mesmo com a 

privação de N, mas não diferenciam heterócito. Porém há linhagens em que o 

gene hetRdo tipo selvagem está presente em um plasmídeo multicópico (MEEKS et al., 2002; 

LANG; HASELKORN, 1991) e diferenciam o heterócitos mesmo na presença de NO 3 
-

 (BUIKEMA; HASELKORN, 1991; MEEKS et al., 2002).  

 Tanto aassociação epifítica com a planta, que pode fornecer algum sinal químico, 

estar liberando ou retirando algum tipo de substância no local, quanto a presença de um gene 

que codifica para a produção de heterócito pode explicar a produção, mesmo que baixa, dessa 

célula nos tratamentos com adição de nutrientes.O maior número de heterócitos produzidos no 

tratamento SN/SP além do fato primordial, qual seja a escassez de nitrogênio favorecendo a 

produção da estrutura que irá fixá-lo, pode também ser explicado devido à quantidade da luz 

disponível que influencia nas taxas fotossintéticas e na eficiência energética. Isto poderia 

conferir uma vantagem, e ter favorecido a diferenciação de heterócitos em comparação com o 

tratamento SN/CS, tendo em vista que a produção de heterócitos e a fixação biológica de 

nitrogênio é um processo que demanda muita energia, pois são gastos cerca de 15 – 16 



25 
 

moléculas de ATP por molécula de N2fixada (RAYMOND et al., 2004; REED; 

CLEVELAND; TOWNSEND, 2011; THOMPSON; ZEHR, 2013). 

Acinetos são células que se comportam como esporos, pois ficam dormentes e 

inativas. Geralmente se desenvolvem na fase estacionária em culturas de várias linhagens 

filamentosas da ordem Nostocales. Estruturas de dormência representam uma estratégia de 

sobrevivência em condições ambientais adversas, inclusive para plantas (ADAMS; CARR, 

1981; ARGUETA; SUMMERS, 2005; COELHO;LOPES; SPERBER, 2005). A diferenciação 

e as alterações morfológicas durante a germinação têmsido investigadas em algumas espécies 

de cianobactérias em condições de isolamento (ADAMS; DUGGAN, 1999; KAPLAN-LEVY 

et al., 2010; MALDENER; SUMMERS;  SUKENIK, 2014). No entanto, os processos de 

diferenciação e germinação ainda não estão claros  nasassociações cianobactérias – macrófita 

aquática em ambiente natural onde existem fatores bióticos como a competição interespecífica 

e troca de compostos químicos entre a planta hospedeira e o microbionte ( CARRAPIÇO, 

2017; PEREIRA; CARRAPIÇO, 2007). Além disso, a própria macrófita pode aumentar 

significativamente o sombreamento na coluna d’água,diminuindo a fotossíntese e assim a 

concentração  de oxigênio dissolvido(FLEMING; DIBBLE, 2015), podendo interferir na 

produção de acinetos, e de outras estruturas adaptativas. 

  Nossos resultados mostraram uma maior quantidade de acinetos nos tratamentos 

sem adição de nutrientes, e o número foi ainda maior no tratamento com sombra (SN/CS), ou 

seja, para as cianobactérias epifíticas às raizes de S.auriculata,  este foi o tratamento mais 

estressante. Vários fatores ambientais foram apontados como gatilhos para a diferenciação de 

acinetos em diferentes espécies de Nostocales (MALDENER; SUMMERS; SUKENIK, 

2014). A quantidade de luz (alta ou baixa) interferiu na produção dessas células (KAPLAN ‐ 

LEVY et al., 2010; SUKENIK; BEARDALL; HADAS, 2007) bem como a quantidade de 

nutrientes, como fosfato ou razão carbono / nitrogênio (C: N), também foram relatados 

(MEEKS et al., 2002). A limitação por fosfato induziu a formação de acinetos (MEEKS et 

al., 2002 ), mas em alguns casos o fosfato foi essencial para o seu desenvolvimento (FAY, 

1988; MOORE; MCGREGOR; SHAW, 2004 ).Foi observado em Aphanizomenon 

ovalisporum, que a privação de íons potássio desencadeou a formação de acinetos (SUKENIK 

et al., 2013). Como a solução de Hoagland possui em sua composição compostos 

nitrogenados, fosfatados e potássicos, isso pode ter interferido na produção de acinetos.Os 

estímulos ambientais relatados que desencadeiam a formação de acinetos em diferentes 

espécies de cianobactérias estão ligados à limitação de energia para o metabolismo celular, e 

com o término da fase de crescimento exponencial(ADAMS; DUGGAN 1999; AGRAWAL, 
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2012; CMIECH; REYNOLDS; LEEDALE, 1984; KOMARZEWSKA; GLOGOWSKA; 

2005). Os fatores externos, como luz, temperatura ou nutrientes, são gatilhos de diferenciação 

apenas para as células que estão em uma determinada fase do ciclo celular. Sendo assim, 

conhecer o momento do ciclo em que a célula está é determinante para saber se os fatores 

externos induzirão à diferenciação do acineto ou continuarão o processo natural de divisão das 

células vegetativas (MALDENER; SUMMERS; SUKENIK, 2014).  

 Tendo em vista que os tratamentos mais estressantes para as cianobactérias epifíticas 

às raízes de S.auriculata foram os sem adição de nutrientes, e nestes houve uma maior 

produção de acinetos, os quais sintetizam e liberam um inibidor da diferenciação de 

hormogônios(HERDMAN;RIPPKA, 1988), os tratamentos com adição de nutrientes em que 

houve uma baixa produção de acinetos propiciaram a formação de hormogônios. Outro 

fator que deve ser levado em consideração é que em associações simbióticas, mesmo que 

estas associações não sejam endofíticas, a planta hospedeira pode liberar sinais químicos que 

estimulam a formação de hormogônios (ADAMS; DUGGAN,2008; MEEKS; ELHAI, 2002). 

Além disso, muitas linhagens de cianobactérias possuem o hormogônio com fototaxia positiva 

(MEEKS; ELHAI, 2002; LAZAROFF, 1973), o que lhes conferem certa vantagem, pois 

como são autotróficas, podem dispersar para ambientes iluminados. As cianobactérias 

epifíticas às raízes de S. auriculata submetidas ao tratamento com adição de nutrientes e com 

sombra (70%) produziram mais hormogônios. A sombra de 70% mais o sombreamento 

natural causado pela macrófita que nos tratamentos com a adição de nutrientes teve um 

aumento numérico de rametes muito maior que nos tratamentos sem adição de nutrientes 

tomando conta de toda bandeja rapidamente, pode ter sido um gatilho para a produção desses 

fragmentos móveis na busca pela luz.   

 Diferentemente dos heterócitos, em que a sua diferenciação é facilmente feita em 

cultivo limitando o nitrogênio no meio, ainda não foi identificado um único fator ambiental 

que induza a produção de hormogônios. O que se sabe é que no início da diferenciação de 

hormogônio, a mudança de algum fator ambiental: o aumento ou diminuição de um nutriente 

ou uma alteração na quantidade ou qualidade da luz estimula a produção (MEEKS; ELHAI, 

2002). Em laboratório a indução é feita transferindo a linhagem vinda de uma cultura densa, 

próxima à fase de crescimento estacionária, para um novo meio (RIPPKA et al., 1979), o que 

permite diversas mudanças como quantidade de nutrientes disponíveis, qualidade e 

quantidade de luz, além  da diminuição de substâncias endógenas inibidoras de hormogônio 

(GANTAR; KERBY; ROWELL, 1993; HERDMAN et al., 1979; MEEKS; ELHAI, 2002). 

Nos tratamentos em que havia adição de nutrientes, houve predominância de linhagens 
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homocitadase é justamente nessas, que são mais visíveis os hormogônios e também nestes 

houve uma menor formação de acinetos então a produção de hormogônios pode ter sido 

favorecida pela menor síntese e liberação de inibidor de diferenciação de hormogônio 

(HERDMAN; RIPPKA,1988). 

 A planta aquática S.auriculata, que possui cianobactérias epifíticas,apresenta 

estratégias reprodutivas mistas, ou seja, pode se reproduzir tanto assexuadamente, formando 

clones, como sexuadamente (COELHO;LOPES; SPERBER,2005; MEDEIROS et al., 2017). 

A reprodução assexuada, nesta planta também chamado de crescimento clonal,ocorre pela 

formação de rametes. Os resultados mostraram que o aumento numérico em rametes ocorreu 

mais vigorosamente nos tratamentos com adição de nutrientes. No curto período de 28 

dias,ocorreu uma grande produção de novos rametes comprovando seu potencial de 

expansão(TIPPING et al., 2008). Nos tratamentos sem adição de nutrientes ocorreu produção 

de brotos formando novos rametes, entretanto sua produção foi menor. Esta macrófita é bem 

conhecida por seu crescimento vigoroso (JAMPEETONG; BRIX, 2009; JULIEN; CENTER; 

TIPPING, 2002; MEDEIROS et al., 2017). Além disso,o sombreamento não afetou o 

crescimento clonal de S. auriculata uma vez que tanto nos tratamentos com sombra quanto no 

sol pleno houve aumento exponencial do número de rametes o que está de acordo com o 

estudo de Medeiros et al., (2017) em que o vigor como macrófita flutuante pode ser afetado 

mas não o seu crescimento. Assim, tanto para o crescimento das cepas de cianobactérias, 

quanto para o aumento numérico de rametes da samambaia aquática S. auriculata, o fator 

mais importante foi a adição de nutrientes simulando um meio eutrofizado. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Com este trabalho obtivemos os primeiros dados sobre a produção de estruturas 

adaptativas por linhagens de cianobactérias epifíticas às raízes da macrófita S. auriculata e, 

obtivemos como conclusão que os fatores nutrientes e luz afetam a diferenciação de 

heterócitos, acinetos, e hormogônios. A não adição de nutrientes estimula a produção de 

heterócitos. Assim, podemos inferir que em ambientes aquáticos oligotróficos as 

cianobactérias epifíticas às raízes de macrófitas aquáticas podem fornecer um aporte de 

nitrogênio fixado para o ecossistema aquático. Os acinetos como esperado, foram produzidos 

em condições simuladas de estresse, na ausência de nutrientes. A presença da macrófita 

aquática intensificou o sombreamento e, quando havia nutrientes disponíveis, estimulou a 

produção de hormogônios, os quais podem ter fototaxia positiva. Além disso, o processo de 

isolamento das cianobactérias epifíticas às raízes de S.auriculata resultou na obtenção de 13 

linhagens morfologicamente distintas de cianobactérias e nos possibilitará futuras análises 

para compreender melhor as potencialidades destas linhagens, como a fixação biológica de 

nitrogênio e como as mesmas podem interferir no crescimento de macrófitas aquáticas devido 

ao aporte de nitrogênio fixado. 
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