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ABSTRACT.

Nitrogen-fixing blue-green algae from the Lagoa dos Patos 
estuary, RS: laboratory experiments on culture.

Heterocystous blue-green algae grow regularly well in a nitro­
gen media, but not the non-heterocysts species. This work aimed 
to identify the ideal combination of culture media and illumina­
tion pattern with species collected in Patos Lagoon, RS. We tested 
the growth of heterocystous blue-greens and non-heterocystous spe­
cies in a nitrogen-free (ASM-1 and VB-S) and a nitrogen media 
(VB). Under conditions of a shade illumination or alternated light 
and dark cycles, it showed a growth in the VB-S medium as it did 
in the VB medium, under any illumination pattern. Then, a 
proeminent growth of blue-greens, heterocystous or not, may be 
achieved using nitrogen-free medium, when incubated under 
illumination conditions which enable the non-heterocystous
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species to use their protection mechanisms against photosynthetic 
0 2 like the alternated cycles of 12 hs light and 12 hs dark.

Key Words: Cyanophyta, Nitrogen-fixation, Laboratory cultures.

RESUMO

Algas cianofíceas heterocísticas desenvolvem-se em meios 
minerais sem nitrogénio incorporado, porém as não heterocísticas 
não. Realizamos este trabalho no intuito de estabelecer as combi­
nações ideais entre os meios de cultivo e condições de iluminações 
com espécies coletadas na Lagoa dos Patos, RS. Testamos o cresci­
mento de cianofíceas heterocísticas ou não em meios minerais sem 
N incorporado (ASM-1) e com N incorporado (VB). Obtivemos 
que em condições de iluminação difusa ou de ciclos alternados, o 
crescimento ocorre no meio VB-S como ocorre da mesma forma 
no meio VB sob qualquer condição de iluminação. Deste modo 
concluímos que pode-se obter um bom crescimento de cianofí­
ceas fixadoras de N2 heterocísticas ou não, utilizando-se meios de 
cultivo sem compostos nitrogenados. Basta apenas que estes sejam 
incubados em condições de luz onde as cianofíceas, principalmen­
te as não heterocísticas, possam utilizar os seus mecanismos natu­
rais de proteção contra o 0 2 fotossintético, como as do ciclos de 
12 hs de luz, 12 hs de escuro.

Palavra chave: Cyanophyta, fixação de nitrogênio, cultura de labo­
ratório.

INTRODUÇÃO

Em um experimento inicial, coletamos cianofíceas no estuá­
rio da Lagoa dos Patos. Estas algas foram cultivadas sob ilumina­
ção constante no meio mineral ASM-1, (modificado por TOZUM 
et al. 1977) um meio recomendado para algas planctônicas de 
crescimento rápido. Neste, observou-se o desenvolvimento de 
quatro culturas unialgais dos gêneros Calothrix, Anabaena, Nostoc 
e Chlorogloepsis. Todas elas heterocísticas e em cultura líquida 
apresentaram hábitos bentônicos, formando uma densa camada na 
superfície interna dos frascos e porosas dos borbulhadores.

A não sobrevivência de formas unialgais não heterocísticas
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indicou-nos que a manutenção destas culturas sob luz constante 
neste meio mineral de pouco carbono e sem sais de Nitrogênio 
pode ser seletivo às formas fixadoras de N2 semiaeróbicas como 
Oscillatoria, Spirulina, Lyngbya e outras filamentosas também não 
heterocísticas com restrições aos níveis de 0 2 dissolvidos no meio 
(STEWART, 1980; GALLON, 1980). Visto que, estas cianofíceas 
filamentosas fixam N2 na ausência de luz (STAL & KRUMBEIN, 
1985; KHAMEES et al. 1987).

Assim, realizamos no presente trabalho coletas de algas ciano­
fíceas no mesmo local e as testamos no meio mineral Van Baalen 
(modificado de KRATZ & MYERS, 1955), indicado para cianofí­
ceas unicelulares por possuírem compostos nitrogenados. Igual­
mente foi experimentado uma adaptação deste meio (VB-S) sem 
sais de Nitrogênio, além do meio anteriormente utilizado, ASM-1. 
Testamos também as condições de iluminação, sob luz constante, 
como é classicamente recomendado (STEIN, 1973), luz alternada 
com escuro por 12 hs cada (M ILLINEAUX, 1981) e de luz difusa, 
visando minimizar a intensa radiação luminosa constante (PENTE­
COST, 1985).

Nosso objetivo neste trabalho foi determinar as combinações 
ideais de meios de cultivo-condições de iluminação para promover 
o crescimento em laboratório de cianofíceas fixadoras de N2, he­
terocísticas ou não.

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta: As algas foram coletadas numa área da Lagoa dos Patos 
conhecida como Estação do Saco do Justino em dezem­
bro de 1985 e outubro de 1986. Foram utilizadas raspa- 
gem do sedimento do fundo, raspagem das raízes de ma- 
crófitas das margens e coleta direta de algas flutuantes no 
local.

Cultivo: Foram preparadas 27 placas de ágar bacteriológico 
"Difco" a 1% nos meios líquidos de cultivo ASM-1, 
VB e VB-S. Destas placas, 9 foram mantidas sob a 
luz constante de 4 lâmpadas fluorescentes OS RAM 20W, 
9 sob luz constante cobertas com duas camadas de teci­
dos fino (Luz difusa) e 9 sob condições de iluminação 
alternadas (12 hs de luz, 12 hs de escuro). Todas estas 
mantidas em câmara climáticas a 25°C.
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Composição dos meios minerais: Os meios minerais ASM-1 (4); VB,
Van Baalen, modificado (2) e VB- 
S (VB modificado por nosso gru­
po), apresentam a seguinte com­
posição para 1 litro de água desti­
lada deionizada.

ASM-1 VB VB-S
NaCI 0,116 g — 0.72g
MgS04.7H20 0,0744g 0,25g 0,25g
MgCI2.6H20 0,0622g — —

CaCI2.2H20 0,0309g — 0,025g
k2 hpo4 0,0174g 1,0 g 1,0 g
Na2 HP04 0,0142g — —

NaHC03 0,053 g 0,0800g até o pH 
desejado

Ca(N03).4H20 — 0,025g —

NaN03 — 1,00 g —

Na2 Edta — 0,031g 0,031g
Fe(S04)2.6H20 
Soluções de

— 0,004g 0,004g

Microelementos 10 ml 0,6 ml 0,6 ml
CuCI2(8.10-4 M) 10 ul — —

CoCI2(8.10"4 M) 100 ul — —

Mo03 (1.10-3 M) 100 ul — —

pH final 7,6 7,6 7,6

Solução de microelementos para ASM-1 (g/L): H3B03, 
0,2474g; FeCI3.6H20, 0,0908g; MnCI2.4H20, 0,1201g; ZnCI2, 
0,0436g; Na2 Edta, 0,7375g.

Solução de microelementos para VB e VB-S (g/L): ZnS04. 
7H20, 8,82g; MnCI2.4H20, 1,44g; Mo03, 0,71g; CuS04.5H20, 
1,57g; CoCI2.6H20, 0,50g.

Estes meios foram autoclavados por 20 minutos a 121°C.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os três meios de cultura testados se caracterizam pela presen­
ça (meio VB) ou ausência de compostos nitrogenados (meios 
ASM-1 e VB-S).

O meio ASM-1 foi testado nestes experimentos para servir co­
mo referência pelo crescimento anteriormente obtido dosgeneros:
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Nostoc, Anabaena, Chlorogloepsis e Calothrix, todos heterocís- 
ticos.

Os resultados foram expressos como número de testes positi­
vos de crescimento nas placas utilizadas. O crescimento foi menor 
usando o meio ASM-1 do que os meios VB e VB-S (fig. 1). O nú­
mero de gêneros de cianofíceas obtidas nestes testes também foi 
maior nos dois últimos meios, mostrando assim que a combinação 
dos seus elementos químicos pode selecionar muitos dos gêneros 
que oportunamente se desenvolveram nestes meios. Obtivemos 9 
gêneros nos cultivos em VB, 7 gêneros nos cultivos em VB-S con­
tra apenas Nostoc e Oscillatoria nos cultivos em ASM-1.

O resultado dos testes em relação apenas aos diferentes graus 
de iluminação não mostraram uma preferência evidente (fig. 2). 
Em todas as condições de luz experimentadas os números de testes 
positivos e de gêneros encontrados foram aproximados. 0  que pa­
rece é que essas três modalidades de iluminação testadas, quando 
avaliadas isoladamente não interferem no crescimento das cianofí­
ceas fixadoras de N2, porém o seu efeito seria dependente da pre­
sença ou não de compostos nitrogenados entre os sais dos meios 
minerais (figs. 2 e 3).

Ao combinar-se os três meios de cultivo com as três modali­
dades de iluminação (fig. 3), encontramos que as melhores combi­
nações estão tanto no meio VB ou VB-S nas condições de ilumina­
ção por luz difusa ou por luz alternada, 12 horas de luz, 12 horas 
de escuro. Assim, o efeito da iluminação sobre o crescimento de 
algas cianofíceas fixadoras de N3 parece ser diretamente depen­
dente da disponibilidade de compostos nitrogenados (no meio VB 
há um bom crescimento nas três condições de luz, porque neste 
existem sais de nitrogênio). Por outro lado, a fixação de N2, úni­
co processo capaz de colocar compostos nitrogenados nas células 
de cianofíceas que cresçam em meios sem Nitrogênio, é inibida pe­
lo 02 devido a inativação da nitrogenase (ROBSON &POSTGATE, 
1980). Assim o produto da fotossíntese, quando intensa, pode es­
tar selecionando o crescimento de cianofíceas com capacidade de 
fixação de N2 restritas aos níveis de 0 2.

A evolução levou a compartimentação da fixação de N2 em 
cianofíceas sob a forma de heterocistos (SCHOPF & WALTER, 
1982). Para estas a luz constante não inibe a atividade da nitroge­
nase em meios sem compostos nitrogenados, já que o heterocisto 
não possue atividade do Fotossistema 11 e assim é incapaz de libe­
rar 0 2 (STEWART, 1980; GALLON, 1980).

Entretanto, decididamente seleciona o crescimento daquelas
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Figura 1 — Crescimento de cianofíceas nos 3 meios de cultura testados
(ASM-1, VB e VB-S). Foram realizados 9 testes para cada meio 
de cultura, os resultados são expressos pelo número de testes 
positivos £•] e pelo número de gêneros encontrados 
Cada nove testes foram cultivados nas condições de iluminação 
propostas.
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Figura 2 — Crescimento de cianofíceas sob diferentes condições de ilumi­
nação (3  (luz total por 24h), ~ff~ (luz total coberta por 
tecido duplo) e ( 1 2 h luz, 12h escuro). Foram realizados
9 testes para cada condição de iluminação e os resultados fo­
ram expressos pelo número de testes de crescimento positivos ca e pelo número de gêneros encontrados Q • Cada nove 
testes foram cultivados nos meios propostos na figura 1 .
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Figura 3
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Crescimento de cianofíceas em relação aos meios de cultivo 
AMS-1, VB e VB-S sob as condições de iluminação de Q  
~ff* e . Foram realizados 3 testes para cada combi

nação dos parâmetros meio de cultivo-iluminação. Os resulta 
dos foram expressos pelo número de testes positivos de cres 
cimento E J  e pelo número de gêneros encontrados Q
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número de generös encontrados

Figura 4 — Crescimento de cianofíceas em relação aos meios de cultivo
ASM-1, VB, VB-S sob as condições de iluminação de 0

e . Foram realizados 3 testes para cada combina­
ção de meio de cultura-iluminação. Os resultados foram ex­
pressos pelo número de gêneros heterocísticos |  e não- 
heterocísticos Q  .
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não heterocísticas (fig. 4, meio VB-S). Por outro lado, este cresci­
mento foi proeminente da mesma forma em números de testes po­
sitivos e de gêneros para o meio VB-S nas condições de iluminação 
difusa e de luz alternada com escuro (fig. 4). Assim conseguimos 
desenvolver o crescimento de cianofíceas não-heterocísticas de 
uma espécie de Microcoleus e duas espécies de Oscillatoria em cul­
turas sólidas obedecendo a mesma seleção a atividade da nitrogena­
se como já demonstrado em culturas líquidas para Oscillatoria sp. 
(STAL & KRUMBEIN, 1985), Oscillatoria sp UCSBB, (KHAMEES 
et al. 1987) e Microcoleus chthonoplastes Thur. (PEARSON et 
al. 1981).

Os resultados apresentados para o cultivo de cianofíceas em 
luz difusa (fig. 4), também proporcionaram crescimento de espé­
cies não-heterocísticas. Entretanto, a dificuldade de reproduzir as 
taxas ideais de irradiação luminosa com este artifício empregado, 
torna esta modalidade de iluminação não recomendável em cultu­
ras líquidas em grande volume de meios de cultivo, e favorece a 
utilização da iluminação alternada, 12 horas de luz e 12 horas de 
escuro em meios sem sais de nitrogênio, como o VB-S.

CONCLUSÃO

Os presentes experimentos indicaram que é possível obter-se 
crescimento de cianofíceas fixadoras de N2, heterocísticas ou não, 
quantitativamente e em variedade de gêneros, utilizando-se meios 
de cultivo sem compostos nitrogenados; como VB-S.

Estes cultivos devem apenas ser cuidadosamente incubados 
em condições de luz onde as cianofíceas, principalmente as não he­
terocísticas, possam utilizar seus mecanismos naturais de proteção 
contra o 02 fotossintético. Neste caso sugere-se os ciclos de 12 ho­
ras de luz e 12 horas de escuro, que são, antes de tudo, as suas con­
dições naturais.
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