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RESUMO GERAL

Com origem estimada em 3,5 bilhões de anos, as cianobactérias atuam, desde então, na modificação

da  atmosfera  terrestre  e  se  associando  a  diversos  organismos.  São  fundamentais  em  diversos

ecossistemas  participando  como  produtoras  primárias  e  tendo  papel  importante  em  ciclos

biogeoquímicos,  além de  compor  redes  complexas  de  associações  bióticas.  Dentre  os  serviços

ecossistêmicos,  cabe  ressaltar  a  alta  taxa  de  produção  de  oxigênio  através  da  fotossíntese,

principalmente em ambientes marinhos, o sequestro de carbono atmosférico, também relacionado

com a fotossíntese, mas também a fixação biológica de nitrogênio, que por sua vez é responsável

por disponibilizar o nitrogênio atmosférico para que entre outras funções, aconteça a fotossíntese e

o sequestro de carbono. Das muitas associações bióticas com cianobactérias, destacamos as que

ocorrem com seres fotossintetizantes, nestes casos, o benefício principal aos “hospedeiros” são os

compostos nitrogenados disponibilizados pelas cianobactérias associadas. Cianobactérias do gênero

Nostoc se  associam a  musgos,  gimnospermas (Cycas)  e  angiospermas (Gunneraceae)  de  forma

endofítica. No entanto existem também associações epifíticas e perifíticas, como com a macrófia

Pistia stratiotes que  possui características que lhe garantem vantagens adaptativas  ocasionando em

sua distribuição cosmopolita.  O sistema radicular desta macrófita flutuante chama a atenção, por

possuírem muitas raízes secundárias que  possibilitam  interações com microrganismos. Com base

nestas  premissas   propusemo-nos  estudar  a  relação  entre  as  cianobactérias  filamentosas  e  P.

stratiotes. Avaliamos, assim, as estratégias adaptativas das cianobactérias filamentosas e a alocação

vegetativa  e  reprodutiva  nessa  macrófita   dependentes  do  aporte  de  nutrientes  (carbono  e

nitrogênio)  e  da  disponibilidade  de  luz   Vimos  que  a  depender  do aporte  nutricional,  tanto  as

cianobactérias, quanto a macrófita mostraram plasticidade no comportamento.  Com o aporte de

nitrogênio,  encontramos uma alta produção de necrídeos nas cianobactérias, e um investimento

maior no crescimento vegetativo da macrófita.  Já,  com o aporte  de carbono, as cianobactérias

modificaram  células  em  heterócitos  e  as  macrófitas  investiram  em  reprodução  sexuada.

Concluímos,  então,  que,  em  caso  de  excesso  de  nutrientes  haverá  modificações  celulares  nas

cianobactérias que propiciarão a manutenção da comunidade associada epifiticamente à macrófita, e

com alternância  na dominância de determinadas linhagens. 

Palavras-chave:  Cianobactérias  Filamentosas,  FBN,  Associações  Biológicas,  Macrófitas,

Nitrogênio, Carbono, Heterócitos, Hormogônios, Necrídeos. 



GENERAL ABSTRACT

With  an  estimated  origin  of  3.5  billion  years,  cyanobacteria  have  acted,  since  then,  in  the

modification  of  the  terrestrial  atmosphere  and in  association  with  several  organisms.  They are

fundamental in several ecosystems, participating as primary producers and playing an important

role  in  biogeochemical  cycles,  in  addition to forming complex networks  of biotic  associations.

Among ecosystem services,  it  is  worth mentioning the high rate of oxygen production through

photosynthesis, especially in marine environments, the sequestration of atmospheric carbon, also

related to photosynthesis, but also the biological nitrogen fixation, which in turn is responsible for

make atmospheric nitrogen available so that,  among other functions,  photosynthesis  and carbon

sequestration take place. Of the many biotic associations with cyanobacteria, we highlight those that

occur with photosynthetic beings, in these cases, the main benefit to the "hosts" is the nitrogen

compounds made available by the associated cyanobacteria. Cyanobacteria of the genus Nostoc are

associated with mosses, gymnosperms (Cycas) and angiosperms (Gunneraceae) in an endophytic

manner. However, there are also epiphytic and peripheral associations, as with the macrophy Pistia

stratiotes, which has characteristics that guarantee adaptive advantages resulting in its cosmopolitan

distribution. The root system of this floating macrophyte is noteworthy, as it has many secondary

roots that enable interactions with microorganisms. Based on these premises, we set out to study the

relationship between filamentous cyanobacteria and P. stratiotes. Thus, we evaluated the adaptive

strategies  of  filamentous  cyanobacteria  and  the  vegetative  and  reproductive  allocation  in  this

macrophyte depending on the supply of nutrients (carbon and nitrogen) and the availability of light.

We saw that  depending  on  the  nutritional  supply,  both  the  cyanobacteria  and  the  macrophyte

showed plasticity. in behavior. With the nitrogen supply, we found a high production of necrids in

cyanobacteria,  and  a  greater  investment  in  the  vegetative  growth of  the  macrophyte.  With  the

contribution of carbon, cyanobacteria modified cells into heterocytes and macrophytes invested in

sexual reproduction. We conclude, then, that in case of excess of nutrients there will be cellular

changes in the cyanobacteria that will  provide the maintenance of the community epiphytically

associated with the macrophyte, and with alternation in the dominance of certain strains.

Keywords: Filamentous Cyanobacteria, BNF, Biological Associations, Macrophytes, Nitrogen, 
Carbon, Heterocytes, Hormogones, Necrids.
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PRIMEIRA PARTE
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INTRODUÇÃO GERAL

A evolução da vida em nosso planeta se dá através de processos biológicos de adaptação a

diversos fatores, tanto abióticos, quanto bióticos (KNOLL, 2008; SCHIRRMEISTER; SANCHEZ-

BARACALDO; WACEY, 2016; DEMOULIN et al., 2019). Essa história, improvável de superação,

teve início ainda com a Terra em formação, durante o resfriamento dela no Hadeano  (KNOLL,

2008; SCHIRRMEISTER; SANCHEZ-BARACALDO; WACEY, 2016; DEMOULIN et al., 2019).

Oparin e  Haldane durante a  década  de 1920,  teorizaram sobre a  possibilidade de formação de

moléculas orgânicas a partir de elementos inorgânicos que possivelmente estavam disponíveis na

atmosfera  de  nosso  planeta,  ainda  em  seu  primeiro  bilhão  de  anos  (KNOLL,  2008;

SCHIRRMEISTER;  SANCHEZ-BARACALDO;  WACEY,  2016;  DEMOULIN  et  al.,  2019).

Alguns anos depois da teoria de Oparin e Haldane (1924 e 1929, respectivamente), Miller e Urey

(1953), desenvolveram um experimento que simulou as condições da atmosfera primitiva de nosso

planeta, e, utilizando substâncias inorgânicas somadas a descargas elétricas e altas temperaturas

conseguiram  observar  a  formação  de  moléculas  orgânicas,  mais  precisamente  aminoácidos,

essenciais  para  o  surgimento  de  formas  de  vida  em  nosso  planeta  (KNOLL,  2008;

SCHIRRMEISTER; SANCHEZ-BARACALDO; WACEY, 2016; DEMOULIN et al., 2019).

Esta teoria nos remete ao fim do Hadeano, nele a Terra passava por grandes instabilidades

tectônicas e climáticas, com a atmosfera com grandes quantidades de metano, amônia, vapor de

água  e  hidrogênio  (KNOLL,  2008;  SCHIRRMEISTER;  SANCHEZ-BARACALDO;  WACEY,

2016; DEMOULIN et al., 2019). Com a condensação dos elementos atmosféricos e formação de

poças  nutritivas,  somado  ao  tempo,  as  reações  químicas  levaram  ao  surgimento  de  alguns

aminoácidos  que propiciaram o início de uma ainda rudimentar  biota  terrestre  (KNOLL, 2008;

SCHIRRMEISTER; SANCHEZ-BARACALDO; WACEY, 2016; DEMOULIN et al., 2019).
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Durante  o  Arqueano,  houve  um  maior  resfriamento  do  planeta,  o  que  gerou  maior

condensação dos gases atmosféricos, levando ao surgimento de oceanos rasos (BERMAN-FRANK;

LUNDGREN;  FALKOWSKI,  2003;  KNOLL,  2008;  KUMP,  2008;  LYONS;  REINHARD;

PLANAVSKY,  2014,  HAMILTON;  BRYANT;  MACALADY,  2016,  SCHIRRMEISTER;

SANCHEZ-BARACALDO;  WACEY,  2016,  LÓPEZ-GARCÍA;  EME;  MOREIRA,  2017,

DEMOULIN et  al.,  2019).  Dentro  destes  proto  oceanos  começaram a  surgir  seres  procariotos

heterotróficos  se  aproveitando  de  todo  o  nutriente  disponível  nestes  ambientes  aquáticos.  Foi

durante o Arqueano que modificações levaram a uma linhagem de procariotos que deu início ao ato

revolucionário de se nutrir a partir da luz advinda do sol, os procariotos autotróficos, parte destes

novos seres fotossintetizantes originaram a linhagem das cianobactérias que passaram a realizar a

fotossíntese  oxigênica  (GRAY,  1989;  BERMAN-FRANK;  LUNDGREN;  FALKOWSKI,  2003;

KNOLL, 2008; KUMP, 2008; LYONS; REINHARD; PLANAVSKY, 2014; ARCHIBALD, 2015;

MARTIN;  GARG;  ZIMORSKI,  2015  ;  HAMILTON;  BRYANT;  MACALADY,  2016;

SCHIRRMEISTER;  SANCHEZ-BARACALDO;  WACEY,  2016,  LÓPEZ-GARCÍA;  EME;

MOREIRA,  2017;  PONCE-TOLEDO  et  al.,  2017;  DEMOULIN  et  al.,  2019)  A fotossíntese

oxigênica  possibilitou  o  aumento  da  disponibilidade  de  gás  oxigênio  na  atmosfera,  já  que  os

organismos passaram a utilizar os íons de hidrogênio da água como doadores de elétrons, enquanto

os  organismos  que  realizavam a  fotossíntese  anoxigênica  utilizavam os  íons  de  hidrogênio  do

sulfeto  de  hidrogênio,  liberando  enxofre  na  atmosfera  (GRAY,  1989;  BERMAN-FRANK;

LUNDGREN;  FALKOWSKI,  2003;  KNOLL,  2008;  KUMP,  2008;  LYONS;  REINHARD;

PLANAVSKY, 2014; ARCHIBALD, 2015; MARTIN; GARG; ZIMORSKI, 2015 ; HAMILTON;

BRYANT; MACALADY, 2016; SCHIRRMEISTER; SANCHEZ-BARACALDO; WACEY, 2016,

LÓPEZ-GARCÍA; EME; MOREIRA, 2017; PONCE-TOLEDO et al., 2017; DEMOULIN et al.,

2019).
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Ainda no Arqueano, alguns eventos importantes envolveram as cianobactérias. A teoria da

endossimbiose  as  coloca  como  o  organismo  fagocitado  que  deu  origem  aos  cloroplastos  de

eucariontes,  os quais,  antes,  eram heterotróficos  (GRAY, 1989, ARCHIBALD, 2015; MARTIN;

GARG; ZIMORSKI, 2015 , PONCE-TOLEDO et al., 2017). Este evento possibilitou o surgimento,

no Proterozoico, das linhagens das algas verdes, das algas glaucófitas e das algas vermelhas, e, por

consequência  evolutiva,  as  plantas  embriófitas,  bem  mais  tarde,  ainda  dentro  do  Proterozoico

(GRAY, 1989; BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003; KNOLL, 2008; KUMP,

2008;  LYONS;  REINHARD;  PLANAVSKY,  2014;  ARCHIBALD,  2015;  MARTIN;  GARG;

ZIMORSKI,  2015  ;  HAMILTON;  BRYANT;  MACALADY,  2016;  SCHIRRMEISTER;

SANCHEZ-BARACALDO; WACEY, 2016, LÓPEZ-GARCÍA; EME; MOREIRA, 2017; PONCE-

TOLEDO et al., 2017; DEMOULIN et al., 2019).

Já no Proterozoico, com a reprodução em massa das cianobactérias e de outros seres que

realizavam a  fotossíntese  oxigênica  houve  uma  expansão  na  disponibilidade  de  oxigênio,  este

evento  é  conhecido  como  grande  evento  de  oxigenação  (GRAY,  1989;  BERMAN-FRANK;

LUNDGREN;  FALKOWSKI,  2003;  KNOLL,  2008;  KUMP,  2008;  LYONS;  REINHARD;

PLANAVSKY, 2014; ARCHIBALD, 2015; MARTIN; GARG; ZIMORSKI, 2015 ; HAMILTON;

BRYANT; MACALADY, 2016; SCHIRRMEISTER; SANCHEZ-BARACALDO; WACEY, 2016,

LÓPEZ-GARCÍA; EME; MOREIRA, 2017; PONCE-TOLEDO et al., 2017; DEMOULIN et al.,

2019). Ele possibilitou o surgimento dos primeiros animais marinhos com maior complexidade e

tamanho  corpóreo  (KIMURA;  WATANABE,  2001;  HOLLAND,  2006;  ANBAR  et  al.,  2007;

BUTTERFIELD, 2007; PLANAVSKY et al., 2014; SCHIRRMEISTER; GUGGER; DONOGHUE,

2015; DICK; GRIM; KLATT, 2018; OSTRANDER et al., 2019). 

Além das alterações causadas pelo aporte de oxigênio e participação nos processos iniciais

da evolução das plantas, as cianobactérias se notabilizam por sua capacidade de associarem-se a

organismos de diferentes linhagens (RAI et al., 2004, RAI, 2018). Durante o Fanerozoico, com o
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continuo  aumento  da  disponibilidade  de  oxigênio  e  da  diversificação  dos  seres  vivos,  vários

arranjos  simbióticos  foram se  estabelecendo  entre  alguns  desses  seres  e  as  cianobactérias,  que

podemos  ver  nos  dias  atuais  (OHNO,  1997;  WHITTON;  POTTS,  2007;  RAI  et  al.,  2004;

BUTTERFIELD,  2007;  KNOLL,  2008;  YOUNG,  2012;  VALVERDE  et  al.,  2015;  ROUSK;

SORENSEN; MICHELSEN, 2016; KNOLL; NOWAK, 2017, RAI, 2018) 

Dentre as interações das cianobactérias destacam-se as do ambiente marinho, onde ocorre a

maior taxa de produção de oxigênio (HÄDER; SCHÄFER, 1994). Nos oceanos, as cianobactérias

são encontradas em associação com silicoflagelados, radiolários, algas verdes, líquens marinhos,

poríferos, ascídias e anelídeos, por exemplo (RAI et al., 2004, RAI, 2018). Em ambiente terrestre,

talvez  a  relação  mutualística  mais  estudada  com  cianobactérias  sejam  os  líquens  que  são

associações complexas entre fungos e cianobactérias, ou entre fungos e algas verdes  (RAI et al.,

2004, RAI, 2018). Quando a associação inclui apenas cianobactérias, sem algas verdes, o conjunto é

chamado de cianolíquen (RAI et al., 2004, RAI, 2018).

No  entanto,  as  cianobactérias  também  se  associam  a  organismos  fotossintetizantes  em

ambiente terrestre (RAI et al., 2004, RAI, 2018, BUSTOS-DÍAZ; BARONA-GÓMEZ; CIBRIÁN-

JARAMILLO, 2019). Neste caso, elas, além dos compostos fotoassimiliados, oferecem compostos

nitrogenados fixados a  partir  do nitrogênio atmosférico.  Cianobactérias  do gênero  Nostoc estão

envolvidas em simbioses com musgos, com gimnospermas do gênero  Cycas e angiospermas do

gênero Gunnera (RAI et al., 2004, RAI, 2018,  BUSTOS-DÍAZ; BARONA-GÓMEZ; CIBRIÁN-

JARAMILLO, 2019). Talvez o caso mais conhecido seja o biossistema Azzola-Anabaena, utilizado

a séculos por camponeses chineses para aumentar a produtividade dos campos de arroz (HILL,

1977; PETERS; MEEKS, 1989; RAJA et al,  2012). Pesquisas vem sendo desenvolvidas com o

intuito de aplicação das cianobactérias como organismo fixador de nitrogênio em outras culturas

(SINGH et al., 2016, BUSTOS-DÍAZ; BARONA-GÓMEZ; CIBRIÁN-JARAMILLO, 2019). Além

dessas associações endofíticas, muitas linhagens de cianobactérias se associam de forma epifítica
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formando o perifíton com algas fitoplanctônicas (AZIZAN et al. 2020), e com macrófitas aquáticas

(PIMENTA, 2020). Toda essa versatilidade, resistência e adaptabilidade das cianobactérias oferece

à  ciência  uma gama possibilidades  para  melhoramento  de  processos  de  produção econômica  e

resoluções de problemas ambientais (SINGH et al., 2016). 

Diversos pesquisadores demonstram as possibilidades de uso das cianobactérias como fonte

de aplicações biotecnológicas para solucionar questões das mais distintas áreas de estudo (SINGH

et  al.,  2016).  A intensidade  de  produção  para  a  manutenção  e  expansão  do  modo  de  vida  da

crescente população humana, acaba gerando custos ambientais em diferentes frentes (SINGH et al.,

2016). O desenvolvimento da agricultura foi de fundamental importância para o sucesso e expansão

das populações humanas (HARARI, 2017). Porém, a partir da revolução verde, o uso cada vez mais

intenso de fertilizantes industriais e agrotóxicos em grandes monoculturas fez com que a produção

de alimentos se tornasse uma das atividades humanas com maior impacto sobre o meio ambiente

(HARARI, 2017). Além do desmatamento desnecessário de novas áreas para plantio, e do uso de

produtos químicos tóxicos utilizados para controlar populações de organismos indesejadas em meio

aos  diversos  cultivos  de  relevância  agronômica  que  acabam  por  contaminar  água,  solo,  ar,

agricultores e consumidores, os fertilizantes industriais causam verdadeiras explosões populacionais

quando,  por  ação  das  chuvas  ou  da  irrigação  chegam  a  cursos  de  água  (HARARI,  2017).  A

utilização de alternativas no manejo de culturas agrícolas vem sendo muito explorada nos últimos

anos, uma delas, a fixação biológica de nitrogênio (SINGH et al., 2016).

Além da agricultura, a busca por fontes de energias renováveis alternativas aos combustíveis

fósseis está em expansão, devido, principalmente, à crise climática, fruto do modo de vida humano

(HARARI, 2017). Essa crise chegou a níveis alarmantes, com o maior degelo das calotas polares e

as mais altas temperaturas já registradas no continente Antártico, com secas mais severas e longas, e

chuvas concentradas que geram cada vez mais transtornos de proporções cada vez maiores, tanto

econômicos  quanto  sociais  (HARARI,  2017).  Tentando  descobrir  novas  fontes  energéticas,
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pesquisadores  têm  se  empenhado  em  novas  formas  de  produção  de  energia  a  partir  de

cianobactérias  (SINGH et  al.,  2016).  Combustíveis tradicionais  como etanol  podem ser obtidos

através da fermentação alcoólica da biomassa de cianobactérias com maior produtividade por área

(ZHU et  al,  2017;  LIANG et  al,  2018;  SILVA; BARBERA; BERTUCCO, 2019).  Também são

desenvolvidos projetos para a obtenção de hidrogênio, a partir do metabolismo das cianobactérias,

com  isso  é  possível  desenvolver  geradores  mais  eficientes  energeticamente,  e  que  depois  da

combustão  liberam  vapor  de  água  ao  ambiente  (KHETKORN  et  al.,  2017,  KOLBE;

LECHTENBÖHMER; FISCHEDICK, 2020).

Outra  vertente  de  pesquisa  com cianobactérias  são  o  tratamento  dos  resíduos  poluentes

advindos das atividades agrícolas e industriais (SINGH et al., 2016). A poluição causada pela falta

de  tratamento  dos  resíduos  leva  ao  desequilíbrio  ecológico  e  algumas  espécies  se  aproveitam

aumentando  suas  populações  ampliando  a  cadeia  de  eventos  prejudiciais  ocasionada  por  este

despejo sem tratamento (SINGH et al., 2016). Esta resposta a longo prazo é benéfica aos sistemas

naturais, haja visto que posteriormente à explosão dessas populações o incremento alocado no meio

natural é consumido pela biota e a população começa a diminuir, retornando o equilíbrio ecológico

(BEGON; TOWSEND; HARPER, 2009). Observando este sistema, cientistas têm estudado formas

de  combater  a  poluição  ambiental  através  da  utilização  de  microrganismos,  dentre  eles,  as

cianobactérias.  Estudos  relacionam o  potencial  de  crescimento  das  cianobactérias  em sistemas

desequilibrados  com  sua  capacidade  de  biorremediação  (TERSAGH;  OKERENTUGBA;

OKPOKWASILI, 2016a, TERSAGH; OKERENTUGBA; OKPOKWASILI, 2016b). 

Há muito ainda a ser explorado nas pesquisas com as cianobactérias, seres que passaram por

muitas  catástrofes  ambientais  durante  sua  história  evolutiva,  mas,  como grupo,  se  mantiveram

sobrevivendo à oscilações climáticas, desde aquecimentos globais, resfriamento do planeta, quedas

de asteroides, surgimento e extinção de outras linhagens. Temos muito a aprender com elas, para,

quem sabe, conseguir superar os problemas que criamos ao planeta. 
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ARTIGO 1 - Adaptações morfológicas em cianobactérias filamentosas associadas às
raízes de Pistia stratiotes L. (Araceae): o efeito de nutrientes e luz 

RESUMO
Resumo

As cianobactérias são organismos que tem origem estimada em 3,5 bilhões de anos, e desde

que surgiram no planeta alteram a composição de gases atmosféricos e participam de associações

com diversos organismos. São produtoras primárias fundamentais nos mais diversos ecossistemas,

participam  de  ciclos  biogeoquímicos  complexos  e  auxiliam  a  manter  o  equilíbrio  destes.  A

longevidade da linhagem se deve, em grande parte, à plasticidade morfológica e fisiológica que

apresenta, podendo resistir ou escapar de ambientes mais hostis, por meio de estratégias adaptativas.

Nos últimos 200 anos o ser humano tem acelerado alguns processos ambientais, como o aporte de

nutrientes  através  da poluição  oriunda de nosso modo de vida,  o  qual  tem ocasionado em um

aumento da temperatura no planeta. Tendo essas alterações nos sistemas naturais como premissa,

propusemo-nos a investigar as respostas morfológicas de cianobactérias filamentosas associadas a

raízes da macrófita Pistia stratiotes. Com o objetivo de compreender o comportamento desse grupo

frente a diferenças nas taxas de nitrogênio (N) e carbono (C), simulamos o aporte de nitrogênio com

solução nutritiva de Hoagland e de carbono utilizando cinzas vegetais, além de, conjuntamente,

empregar dois níveis de luz. Assim, testamos as seguintes hipóteses: (1) Haverá um maior número

de necrídeos nos  tratamentos  com maior  disponibilidade de nutrientes,  já  que os  necrídeos  são

formados antes da divisão do filamento e formação dos hormogônios; (2) o número de hormogônios

será maior nos tratamentos com sombra e nutrientes (C e N), pois eles são estruturas de reprodução

que poderão  dispersar  para locais  iluminados,  e  como o nitrogênio e  o carbono são elementos

fundamentais  para  a  nutrição,  o  aporte  deles  proporcionará  maior  taxa  reprodutiva  e,  (3)  uma

elevação na  disponibilidade  de  carbono causará  um desequilíbrio  na relação C/N existente  nas

células, levando a um aumento na produção de heterócitos que elevarão a fixação de nitrogênio

atmosférico. Os resultados mostraram que houve maior abundância de necrídeos nos tratamentos

com aporte de nitrogênio (N1 e N2), vimos também preferência pelos tratamentos sob sol e com

adição de nutrientes para a formação de hormogônios (C2). A formação de heterócitos não teve

relação com sombreamento, mas sim com o incremento de carbono através do aporte de cinzas

vegetais (C1 e C2). As respostas encontradas em nosso experimento mostram como o aporte de

nutrientes  influenciam nas  respostas  adaptativas  das  cianobactérias  filamentosas,  tanto  no nível

individual quanto na comunidade epifítica. O aporte maior de nitrogênio levou a um número maior

de  necrídeos,  diretamente  relacionados  com  a  produção  de  hormogônios  de  cianobactérias
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filamentosas homocitadas, e nos tratamentos com incremento de carbono além da produção em

massa de heterócitos, a comunidade foi dominada por cianobactérias filamentosas heterocitadas. O

número de hormogônios foi maior no tratamento C2, onde o grande número de heterócitos pode ter

sido  responsável  pelo  rompimento  dos  filamentos.  Nossos  resultados  demonstram  toda  a

adaptabilidade  que  as  cianobactérias  desenvolveram  ao  longo  de  sua  história  evolutiva  para

enfrentar situações adversas, transformando-se ou resistindo a elas.

Palavras-chave:  Heterócitos;  Hormogônios;  necrídios;  Fatores  abióticos;  Fixação  Biológica  de

Nitrogênio; Estratégias adaptativas.

INTRODUÇÃO

A linhagem das cianobactérias  teve origem no Arqueano,  porém ainda não há consenso

sobre a idade do grupo, pois alguns teóricos mais conservadores estimam que sua origem se deu ao

fim do Arqueano por volta de 2,7 bilhões de anos, enquanto, outros alegam que originaram-se entre

3,8  e  3,5  bilhões  de  anos  (KNOLL,  2008;  SCHIRRMEISTER;  SANCHEZ-BARACALDO;

WACEY, 2016;  DVOŘÁK et  al,  2017;  DEMOULIN, 2019).  De qualquer  modo,  sabe-se que a

evolução  do  grupo  causou  profunda  mudança  na  história  biológica  da  Terra,  visto  que  foram

responsáveis pela geração de grande parte do oxigênio que possibilitou a explosão de vida aeróbica

no  planeta  (OHNO,  1997;  KIMURA;  WATANABE,  2001;  HOLLAND,  2006;  ANBAR,  2007;

KUMP,  2008;  LYONS;  REINHARD;  PLANAVSKY,  2014;  PLANAVSKY,  2014;

SCHIRRMEISTER;  GUGGER;  DONOGHUE,  2015;  DICK;  GRIM;  KLATT,  2018;

OSTRANDER, 2019). 

Além da liberação de oxigênio, por meio da fotossíntese oxigênica, as cianobactérias são

produtoras primárias fundamentais em diversos ambientes, sendo aquáticos (água doce, salgada,

polar ou termais) (OLIVER et al, 2012; VINCENT; QUESADA, 2012; QUESADA; VINCENT,

2012; WARD; CASTENHOLZ; MILLER, 2012) ou terrestres (de desertos a montanhas) (MEZ;

HANSELMANN;  PREISIG,  1998;  HU;  GAO;  WHITTON,  2012);  elas  também participam de

ciclos  biogeoquímicos  (como  do  carbono  e  nitrogênio)  contribuindo  para  a  manutenção  do

equilíbrio ecológico do planeta (KIMURA; WATANABE, 2001; BUTTERFIELD, 2007; YOUNG,

2013; AMAROUCHE-YALA et al, 2014; VALVERDE et al, 2015; SINGH et al., 2016). 

Sabemos que um dos pilares para o sucesso biológico de qualquer taxa é a capacidade de

sobrevivência, manutenção e reprodução de seus indivíduos ao longo do tempo (SOUSA, 1979;

FABIAN;  FLATT,  2012).  As  cianobactérias  desenvolveram  estratégias  adaptativas  que
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favoreceram, e ainda favorecem, a manutenção de suas populações, uma delas é a produção de

acinetos, células de resistência, com a capacidade de se encapsularem sob condições ambientais

extremas. Estas células,  quando as condições retornam a níveis toleráveis,  germinam e formam

novos  filamentos  de  cianobactérias  (RAI;  PANDEY,  1981;  KAPLAN-LEVY  et  al,  2010;

SUKENIK; RÜCKER; MALDENER, 2019). Outra estratégia desenvolvida ao longo da evolução

das cianobactérias está relacionada a sua reprodução, sempre assexuada (CASTENHOLZ, 2015). A

reprodução das cianobactérias filamentosas ocorre pela partição do filamento, essas partes isoladas

recebem  o  nome  de  hormogônios  e  geram,  através  de  divisões  celulares,  outro  filamento

geneticamente  idêntico  ao  parental  (WHITTON;  POTTS,  2012;  CASTENHOLZ,  2015).  A

identificação dos hormogônios em amostras ambientais é dificultada por sua grande variação entre

as linhagens de cianobactérias presentes. Podem variar em número e tamanho das células, o que

pode nos levar a confundir um hormogônio de uma linhagem com o filamento maduro de outra. A

reprodução  clonal  garante  economia  de  energia,  visto  que  o  investimento  energético  para  a

formação de estruturas reprodutivas sexuadas é alto (AGRAWAL, 2001). 

O grupo das cianobactérias é extremamente diverso em termos morfológicos (KOMÁREK

et al, 2014; DVOŘÁK et al, 2017). Existem dois tipos morfológicos básicos, as unicelulares e as

pluricelulares,mas esses arranjos morfológicos não remetem à filogenia do grupo, já que segundo

dados moleculares as relações de parentesco não estão ligadas a sua morfologia (KOMÁREK et al,

2014; DVOŘÁK et al, 2017). Neste trabalho, focamos no grupo das cianobactérias filamentosas, as

quais  podem ser  separadas  em homocitadas,  sem diferenciação  celular,  ou  heterocitadas,  com

modificações celulares (KOMÁREK et al, 2014).

Ambos os grupos têm capacidade de fixar o nitrogênio atmosférico, variando apenas o modo

como esta fixação ocorre. No grupo das homocitadas, as linhagens capazes de fixar biologicamente

o nitrogênio o fazem quando há baixa luminosidade, isto porque o oxigênio é um limitante para a

enzima nitrogenase, responsável pela redução do gás nitrogênio em moléculas assimiláveis, como

nitratos,  nitritos,  amônia  entre  outras  (LATYSHEVA,  2012,  ZHANG  et  al,  2018;

FORCHHAMMER; SELIM, 2019). Já as cianobactérias filamentosas heterocitadas, promovem a

fixação biológica do nitrogênio sem restrição ao oxigênio, isso porque quando há um desbalanço

entre  as  quantidades  de  carbono  e  nitrogênio  (C/N)  no  meio,  com  menor  disponibilidade  de

nitrogênio,  elas  diferenciam  células,  chamadas  heterócitos,  ao  longo  dos  filamentos  com  uma

parede  celular  mais  espessa,  capaz  de  reter  a  passagem  do  oxigênio,  possibilitando  que  a

nitrogenase tenha sua capacidade de redução do N inalterada (LATYSHEVA, 2012, ZHANG et al,

2018; FORCHHAMMER; SELIM, 2019).
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Em  ambientes  naturais,  sem  o  despejo  excessivo  de  nutrientes  advindos  de  atividades

humanas, estes mecanismos promovem uma readequação das quantidades de nutrientes disponíveis,

promovendo o equilíbrio dessas substâncias, alternando momentos de maior ou menor aporte, tanto

de carbono quanto de nitrogênio, de acordo com regimes sazonais (SINGH et al, 2016). Porém, o

aumento  da  disponibilidade  de  nutrientes  oriundos  do  consumo  humano  (agricultura,  resíduos

industriais, esgoto, queimadas, uso de combustíveis fósseis) no período pós revolução industrial,

tem acelerado modificações ambientais e climáticas, capazes de alterar sistemas naturais (DUBEY

et al, 2011; ZINICOVSCAIA, 2016). Nesse novo cenário, a natureza não tem tempo de acompanhar

a velocidade dessas alterações e se ajustar às rápidas modificações, o que tem resultado em uma das

maiores taxas de extinções locais da história (LANDE, 1998; COURCHAMP et al, 2006; BOIVIN

et al, 2016; ZIEGLER, 2019). 

Tendo essas alterações nos sistemas naturais como premissa propusemo-nos a investigar as

respostas adaptativas morfológicas de cianobactérias filamentosas de ambiente aquático associadas

epifiticamente a raízes da macrófita aquática  Pistia stratiotes. Com o objetivo de compreender o

comportamento  desse  grupo  frente  a  diferenças  nas  taxas  de  nitrogênio  (N)  e  carbono  (C),

simulamos o aporte de nitrogênio com solução nutritiva de Hoagland e de carbono utilizando cinzas

vegetais,  além  de,  conjuntamente,  empregar  dois  níveis  de  luz.  Assim,  testamos  as  seguintes

hipóteses: (1) Haverá um maior número de necrídeos nos tratamentos com maior disponibilidade de

nutrientes,  já  que  os  necrídeos  são  formados  antes  da  divisão  do  filamento  e  formação  dos

hormogônios; (2) o número de hormogônios será maior nos tratamentos com sombra e nutrientes (C

e N), pois eles são estruturas de reprodução que poderão dispersar para locais iluminados, e como o

nitrogênio e o carbono são elementos fundamentais para a nutrição, o aporte deles proporcionará

maior taxa reprodutiva e, (3) uma elevação na disponibilidade de carbono causará um desequilíbrio

na  relação  C/N  existente  nas  células,  levando  a  um aumento  na  produção  de  heterócitos  que

elevarão a fixação de nitrogênio atmosférico. 

DESENVOLVIMENTO

Materiais e métodos

2.1- Sistema de estudo: Macrófita aquática-Cianobactérias
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Pistia  stratiotes L.  (Araceae)  é  uma  macrófita  aquática  com  distribuição  cosmopolita,

bastante comum em águas tropicais. Ela se reproduz tanto clonalmente, originando rosetas que são

ligadas  por  estolões  que,  frequentemente,  crescem  formando  densos  tapetes  de  vegetação  nos

corpos d’água, quando sexuadamente (LALLANA, 1989). Suas flores crescem do centro da roseta,

escondidas na axila foliar e, como outras Araceae, consistem de uma inflorescência do tipo espádice

(SCULTHORPE, 1967). Esta macrófita é extremamente adaptável ao cultivo ex situ e, por isso, é

utilizada como organismo modelo em diversas áreas de pesquisa. Além disso, por ser uma macrófita

aquática flutuante com grande quantidade de raízes secundárias (figura 1), ela apresenta potencial

para estudos de relações com microrganismos aquáticos.

Figura  1-  Roseta  de  Pistia  stratioites com detalhamento  das  raízes,  foco  de  nosso  estudo  pela

potencialidade de associação com microrganismos. Fonte: Carolina N. Mendes.

Cianobactérias
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Dentre  as  cianobactérias,  focamos  nosso  estudo  no  grupo  das  filamentosas,  devido  as

mesmas  formarem  hormogônios  e  algumas  linhagens  produzirem  heterócitos.  Mais

especificamente,  acompanhamos  a  produção  de  estruturas  adaptativas  nas  cianobactérias

filamentosas epifíticas às raízes da macrófita, seja o surgimento dos necrídeos, que são espaços que

surgem a partir de morte celular, antes da formação de hormogônios. A formação de hormogônios,

que  são  trechos  do  filamento  que  se  rompeu,  responsáveis  pela  reprodução  das  cianobactérias

filamentosas,  pois  dão  origem  a  novos  filamentos.  Por  fim,  acompanhamos  a  formação  de

heterócitos, que são células especializadas na fixação biológica do N2. 

2.2- Amostragem e experimento em casa de vegetação

As rosetas de P. stratiotes foram coletadas no reservatório da usina hidrelétrica do funil, sob

a influência do rio Grande, situada entre os municípios de Lavras e Perdões (21° 8' 36.45" S, 45° 2'

11.12" W), na mesorregião do Campo das Vertentes em Minas Gerais. Após a coleta, as mesmas

foram  aclimatadas  em  casa  de  vegetação  por  7  dias  antes  da  montagem  do  experimento.  O

experimento consistiu em seis tratamentos, cada um deles com quatro réplicas, todos utilizando

água tratada de torneira, e no mínimo solução nutritiva de Hoagland a 5% de força iônica que foi o

necessário para a sobrevivência das plantas. Para avaliar as modificações celulares, utilizamos dois

tipos de soluções com diferenças entre os nutrientes que os compõem, com base em dois aspectos

relevantes  para  o ambiente  aquático  natural,  o  aumento  do  carbono disponível  e  o  excesso  de

nitrogênio. Para simular o incremento de carbono, adicionamos 2,2 g / L de cinzas de carvão, que

são ricas em carbonatos (ETIÉGNI; CAMPBELL, 1991). Já para simular o aumento do nitrogênio,

a solução Hoagland foi adicionada em dois níveis de força iônica (5% a 50%), a solução Hoagland é

comumente utilizada em experimentos de manutenção e crescimento vegetal devido à presença de

compostos  de nitrogênio e fósforo.  Os tratamentos foram os  seguintes:  (C1) adição de solução

nutritiva de Hoagland a 5% de força iônica, somado ao acréscimo de 2,2 gr/L de cinzas e sombrite

70%; (C2) adição de solução nutritiva de Hoagland a 5% de força iônica, somado ao acréscimo de

2,2 gr/L de  cinzas;  (N1) adição  de  solução nutritiva  de  Hoagland com 50% de força  iônica  e

sombrite  70%; (N2) adição de solução nutritiva de Hoagland com 50% de força iônica;  (Co1)

adição de solução nutritiva de Hoagland a 5% de força iônica e sombrite 70%; (Co2) adição de

solução nutritiva de Hoagland a 5% de força iônica. (Figura 1). A utilização das cinzas vegetais se

deu por  apresentarem altos  níveis  de carbonatos  em sua constituição (ETIÉGNI;  CAMPBELL,

1991). 
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Sombra Sol
Carbono C1 C1 C1 C1 C2 C2 C2 C2

Nitrogênio N1 N1 N1 N1 N2 N2 N2 N2

Controle Co1 Co1 Co1 Co1 Co2 Co2 Co2 Co2

Figura 2 – Tratamentos C1 e C2 são compostos por solução de Hoagland 5% acrescida de 2,2 gr/L de

cinzas na sombra (sombrite 70%) e sob sol, denotados por quadros cinzas e brancos, respectivamente; N1 e

N2 contém solução de Hoagland 50% na sombra (sombrite 70%) e sob sol, respectivamente; Co1 e Co2 são

tratamentos  controle  com solução de  Hoagland a  5%,  apenas  para  manutenção das  plantas,  na  sombra

(sombrite 70%) e sob sol, respectivamente.

A amostragem foi  feita  quinzenalmente,  num período de 60 dias.  Em cada  amostragem

foram coletados espremidos das raízes das macrófitas para a montagem das lâminas, a fim de se

observar as cianobactérias filamentosas epifíticas às raízes. Cada amostra foi composta de pequenos

fragmentos de raízes e do líquido obtido dos espremidos, posteriormente foram homogeneizadas e

alocadas  em  tubos  Eppendorf  de  3,5ml  contendo  a  solução  fixadora  de  Transeau  (BICUDO;

MENEZES, 2017).

2.3- Observação e quantificação das estruturas adaptativas 

A partir  de cada  tubo Eppendorf,  que correspondeu a  uma coleta,  foram montadas  seis

lâminas  (96  Eppendorfs  x  6  lâminas,  totalizando 576 lâminas  observadas),  com duas  gotas  da

amostra  líquida  homogeneizada.  Depois  de  montadas,  as  lâminas  foram  observadas  uma  vez

seguindo um padrão de zigue zague, de modo similar à câmara de Neubauer. Avaliamos, assim,

cuidadosamente, os números totais de estruturas adaptativas e modificações no filamento, como

presença  de  necrídeos,  formações  de  hormogônios  e  produção  de  heterócitos.  Consideramos

hormogônios,  filamentos  com poucas  células,  de  três  a  dez  células  vegetativas,  e  com células

menores  que  as  do  filamento,  visando  padronizar  a  contagem  das  estruturas  nos  diferentes

tratamentos.  A  observação  de  cada  estrutura  foi  feita  sob  microscópio  óptico  (Microscópio

Binocular E100 LED Nikon), em objetiva de 40x, e a quantificação em objetiva de 100x. 

2.4- Análise de dados
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O efeito dos tratamentos sobre as modificações celulares, número de heterócitos, necrídeos e

hormogônios, foi analisado por meio do teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis com comparações

múltiplas  de  subconjuntos  homogêneos  stepwise  stepdown,  no  qual  as  variáveis  preditoras

categóricas (fator) foram o aporte de nutrientes e a incidência de luz. As variáveis resposta foram o

número  de  heterócitos,  número  de  necrídeos  e  número  de  hormogônios  encontrados  em  cada

tratamento. As análises foram conduzidas em software IBM SPSS Statistics® (versão 22). Além

disso,  o efeito  de uma possível  dessincronização entre  formação de necrídeos  e heterócitos foi

testado por meio de correlação de Spearman. 

 

Resultados

A tabela 1 mostra a produção de cada estrutura adaptativa analisada, necrídeos (figura 3),

hormogônios (figura 4) e heterócitos (figura 5) em cada tratamento empregado.

 

Tabela 1 – Números totais de necrídios, heterócitos e hormogônios em cada tratamento.

Tratamentos Necrídeos Heterócitos Hormogônios

Controle/Sol 63 372 9714

Controle/Sombra 69 424 11186

Carbono/Sol 619 79462 51819

Carbono/Sombra 142 12873 18288

Nitrogênio/Sol 2383 8 18603

Nitrogênio/Sombra 2279 2 12410
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Figura 3– Necrídeos (apontados pelas setas vermelhas) observados durante o processo de

contagem nos tratamentos N1 (a,b,e) e N2 (c, d, f).

Figura  4  –  Hormogônios  das  cianobactérias  filamentosas  epifíticas  às  raízes  de  P.  stratiotes,

indicados pelas setas e chaves vermelhas.
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Figura 5 – Cianobactérias filamentosas heterocitadas encontradas nos tratamentos C2 (a, b, c, d), C1

(c) e N2 (f); os heterócitos estão indicados pelas setas vermelhas.

A formação de necrídios foi observada em maior número em linhagens de cianobactérias

filamentosas  homocitadas.  Segundo  Komárek  e  Johansen  (2015)  são  poucas  as  linhagens  que

apresentam  heterócitos  e  necrídeos,  em  nosso  estudo  apenas  em  Scytonemataceae,  linhagem

heterocitada e pouco representativa em nossos tratamentos, foram observados espaços necridiais e

heterócitos. Os maiores números de necrídios foram registrados nos tratamentos com acréscimo de

nitrogênio, tanto a sol pleno quanto a sombra (N2; N1) (KW = 19.324, p = 0,002) (Figura 6a). O

número de hormogônios foi maior no tratamento (C2) (KW=15.960, p = 0,007) (Figura 6b). A

formação dos heterócitos se deu em maior quantidade também nos tratamentos com aumento de

carbono pelo acréscimo das cinzas (KW=21.490, p = 0,001),  sendo que no tratamento (C2) os

valores foram ainda maiores (Figura 6c). 
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Figura 6 – Variações no número (log) de necrídios (a), hormogônios (b) e heterócitos (c) observados

nos tratamentos: Controle no sol (Co2) e na sombra (Co1);  com acréscimo de carbono no sol (C2) e na

sombra (C1) e com acréscimo de nitrogênio no sol (N2) e na sombra (N1). As barras em preto dentro dos

blocos representam as medianas.  Após o teste de Kruskal  Wallis foram feitas comparações múltiplas de

subconjuntos homogêneos stepwise stepdown, onde as letras indicam as diferenças significativas entre os

tratamentos.

Os maiores números de necrídeos foram encontrados nos tratamentos (N2 e N1) enquanto os

números mais expressivos de heterócitos foram encontrados nos tratamentos (C2 e C1), mostrando

assim uma correlação negativa entre essas estruturas (r = - 0,472; p = 0,019), (Figura 7; Figura 8) .

Como resultado adicional foram isoladas 19 linhagens de cianobactérias (Tabela 2; Figura 9;

Figura 10; Figura 11) a partir dos tratamentos C1 e C2 (carbono), N1 e N2 (nitrogênio) e Co1 e Co2

(controle),  identificadas  a  partir  dos  caracteres  morfológicos,  dentre  as  quais  o  gênero  raro

Cronbergia  (Figura 9g), com apenas uma espécie descrita para o Brasil, no estado do Amazonas

(KOMÁREK; ZAPOMELOVA; HINDAK, 2010; GENUÁRIO; SANT'ANNA; MELO, 2018).
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Figura 7 - Número de heterócitos e necrídeos encontrados nos tratamentos empregados, onde C1

(sombra) e C2 (sol) são tratamentos com acréscimo de cinzas vegetais, N1 (sombra) e N2 (sol) tratamentos

com acréscimo de solução de Hoagland com 50% de força iônica e os tratamentos Co1 (sombra) e Co2 (sol)

com acréscimo de solução de Hoagland com força iônica de 5% (quantidade suficiente  para  manter  as

macrófitas vivas até o fim do experimento).
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Figura  8  –  Comunidade  de  cianobactérias  associadas  às  raízes  de  P.  stratiotes dependente  dos

tratamentos empregados: Tratamentos com acréscimo de carbono (a, b, c) com predominância de linhagens

filamentosas  heterocitadas,  e  tratamentos  com acréscimo de  nitrogênio  (d,  e,  f)  com predominância  de

linhagens filamentosas homocitadas.

Tabela 2 – Linhagens de cianobactérias isoladas a partir dos tratamentos propostos (C1, C2, N1, N2

Co1 e Co2)

Tratamento Código Identificação com base na morfologia dos grupos Morfologia Figura

C1 P1101 Microcoleaceae Homocitada 9a

C2 P6101 Gloeotrichiaceae; Calothrix sensu lato/Cf.
Gloeotrichia sp.

Heterocitada 9b

C2 P6102 Pseudanabaenaceae; Pseudanabaena sp. Homocitada 9c

C2 P6104 Leptolyngbyaceae; Leptolynbya sensu lato/Cf.
Alkalinema sp.

Homocitada 9d

C2 P6107 Nostocaceae, Cyanocohniella sp. Heterocitada 9e

C2 P6108 Rivulariaceae; Calothrix sensu lato sp1 Heterocitada 9f

C2 P6109 Nostocaceae, Cronbergia sp. Heterocitada 9g
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C2 P6110 Rivulariaceae; Calothrix sp2. Heterocitada 9h

C2 P6111 Nostocaceae; Nostoc sensu lato sp1 Heterocitada 9i

C2 P6112 Rivulariaceae; Calothrix sensu lato sp3. Heterocitada 9j

N1 P3101 Scytonemataceae; Scytonema sp. Heterocitada 10a

N2 P4104 Leptolyngbyaceae; Leptolyngbya sensu lato sp2. Homocitada 10b

Co1 P2102 Pseudanabaenaceae; Pseudanabaena sp2. Homocitada 11a

Co1 P2103 Rivulariaceae; Calothrix sensu lato sp4. Heterocitada 11b

Co1 P2105 Nostocaceae; Nostoc sensu lato sp2. Heterocitada 11c

Co1 P2106 Rivulariaceae; Calothrix sensu lato sp5. Heterocitada 11d

Co2 P5101 Nostocaceae; Nostoc sensu lato sp3. Heterocitada 11e

Co2 P5102 Nostocaceae; Nostoc sensu lato sp4. Heterocitada 11f

Co2 P5103 Tolypothrichaceae; Tolypothrix sp. Heterocitada 11g
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Figura  9  –  Linhagens  de  cianobactérias  isoladas  a  partir  dos  tratamentos  C1  e  C2.  Em  (a)

Microcoleaceae, (b) Calothrix sensu lato/Cf. Gloeotrichia sp., (c) Pseudanabaena sp., (d) Leptolynbya sensu

lato/Cf.  Alkalinema sp.,  (e)  Cyanocohniella sp.,  (f)  Calothrix sensu  lato  sp1,  (g)  Cronbergia sp.,  (h)
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Calothrix sp2., (i), Nostoc sensu lato sp1., (j) Calothrix sensu lato sp3. Microfotografias feitas sob objetiva

de 100x. Barra de 250 μm.m.

Figura  10  -  Linhagens  de  cianobactérias  isoladas  a  partir  dos  tratamentos  N1  e  N2.  Em  (a)

Scytonema sp.,  ramificação  falsa  indicada  pela  seta  vermelha;  (b)  Leptolyngbya sensu  lato  sp2.

Microfotografias feitas sob objetiva de 100x. Barra de 250 μm.m.

Figura  11  -  Linhagens  de  cianobactérias  isoladas  a  partir  dos  tratamentos  Co1  e  Co2.  Em  (a)

Pseudanabaena sp2., (b) Calothrix sensu lato sp4., (c) Nostoc sensu lato sp2., (d) Calothrix sensu lato sp5.,

(e) Nostoc sensu lato sp3., (f) Nostoc sensu lato sp4., (g) Tolypothrix sp. Microfotografias feitas sob objetiva

de 100x. Barra de 250 μm.m.
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Discussão

Nossos  resultados  mostraram  que  os  tratamentos  empregados  afetaram  a  produção  de

estruturas  adaptativas,  em  linhagens  tanto  homocitadas  quanto  heterocitadas  de  cianobactérias

epifíticas  à  raízes  da  macrófita  P.  stratiotes.  Encontramos  que  há  preferência  das  linhagens

filamentosas homocitadas por ambientes ricos em nitrogênio, independente da insolação .  Como o

crescimento  populacional  das  cianobactérias  está  relacionado  ao  incremento  de  nutrientes  no

ambiente  (ZINICOVSCAIA,  2016),  podemos  afirmar  que  o  aumento  das  linhagens  de

cianobactérias  homocitadas  em  tratamentos  com  incremento  de  nitrogênio  tem  relação  com  a

nutrição. Uma vez que estas linhagens não diferenciam heterócitos, as céluas especializadas em

fixar o N, elas se beneficiam de meios onde há maior disponibilidade deste nutriente, essencial para

a formação de proteínas  nas  células  (HERRERO; MURO-PASTOR; FLORES, 2001).  Segundo

Adamec, Naftan e Nadbal (2005) as linhagens de Oscillatoriaceae diferenciam células em necrídeos

para  produção  de  hormogônios.  Possivelmente,  o  grande  número  de  necrídeos  em  nosso

experimento  se  deu  pelo  incremento  nutricional  que  elevou  a  capacidade  de  crescimento  dos

tricomas homocitados, e estes, dependendo do estresse ambiental sofrido, iniciam um processo de

morte de algumas células, o que por consequência gera hormogônios, responsáveis pelo aumento

populacional (AGRAWAL; SINGH, 2002, ADAMEC; KAFTAN; NEDBAL, 2005, CAMPBELL;

CHRISTMAN; MEEKS, 2008).

A  produção  de  hormogônios  foi  maior  nos  tratamentos  com  acréscimo  de  carbono

especialmente naqueles expostos ao sol. É provável que esta diferença se deva ao fato de que sob

sol pleno a eficiência de aporte de carbono seja maior devido ao aumento das taxas fotossintéticas,

tanto para a macrófita quanto para as cianobactérias. Neste tratamento, ocorreu também um grande

número de heterócitos que aumentou a disponibilidade de nitrogénio no meio,  enriquencendo-o

nutricionalmete  devido  a  um  aumento  na  FBN.  Esse  enriquecimento  nutricional  favoreceu  o

investimento  em reprodução,  com o aumento  no  número  de  hormogônios.  Quando analisamos

apenas a variável luz, vemos que os tratamentos sombreados apresentam dados com números mais

aproximados entre si,  enquanto nos tratamentos sob sol, sem o sombrite, houve maior contraste

entre os valores, os quais foram maiores. Nossos dados mostram que quando há sombreamento, a

produção  de  hormogônios  independe  da  nutrição  do  meio.  Assim,  podemos  considerar  duas

hipóteses para explicar o comportamento observado. Na primeira delas, o número de hormogônios

sofre um aumento diante do estresse ambiental causado pelo aumento de carbono no meio, levando

as cianobactérias a investir em reprodução a fim de dispersar. Em uma segunda hipótese, o aumento

de heterócitos, devido ao deslanço na taxa C/N, gerado pelo aumento nas concentrações de carbono,
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pode gerar  taxas  mais  altas  de  rompimento  dos  filamentos,  o  que  também leva  a  um elevado

número  de  hormogônios.  Em  ambos  os  casos,  a  resposta  das  cianobactérias  demonstra  sua

capacidade de manutenção das populações em diferentes situações de incremento de nutrientes,

sugerindo  grande  plasticidade  morfológica  (SERIZAWA  et  al,  2008;  KOCH  et  al,  2017)  e

fisiológica  (XIONG  et  al,  2017).  Apesar  da  reprodução  representar  um  custo  biologicamente

elevado, especialmente nos grupos que se reproduzem sexuadamente, nas cianobactérias este gasto

é  relativamente  baixo,  visto  que  em  linhagens  filamentosas  a  reprodução  ocorre  por

particionamento  do  filamento,  com  formação  dos  hormogônios  (WHITTON;  POTTS,  2012;

CASTENHOLZ, 2015).

Nossos  resultados  também  mostram  um  número  bastante  elevado  de  heterócitos  nos

tratamentos sem adição de nitrogênio, e com acréscimo de carbono. A importância da razão C/N na

FBN  é  bastante  discutida  na  comunidade  científica,  e  aponta  que  quanto  menor  o  valor  de

nitrogênio em relação ao de carbono, maior a será a fixação biológica, para compensar o desbalanço

ocorrido (LATYSHEVA, 2012; ZHANG et al, 2018; FORCHHAMMER; SELIM, 2019). O número

elevado de heterócitos nos tratamentos com pouco nitrogênio, e excesso de carbono demonstram a

importância do equilíbrio (C/N) nas células das cianobactérias (HAVENS et al, 2003), uma vez que

o investimento em heterócitos aumenta a FBN (RAI, 2002). Quando ocorre um desbalanço na razão

entre C/N, há um estímulo em favor de modificações celulares neste grupo (LATYSHEVA, 2012),

formando  heterócitos.  A  produção  desses  heterócitos,  então,  é  fortemente  influenciada  pela

quantidade de carbono e nitrogênio disponível no ambiente.  Assim, nos tratamentos onde havia

excesso  de  carbono,  a  produção  de  heterócitos  aumentou  com  a  finalidade  de  compensar  o

desequilíbrio do sistema,  por  meio da FBN (ZHANG et  al,  2018;  FORCHHAMMER; SELIM,

2019). 

Nossos resultados apontam também para uma substituição da predominância das linhagens

na comunidade dependendo da abundância do nutriente disponível. Sabe-se que existe um aumento

das populações de microorganismos quando há um desequilíbrio ambiental, as populações aquáticas

explodem dependendo do aporte nutricional, com cianobactérias não é diferente (DUBEY et al,

2011;  SINGH,  2016;  ZINICOVSCAIA,  2016).  Nos  tratamentos  onde  houve  acréscimo  de

nitrogênio,  observamos  a  predominancia  de  linhagens  homocitadas  (KLEMER;  FEUILLADE;

FEUILLADE, 1982), resultado semelhante foi observado por Nikulina (2003) no estuário de Neva,

no  golfo  da  Finlândia,  com  o  aumento  na  disponibilidade  de  nitrogênio  as  populações  de

Oscillatoria se tornavam predominantes.  Assim, foi proposto que as cianobactérias  deste  grupo

apresentavam maior capacidade de assimilar a forma do nitrogênio dissolvido na água disponível

localmente, com maiores taxas reprodutivas em comparação com outros grupos que compunham o
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fitoplâncton. Outro trabalho que aponta a capacidade competitiva das  Oscillatoria em ambientes

ricos em nitrogênio foi realizado por Liu e colaboradores (2021) no lago Chagan no nordeste da

China.  O  mesmo  trabalho  de  Liu  e  colaboredores  (2021)  também  aponta  para  uma  maior

efetividade reprodutiva de cianobactérias heterocitadas em ambientes com baixa disponibilidade de

nitrogênio, o que corrobora nossos resultados onde nos tratamentos com carbono, a dominancia foi

de linhagens heterocitadas. Como discutido acima, na falta de nitrogênio, a formação de heterócitos

é estimulada,  e assim, linhagens heterocitadas acabam predominado nestes meios (CHAN et al,

2004; ZEHR, 2011).

Apesar das cianobactérias homocitadas realizarem a FBN, especialmente no escuro devido à

falta de heterócitos (LATYSHEVA, 2012, ZHANG et al, 2018; FORCHHAMMER; SELIM, 2019),

a  presença dos  mesmos nas linhagens heterocitadas  garante maior  eficiência  na FBN, a  qual  é

extremamente importante para a manutenção das populações de cianobactérias (CHAN et al, 2004;

ZEHR, 2011), bem como para outros grupos associados a elas, e todo o ecossistema (RAVEN,

2002, SINGH, 2016).  A FBN é de suma importância a todos os seres vivos,  já  que moléculas

essencias  a  vida  tem em sua  composição  o  nitrogênio,  exemplos  são  os  aminoácidos  e  bases

nitrogenadas  (RAVEN;  EVERT;  EICHHORN,  2007).  Além  disso,  o  sequestro  de  carbono

atmosférico  é  dependente  direto  das  moléculas  de  clorofila,  também compostas  por  nitrogênio

(RAVEN; EVERT;  EICHHORN,  2007,  DAVIES-BARNARD;  FRIEDLINGSTEIN,  2020).  Esse

nutriente é essencial a vida como a conhecemos, e os seres capazes de fixá-lo biologicamente são

imprescindíveis aos ciclos biogeoquímicos, fazendo a transformação do nitrogênio atmosférico em

formas assimiláveis para os outros seres (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007, SINGH et al, 2016,

DAVIES-BARNARD; FRIEDLINGSTEIN, 2020, SINGH et al, 2020). 

Além disso, nossos resultados também mostram que o aumento na quantidade de nutrientes,

como N e C, favorece a reprodução, por meio do aumento no número de hormogônios. Sabe-se que

a eutrofização, tanto natural quanto artificial, pode levar à explosões de crescimento de populações

de cianobactérias. Esse aumento exagerado nas concentrações de nutrientes na água, especialmente

causado por um enriquecimento artificial, por rejeitos industriais e das cidades, pode levar poluição

aquática gerando grande desequilíbrio no ecossistrema (DUBEY et al, 2011; SINGH et al, 2016;

ZINICOVSCAIA, 2016). Estas situações tornam-se preocupantes uma vez que, somada à poluição,

as mudanças climáticas podem alavancar as taxas de crescimento das populações de cianobactérias

(PAERL; HUISMAN, 2008), sendo que algumas linhagens têm potencial tóxico (HUISMAN et al,

2018),  podendo  desencadear  um  efeito  cascata  de  aumento  no  desequilíbrio  ambiental

(ZINICOVSCAIA, 2016). Como visto em nossos resultados, as cianobactérias apresentam grande

plasticidade  nas  modificações  celulares  dependente  das  condições  nutricionais  do  meio,  o  que
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explica sua capacidade de crescer, proliferar e formar “blooms” em situações de enriquecimento

nutricional  do  meio  aquático,  mesmo  para  aquelas  linhagens  preferencialmente  epifíticas  às

macrófitas.

CONCLUSÃO

Nossos resultados mostraram que houve maior abundância das populações de cianobactérias

filamentosas homocitadas nos tratamentos com aporte de nitrogênio, demonstrando, assim, haver

um favorecimento para o estabelecimento destes grupos em locais com excesso desse nutriente.

Vimos também que no tratamento com acréscimo de carbono, e a pleno sol, houve maior formação

de hormogônios.  Nesses tratamentos a  pleno sol a formação de hormogõnios foi maior do que

naqueles sombreados, demonstrando assim que a reprodução foi influenciada pela luminosidade e o

nutriente  ofertado,  já  que  entre  tratamentos  sombreados  não  houve  diferença  significativa.  O

número expressivo de heterócitos nos tratamentos com incremento de carbono nos mostrou que o

equilíbrio na razão entre C/N é crucial para esta modificação celular. Nossos resultados demonstram

toda a adaptabilidade que as cianobactérias desenvolveram ao longo de sua história evolutiva para

enfrentar situações adversas, transformando-se ou resistindo a elas.
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Abstract

Pistia stratiotes is a clonal plant with aggressive vegetative growth and large capacity for

seed bank formation. In addition, filamentous heterocytous cyanobacteria can be found associated

with the roots of this macrophyte. Based on these data, we aimed to assess the vegetative growth

and  reproductive  strategies  adopted  by  P.  stratiotes when  subjected  to  different  nutritional

conditions and light availability. We conducted an experiment by subjecting plants to a carbon (C),

nitrogen (N) addition and 70% shading. The clonal growth occurred in the treatments with the

addition of N, whereas the investment in flowers was greater in the treatments with C addition. The

amount of nitrogen assimilated by the plants was higher in the treatments with C addition and under

shading.  A positive  correlation  between  N  assimilation  by  P.  stratiotes  and  the  number  of

heterocytes  produced  by  cyanobacterial  strains  was  also  observed  in  the  treatment  with  C

supplementation under 100% natural light. In conclusion, our results demonstrate the importance of

N and C availability for the development and reproduction of P. stratiotes. More important, these

results  also  indicate  that  excessive  amounts  of  nutrients  can  lead  to  problems in  controling  P.

stratiotes populations. In addition, the periphytic complex formed by P. stratiotes-and heterocytous

cyanobacteria may favor an increasing in P. stratiotes population due to an increased N availability

in the environment. However, further studied on this association are necessary to access the real

contribution of N-fixing cyanocateria.

Keywords: Carbon; Clonal growth; Biological nitrogen fixation; Nitrogen; Pistia stratiotes; Sexual

reproduction.
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INTRODUCTION

Macrophytes comprise an artificial group including lineages without a common ancestor,

that share a similar ecological function. In this case, macrophytes include floating or non-aquatic

plants (Bornette; Puijalon, 2011). In an aquatic environment, the role of macrophytes goes beyond

primary energy production,  as many are used as shelters for fauna and periphyton and are also

involved in the control of biochemical cycles (Lallana, 1989, Lemon; Posluszny 2000, Coelho et al.,

2005, Muniappan et al., 2009). In addition, macrophytes act as filters by removing pollutants and

sediment particles and assist in the control of water flow, thus playing several key roles in aquatic

ecosystems (Bornette; Puijalon, 2011).

The discharge of untreated effluent generates an imbalance that can lead to increases in nu-

trients, which in turn can cause population explosions of some species, generating environmental,

social and economic losses (Fonjong; Fokum, 2017; Vallès-Casas; March; Saurí, 2017; Subrama-

nian, 2018). One organisms that stands out following imbalance on nutrient supply in aquatic envi-

ronment is the water lettuce (Pistia stratiotes L., Araceae). This species is an aquatic angiosperm

with a cosmopolitan distribution that has been used as a model organism for studies on bioremedia-

tion (Odjegba; Fasidi, 2004, Zimmels et al., 2006, Mishima et al., 2008, Lu et al., 2010) as well as

potential for the production of biofuels (Pantawong et al., 2015, Gusain and Suthar, 2017, Kumar et

al., 2017). These plants show vigorous clonal growth when nutrients are available and can form

dense mats of floating plants under conditions of excess of nutrients (LALLANA, 1989, Lemon;

Posluszny 2000, Coelho et al., 2005), causing problems in hydroelectric reservoirs. P. stratiotes also

reproduces sexually and can produce up to six seeds per flower, with the capacity to form extremely

resistant seed banks, with a density of 4,000 seeds per square meters (Muniappan et al., 2009). 

In addition, in the roots of this macrophyte, mainly in those material sampled for this study, several

filamentous  heterocytous  cyanobacterial  strains,  that  live  epiphytically,  were  observed.  These
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strains have great potential for nitrogen (N) fixation due to the presence of heterocytes (Adams;

Duggan, 2003) and are able to grow under low light conditions due to their accessory pigments,

known as phycobilins (Krupek et al., 2007). As consequence, cyanobacteria can grow attached to

macrophyte roots, forming a macrophyte-periphyton complex. Most of the periphytic freshwater

communities  are  formed  by  cyanobacteria,  most  likely  because  of  this  adaptation  to  shading

(Lindstrøm et al., 2004; Pentecost and Whitton 2012).

Thus, in this study, in addition to expanding our knowledge about plastic responses in the

growth and reproduction of  P. stratiotes considering the nutrient supply and light availability, we

investigated whether there was a relationship between plant growth and the fixed N, presumably

supplied by the epiphytic cyanobacterial strains on its roots. Based on the assumption that light

availability (Medeiros et al.,  2019) and increased nutrient availability are directly related to the

performance of free-floating aquatic  macrophytes (Zhang et  al.,  2020),  we tested the following

hypotheses: 1)  P. stratiotes rosettes subjected to an increase in N concentration and under 100%

natural light in the greenhouse (full sun - without a protective net to provide artificial shading) will

have greater vegetative growth and invest more in clonal growth; 2) rosettes under full sun (without

a protective net to provide artificial shading) and with carbon (C) addition, which was provided

using ashes, will invest in sexual reproduction; 3) rosettes subjected to C addition and under 100%

natural light in the greenhouse will promote a greater production of heterocytes by the epiphytic

filamentous heterocytous cyanobacterial strains attached to their roots; and 4) the increase in the

number of heterocytes will lead to an increase in the N available in the environment, increasing the

N accumulated by the plants.

DEVELOPMENT

Materials and methods
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Study system: Pistia stratiotes and epiphytic cyanobacteria

Pistia stratiotes, known as water lettuce, is a free-floating aquatic macrophyte with a wide

distribution  in  tropical  and  subtropical  regions  (Pott  and Pott,  2000).  It  is  a  clonal  plant,  and

therefore,  it  introduces  new  genetic  individuals  (genets)  into  the  population  through  sexual

reproduction  and  produces  genetically  identical  clones  (ramets),  which  are  physiologically

independent  of  the  mother  plant,  through  vegetative  propagation  (Harper,  1977).  Showing

aggressive  vegetative  growth,  this  species  spreads  over  the  surface  of  an  aquatic  environment

through its stolons and new rosettes, which can be ramets if originated vegetatively or genets if

originated  from  seeds  (Lallana,  1989).  Thus,  these  rosettes  form  large  mats  that  become  an

important source of nutrients and shelter for fauna. The microclimate created by the expansion of

the  coverage  area  also  provides  a  favorable  environment  for  the  establishment  of  colonies  of

epiphytic microorganisms living on their roots (Bornette; Puijalon, 2011).

Among  the  aquatic  microorganisms  that  can  be  associated  with  P.  stratiotes,  including

epiphytically, we highlight cyanobacteria, which in addition to being photosynthetic, have some

members able to fix atmospheric N and make it available in assimilable forms for other organisms.

Therefore, although we had found several filamentous homocytous strains forming the periphyton,

we selected filamentous heterocyte-forming groups to monitor and to quantify the modified cells

responsible for N fixation, i.e., heterocytes (Adams; Duggan, 2003).

This  association between microorganisms and macrophytes  is  known as  the periphyton-

macrophyte  complex  and  is  described  as  an  ecological  unit  in  aquatic  ecosystems  (Camargo;

Ferragut,  2014;  Goldsborough;  McDougal;  North,  2005),  providing  an  important  source  of

knowledge that can be exploited in natural aquatic systems. An abundant occurrence of filamentous

heterocytous cyanobacteria may be indicative of low levels of N in the environment (Saha et al.,
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2007), and the periphyton formed by these heterocyte-forming strains could act as an important

source of N in this type of environment.

Greenhouse experiment

Rosettes of P. stratiotes were collected from the reservoir of the “Engenheiro José Mendes

Júnior” hydroelectric plant in south-eastern Brazil (21°8'36.45"S, 45°2'11.12"W). After collection,

the plants were taken to a greenhouse, washed for the removal of soil particles and dead parts, and

acclimated for 7 days before the experiment, which consisted of six treatments. A total of 24 plastic

trays (capacity of 3 liters) was prepared, with a rosette of similar size and appearance in each one of

them. The treatments to which the plants were subjected were as follows: C1: C addition by apply-

ing 2.2 g/L coal ash in a 5% Hoagland nutrient solution and 70% of shading, which was obtained

with the use of a shade cloth.  Hoagland nutrient solution with 5% ionic strength was selected as it

was the minimum value obtained in tests at which P. stratiotes individuals were able to withstand

the duration of the experiment; C2: C addition by applying 2.2 g/L ash in a 5% Hoagland nutrient

solution and with 100% natural light in the greenhouse; N1: N addition by using 50% Hoagland nu-

trient solution, and 70% of shading; N2: N addition by using 50% Hoagland nutrient solution, with

100% natural light in the greenhouse; Co1: addition of 5% Hoagland solution, and 70% of shading;

and Co2: addition of 5% Hoagland solution and 100% of natural light in the greenhouse (Figure 1).

The use of coal ash in C1 and C2 was due to the high levels of carbonates in the ash constitution

(Etiégni and Campbell, 1991), which can lead to an imbalance in the C/N ratio, thus stimulating the

differentiation of N-fixing cells, i.e., the heterocytes of filamentous heterocytous cyanobacteria.
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Figure 1. Experimental design of the treatments to which P. stratiotes was subject. C1 and C2 are

composed of 5% Hoagland solution supplemented with 2.2 g/L of ash (C source), in the shade and

in the sun, respectively; N1 and N2 contain 50% Hoagland solution in the shade and in the sun,

respectively; Co1 and Co2 were the controls, with the addition of 5% Hoagland solution, used only

for plant maintenance, in the shade and in the sun, respectively.

The  experiments  were  carried  out  in  greenhouse  for  60  days  and  the  collections  were

performed every 15 days, totalizing four collections. At each sampling point, data on vegetative

growth  (number  of  new rosettes,  clonal  investment,  stolon  length)  and on sexual  reproduction

(number of flowers) were obtained. After counting, the structures were placed in an oven at 50°C

for 72 hours to obtain the dry biomass of each structure separately. At the end of the 60 days, the

diameters  of  three  rosettes  from each replicate  were  measured.  In  addition,  we dried  the  final

biomass  and  quantified  the  N  accumulated  by  the  macrophyte  through  leaf  analysis.  At  each

collection, root squashes of the macrophytes were also obtained to prepare slides for observing the

epiphytic cyanobacteria and counting the heterocytes. Each sample was composed of small root

fragments  and the liquid obtained from the squashes;  the samples  were then homogenized and

placed in 3.5-mL Eppendorf® tubes containing Transeau fixative solution. From each Eppendorf®

tube,  which  corresponded to a  collection,  six  slides  were  prepared  (96 Eppendorf® ×  6  slides,

totalizing  576  slides  observed)  using  two  drops  of  the  homogenized  liquid  sample.  After

preparation, the slides were observed once following a “zigzag” pattern, similar to the Neubauer

C1 C1 C1 C1 C2 C2 C2 C2

N1 N1 N1 N1 N2 N2 N2 N2

Co1 Co1 Co1 Co1 Co2 Co2 Co2 Co2

Shade Sun

Carbon

Nitrogen

Control
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chamber, and the total number of heterocytes per slide was carefully counted. For visualization and

counting, a 100x objective was used with an optical microscope (Nikon Binocular Microscope E100

LED).

Treatments  –Co1  and  Co2  were  used  to  analyze  the  effect  of  heterocytes  on  nitrogen

assimilation by macrophytes. Co1 corresponded to 5% Hoagland solution and 70% shading, and

Co2 corresponded to 5% Hoagland solution and 100% natural light (Figure 1).

Data analysis

We  investigated  the  relationship  between  the  nutrient  supply  and  light  incidence  on

allocation to vegetative and reproductive structures using the nonparametric Kruskal-Wallis (KW)

test,  in  which  the  categorical  predictor  variables  (factor)  were  the  nutrient  supply  and  light

incidence.  The  vegetative  response  variables  were  the  stolon  growth,  number  of  new rosettes,

vegetative  biomass  and diameter  of  the  rosettes.  The  reproductive  response  variables  were  the

flower biomass and number of flowers. After the KW test, we performed a stepwise-step-down test

to  assess  the  relationships  between  the  variables  for  ranking  purposes.  We  used  IBM  SPSS

statistics® software version 22. To test the predicted increase in available N for the macrophyte and

the number of heterocytes, we used a Spearman correlation test.

Results

With the exception of stolon length (KW = 7.169; p = 0.067), all other measured vegetative

attributes were influenced by the treatments (Figure 2). The dry biomass (vegetative biomass) was

highest in treatment N2 (Figure 2b), with N addition under 100% natural light (KW = 8.135; p =

0.036). Clonal growth, measured by the increase in the number of rosettes, was also highest in the
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N2 treatment (KW = 11.073; p = 0.011) (Figure 2c).  In the N2 treatment,  the diameter  of the

rosettes was also largest (KW = 8.559; p = 0.036) (Figure 2d).

Figure  2.  Vegetative  attributes  of  P.  stratiotes as  a  function  of  the  treatments:  orange

treatments had carbon addition and green treatments had nitrogen addition. (a) Stolon length, (b)

vegetative biomass, (c) number of new rosettes and (d) diameter of the rosettes.

The rosettes produced a greater number of flowers (KW 12.199; p = 0.007), and these had

higher biomass (KW = 11.379; p = 0.010) in the treatments with an increased C content (Figure 3a).

The largest biomass (reproductive biomass) was related to the treatment with ash and shading (C1),

followed by the treatment with C addition and 100% natural light (C2, Figure 3b). The total N

assimilated by the macrophytes was highest in the treatment with increased C and shading (C1)

(with values between 18.01 and 24.41 g/kg) (Figure 4), and a higher number of heterocytes (with

values between 17,718 and 24,002) was found in the treatment with C addition and 100% natural

light (C2) (Figure 4). N assimilation by aquatic plants was positively correlated with the number of

heterocytes (r = 0.511; p = 0.04) (Figure 4).
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Figure 3. Number of flowers according to the treatments: orange show carbon addition and green

show nitrogen addition; and (b) relationship between reproductive biomass and treatment.

Figure 4. Total nitrogen assimilated [N (g/kg)] by P. stratiotes rosettes in the carbon (C1 and C2)

and control (Co1 and Co2) treatments as a function of the number of heterocytes.
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Figure 5. Filamentous cyanobacteria observed in the control treatments. In (a) with a 40x objective

and in (b) with a 10x objective. Heterocytes were not found in either.

500 μmm 1000 μmm
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Figure 6. Filamentous heterocytous cyanobacteria in the treatments with carbon supplementation. In

(a)  and  (b),  we  used  a  10x  objective  and  observed  filaments  with  cells  differentiated  into

heterocytes.  In  (c),  we  used  a  100x  objective  and  observed  false  branching  (red  arrow)  and

heterocytes (black arrow) in a morphotype resembling Scytonema. In (d) and (e), also using a 100x

objective, we observed other morphotypes that make up cyanobacterial periphyton adhered to the

macrophyte roots.
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500 μmm500 μmm

250 μmm

250 μmm
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Discussion

One of  the  life  history  strategies  used  by plants  is  variation  in  the  patterns  of  biomass

allocation for the purpose of adapting to environmental variation (Cheplick, 2020), e.g., variation in

light and nutrient levels (Si et al.,  2020). Our results showed that  P. stratiotes invests in clonal

growth by increasing the length of stolons and increasing the number of rosettes in treatments with

higher  N availability,  regardless  of  light  or  shade,  and exhibits  higher  biomass.  Aquatic  clonal

plants can optimize resource capture for stolons depending on light or nutrients. For the aquatic fern

Salvinia natans, stolons were longer in places/treatments with greater light availability (Si et al.,

2020). However, the increase in N availability seems to favor clonal growth in both aquatic (Zhang

et al., 2020) and terrestrial (Zheng, Bai and Zhang 2019) species.

The investment in inflorescence production responds to the increase in C, which seems to be

related to phenological aspects of angiosperms (Xie et al., 2019). In addition, C nanoparticles, when

absorbed by the plant, can accumulate in plant tissues, inducing early flowering in  Arabidopsis

thaliana (Kumar et al., 2018). Our results showed a greater number of flowers and a higher biomass

of these flowers in the treatments with C addition through the use of ashes, regardless of the level of

light availability. Under increased C, regardless of light, the rosettes invested more in flowers than

that observed in the treatments with increased N.

The  supply  of  C  in  the  sunny  environment  promoted  an  increase  in  the  number  of

heterocytes in cyanobacterial morphotypes adhered to the roots of P. stratiotes. This result can be

likely explained by an increased photosynthetic rate and efficiency caused by the C input and the

amount of available light. Thus, with more energy available in the environment, the production of

heterocytes is favored, since the production of heterocytes and biological N fixation are processes

that require much energy, considering that approximately 15-16 molecules of ATP are spent per N2

molecule fixed (Raymond et al., 2004). In addition, there was no N addition in this medium, and the

lack of the element was a primordial condition for the production of heterocytes, which would be
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inhibited  by  the  presence  of  an  usable  N  source,  such  as  NH4+ or  NO3-,  even  at  very  low

concentrations (Meeks et al., 1983, 2002).

Cell differentiation in filamentous heterocytous cyanobacteria was expected with the addi-

tion of ash, since the large amount of carbonates would cause an imbalance in the C/N ratio. When

this relationship is somehow altered and there is more C than N, heterocytes are formed (Forchham-

mer and Selim, 2019; Zhang et al., 2018; Latysheva, 2012). Heterocytes promote an increase in N

through biological fixation, which increases proportionally with the investment in heterocytes (RAI,

2002). The differentiation of the vegetative cell into a cell specialized in N fixation generates a very

high energy cost for cyanobacteria, requiring the production of photoassimilates that guarantee suf-

ficient energy for cell differentiation (Forchhammer and Selim, 2019; Zhang et al.,  2018; Laty-

sheva, 2012).

However, even though the addition of C in the sun treatment led to the highest number of

heterocytes, the highest content of assimilated N was found in the shaded treatment. According to

Ohlendieck, Stuhr and Siegmund (2000), N fixed by cyanobacteria is released in smaller amounts

during the development of heterocytes.  When they are fully  formed,  they only release fixed N

through cell lysis; at that point, large amounts of N compounds are released into the medium. It is

likely  that  in  the  treatment  with  C  and  sunlight,  the  cyanobacteria  produced  many  more

photoassimilates, which provided them a greater capacity to produce more resistant cells, thus being

able to contain the fixed N for a longer period. In the shaded treatment, the photosynthetic rate

tended to be lower, which led to the production of more fragile cells that could undergo lysis more

quickly, thus releasing more N in the medium, which was assimilated by the macrophytes in our

experiment.

In  conclusion,  our  results  demonstrate  the  importance  of  N  and  C  availability  for  the

development and reproduction of  P. stratiotes, with vegetative reproduction being stimulated to a

greater extent by N addition and sexual reproduction being stimulated by C addition. These results
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also indicate that excessive amounts of these nutrients generate increasingly serious problems for

the control of P. stratiotes populations, with increased N leading to clonal growth of the population

and increased C leading to sexual reproduction. Furthermore, these macrophytes can form a seed

bank that is resistant to weather conditions. The aggressive population growth of this macrophyte

tends to be higher when an aquatic environment is in disequilibrium, with excess nutrients. This

greater population growth may be derived from the N supply from human activities and from N-

fixing cyanobacteria. This population growth can cause several ecological problems and a decrease

in the diversity of aquatic plants at the site because it can allow the species to become dominant or

can even allow other free-floating species that are more competitive to become dominant (Bornette

and Puijalon, 2011). Additionally, this population growth can cause economic problems given that

P.  stratiotes populations  are  very  common in  lentic  environments,  whether  natural  or  artificial

(Khabbach;  Libiad;  Ennabili,  2019).  In  hydroelectric  reservoirs,  the  increase  in  P.  stratiotes

populations  can  cause  damage  to  energy  production,  causing  disturbances  in  human  or  cargo

transport (Chapman et al., 2017). Because the periphyton formed by the “P. stratiotes-heterocytous

cyanobacteria” complex may favor the increase in the P. stratiotes population due to the increase in

N availability in the medium via fixation performed in the heterocytes, this association should be

studied more thoroughly. Our work suggests that the epiphytism favors the plant by increasing not

only its clonal growth but also the individual size of its rosettes, allowing survival in environments

with ecological conditions that are unfavorable to sexual reproduction and seedling germination.

However,  it  can  cause  serious  problems for  the  water  body where it  occurs,  especially  if  it  is

receiving  N from other  external  sources,  leading to  the  formation  of  crowded  mats.  Thus,  we

reinforce  that  more  detailed  studies  on  the  epiphytic  association  of  P.  stratiotes-heterocytous

cyanobacteria should be performed to better understand its strength and its effect on populations of

P. stratiotes and other free-floating aquatic macrophytes.
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