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Resumo

O presente trabalho avalia as caracteristicas de crescimento de duas espécies de dinoflagelados do género
Prorocentrum (Prorocentrum micans Ehrenberg e Prorocentrum cf. obtusum Ostenfeld) isoladas de amos-
tras do litoral de Santa Catarina — Brasil, em relacdo a 3 valores de salinidade (25, 30 e 34). Os experimentos
foram conduzidos de maneira a verificar se essa varidvel ambiental pode ser determinante na ocorréncia e/
ou predominio de uma ou outra espécie nos ambientes costeiros de Santa Catarina. P. micans apresentou
melhor crescimento a salinidade 30 (u=0,38 dia®) e baixo crescimento a salinidade 25 (u= 0,15 dial). P.
obtusum apresentou crescimento similar nas salinidades 30 e 34 (respectivamente u= 0,30 dia'e u= 0,31
diat) e menor crescimento a salinidade 25 (u= 0,22 dia). Os resultados, somados a informac8es previa-
mente publicadas, sugerem que outras variaveis tais como temperatura da agua e irradiancia concorrem
para a definicdo dos padrdes de distribuicdo dessas duas espécies na costa de Santa Catarina.
Palavras-chave: Prorocentrum; Ecofisiologia; Santa Catarina.

Abstract

This article evaluates the growth responses of two dinoflagelates species of the genus Prorocentrum
(Prorocentrum micans Ehrenberg e Prorocentrum cf. obtusum Ostenfeld) isolated from samples of Santa
Catarina coastal zone (Brazil), in relation to three salinity values (25, 30 and 34). The experiments were
conducted in order to verify if this variable influence the patterns of occurrence of the two species. P.
micans presented greater growth at salinity 30 (u=0.38 day™) and little growth at salinity 25 (u= 0.15 day™).
P. obtusum presented similar growth at salinities 30 and 34 (respectively u= 0.30 day*and u=0.31 day?) and
little growth at salinity 25 (u= 0.22 day?). These results, when analyzed together with previous information,
suggest that other variables like water temperature and irradiance must be considered to identify the
distribution patterns of these species in Santa Catarina Coast.
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Introducéo

Dinoflagelados sdo  protistas
eucariéticos unicelulares que se movimentam rota-
toriamente com o auxilio de dois flagelos dimorficos.
Ocorrem tanto em ambientes limnicos quanto ma-
rinhos e mixoalinos, podendo ser planctonicos,
bentbnicos e simbidticos e estando amplamente
distribuidos ao redor do mundo. O grupo é com-
posto por aproximadamente 2000 espécies (Tomas,
1997), e dentre estes, 60 espécies sdo conhecidas
como produtoras de toxinas. Os dinoflagelados da
ordem Prorocentrales, que representam o0 grupo-
alvo deste estudo, sdo caracterizados por possui-
rem sua parede celular dividida verticalmente em
duas valvas com formas arredondadas (esféricas)
ou achatadas longitudinalmente ou em forma de
coracdo (piriformes), comprimidos lateralmente de
forma cOncava ou convexa, sem a presenca de sul-
co e cingulo e com duas insercdes flagelares no seu
poro apical, de onde emergem seus flagelos. Mui-
tas espécies possuem um prolongamento apical,
denominado de espinho, dente ou projecéo anteri-
or. Geralmente a superficie da teca é composta por
variados poros e muitas espécies possuem espinhos
no seu centro. Dentro do género Prorocentrum exis-
tem algumas espécies com a capacidade da produ-
¢do de toxinas diarréicas (DSP - diarrhetic shellfish
poisoning), o que pode trazer prejuizos para a sau-
de publica (HALLEGRAEFF et al., 1995). A ocorrén-
cia destes dinoflagelados na costa catarinense, as-
sociada ao avancado processo de desenvolvimento
das atividades de maricultura (o estado é o maior
produtor de ostras e mexilhdes do Brasil, segundo
Epagri (1997) configura uma tendéncia de aumento
de eventos toxicos, pois 0s moluscos filtradores con-
centram gradualmente as toxinas. Como consequ-
éncia, o esperado incremento do consumo destes
moluscos aumenta a probabilidade de intoxicacdes
(RORIG, 2000).

Dinoflagelados, em particular as espé-
cies oceénicas, sdo relativamente dificeis de cultivar
em condi¢Oes laboratoriais, mas sdo extremamente
importantes para estudos ecolégicos e fisiol6gicos
(Keller; Guillard, 1985), entre os quais destacam-se
os relacionados a presenca e/ou producdo de toxi-
nas. Um dos aspectos importantes para a padroni-
zagdo e manutencdo dos cultivos em condices
laboratoriais € o conhecimento dos parametros fisi-
oldgicos tais como as taxas de crescimento e 0s
padrBes apresentados pelas curvas de crescimento

(FOGG; THAKE, 1987). Sabendo-se que
dinoflagelados reproduzem-se fundamentalmente
por divisdo celular simples, onde uma célula-mée
hapldide gera duas células filhas, as taxas de cresci-
mento sdo apresentadas em divisdes por dia (div/
dia), correspondendo a taxa de crescimento
populacional. Em um cultivo de dinoflagelados, ou
gualquer outra microalga, podem ser verificadas
guatro fases de crescimento: (1) fase lag, onde, num
intervalo varidvel de tempo logo apos a inoculagéo,
ndo se detecta crescimento significativo, consistin-
do num tipo de fase de adaptacdo da célula ao
novo ambiente; (2) fase exponencial de crescimen-
to, que representa um crescimento balanceado e
saudavel; (3) fase estacionaria, que consiste na
estagnacdo de crescimento por inicio de situagdo
estressante das concentra¢Oes de nutrientes ou ou-
tros requisitos necessarios ao crescimento saudavel
e; (4) fase de senescéncia, na qual se constata cres-
cimento negativo (mortalidade) por estresse pro-
longado nas condic¢des fundamentais ao crescimento
saudavel. Os parametros de crescimento sdo deter-
minados enquanto 0s cultivos encontram-se em
estado de crescimento exponencial, por este repre-
sentar um estado saudavel das células. Desta for-
ma, a avaliacdo do crescimento algal torna-se muito
importante dentro do processo de manuten¢do dos
cultivos, ou seja, o cultivo serd mantido de acordo
com o desenvolvimento dos organismos. Esta me-
todologia também pode ser empregada para reco-
nhecer respostas fisiol6gicas dos mesmos a varia-
¢Bes das condicbes fisico-quimicas do meio
(COOMBS; HALL, 1989). No presente trabalho, sdo
apresentados resultados de experimentos com cul-
tivos das duas espécies de Prorocentrum mais co-
muns na costa de Santa Catarina: Prorocentrum
micans Ehrenberg e Prorocentrum cf. obtusum
Ostenfeld (SILVA, 1991; MACEDO, 1999; LUGLI;
RORIG, 1997; RORIG et al. 1998). As espécies fo-
ram isoladas e suas taxas de crescimento a diferen-
tes salinidades foram determinadas e comparadas,
a fim de verificar se essa variavel ambiental pode
ser determinante na ocorréncia e/ou predominio
de uma ou outra espécie nos ambientes costeiros
de Santa Catarina.

Materiais e métodos

As amostras para a obtencdo de indculos
das duas espécies de Prorocentrum foram coletadas
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na Enseada da Armacdo do Itapocoréi (Penha - SC
- Brasil), nos dias 18 de agosto e 06 de setembro
de 1997, com auxilio de um balde e concentradas
em um aparato para filtracdo reversa provido com
malha de 20um (Sournia, 1979). Os isolamentos
foram realizados pelo método capilar, com multi-
plas lavagens em meio K para dinoflagelados
(Keller; Guillard, 1985), constituido a partir de
agua do mar filtrada (filtro de fibra de vidro GF/F
- 0,45mm de porosidade) com salinidade 30. De-
pois disso, a gota de meio de cultivo mais a célula
da espécie-alvo foi transferida para um tubo de
ensaio de 20 ml com tampa, contendo 15 ml de
meio de cultivo, sendo posteriormente depositado
em bancada sob condi¢Bes controladas de luz (60
m E / m?/ s), fotoperiodo (14D:10N) e temperatu-
ra (20°C = 2). Os isolamentos foram de carater
anaxénico. Os cultivos iniciais permaneceram em
torno de 12 dias sob estas condicdes. Apos este
tempo, o tubo de ensaio apresentou-se com uma
coloracao esverdeada (indicativo de crescimento),
sendo entdo transferido para um frasco maior
(erlenmeyer de 250ml com 200ml de meio de cul-
tivo) para a producgédo de cultivo de manutencao.
Quando os individuos de P. micans e P. obtusum
j& estavam adaptados as condi¢Bes laboratoriais,
eles foram mantidos em manutencéo de rotina com
repiques mensais, de modo a manter os organis-
mos sempre sob condicdes ideais de nutrientes e
densidade de cultivo. A cada reinoculagio era
verificada ao microscépio a possibilidade de con-
taminacdo dos cultivos.

As taxas de crescimento foram determi-
nadas nas salinidades de 25, 30 e 34, sendo este
espectro escolhido por abranger as salinidades
frequentemente verificadas na regido costeira nor-
te de Santa Catarina. Para tanto, foram utilizados
meios de cultivo com estas mesmas salinidades,
sendo estas ajustadas mediante diluicdo da agua
do mar de salinidade 34, com &gua destilada e
deionizada esterilizadas.

Os cultivos experimentais foram iniciados
mediante a inoculacdo de 2 ml do cultivo de manu-
tencdo (salinidade de 30), em um frasco-teste de
250 ml (erlenmeyer), com 200 ml de meio de culti-
vo a salinidade desejada. O procedimento utilizado
para a determinagdo das taxas de crescimento con-
sistiu na retirada diaria de uma aliquota de 2 ml dos
cultivos experimentais, fixando-os com 2 gotas de
lugol. A contagem dos organismos foi feita com
auxilio de uma camara de Sedgewick-Rafter com

volume de 1 ml em um microscopio Optico. Ndo
foram efetuadas réplicas durante o experimento.
Com os resultados das contagens foram feitas cur-
vas de crescimento, densidade de células versus tem-
po, nas quais foram identificadas visualmente as fases
exponenciais de crescimento. A partir dos dados
das fases exponenciais foram realizadas regressoes
exponenciais, segundo o modelo:

y = a.e™

onde b, que é o coeficiente angular da
regressdo, representa a taxa de crescimento hora-
rio da populacdo. Multiplicando-se b por 24 ho-
ras, obtém-se a taxa de crescimento diario ().

Com as taxas de crescimento diério foi
também calculado o tempo de duplicacdo da po-
pulacdo (dt), representado por:

dt = In2/u

Para avaliar se houve ou néo diferencas
significativas nas taxas de crescimento das espéci-
es nas trés salinidades testadas, foram utilizados
testes de comparac@es simples e multiplas de equa-
cOes de regressao linear (ZAR, 1984). Ou seja, pro-
cedeu-se na comparagédo entre as inclinagdes (b)
das retas de regressdo linear. Para tanto, as equa-
cOes de regressdo exponencial foram linearizadas
por logaritmizacdo (In).

Foram comparadas, portanto, as inclina-
cbes das regressbes de cada espécie nas trés
salinidades (comparacdo multipla) e, em cada
salinidade, as inclina¢Bes das duas espécies (com-
paracdo simples). Nas comparagdes simples, a re-
jeicdo da hipétese nula (Ho) deu-se quando o
modulo do indice t de Student calculado foi maior
ou igual ao t critico, significando que as duas
inclinag®es (ou taxas de regressdo) eram significa-
tivamente diferentes ao nivel de significancia de
95%. J& as comparag¢Bes multiplas consistiram de
duas fases: primeiramente testou-se se as trés in-
clinacBes (trés salinidades para cada espécie) eram
significativamente diferentes entre si, contra a hi-
potese nula de que as trés eram iguais. Em caso de
rejeicdo da hipotese nula, testou-se se todas eram
diferentes entre si, ou se apenas uma diferia signi-
ficativamente. Para este teste utilizou-se o indice F
de Fischer na primeira fase e a distribuicdo de g
na segunda fase.
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Resultados e discussao

As caracteristicas de crescimento das duas
espécies estudadas foram analisadas sob trés as-
pectos fundamentais: o tempo de duragdo da fase
lag; o tempo de duracdo da fase exponencial de
crescimento e as taxas de crescimento em si.

A fase lag representa um intervalo de tem-
po em que 0s organismos inoculados em um fras-
co contendo meio de cultivo ndo apresentam cres-
cimento consideravel. Este intervalo de tempo, que
é considerado como um tipo de adaptacdo dos
organismos as hovas condicdes, € muito variavel e
depende de diversos fatores, tanto bidticos quan-
to abidticos. Em relacdo aos fatores bidticos, po-
dem ser citados o estado fisiolégico e nutricional
dos indculos, em que quanto mais saudaveis e
nutridos estiverem os inéculos, mais rapida sera a
sua adaptacdo e conseqlientemente mais curta sera
esta fase. A atividade bacteriana e o estresse gera-
do pela manipulacdo dos organismos podem fa-
zer com que esta fase seja mais prolongada. O
namero de células inicial do cultivo também pode
determinar se esta fase sera maior ou menor. Um
fator que esta diretamente relacionado a genética
das populacdes é considerado como o0 mais im-
portante de todos: a sua propria condicdo
genotipica em adaptar-se as novas condi¢fes de
vida e de cultivo (MORRIS, 1980).

O tempo de duragdo da fase exponencial,
que identifica o crescimento saudavel e balancea-
do da populacdo, também depende de diversos
fatores. Um deles é o esgotamento de nutrientes
essenciais para o crescimento saudavel, em que
guanto mais rapido for este esgotamento de nutri-
entes, mais curta serd a fase exponencial. Outro
fator importante € a eficiéncia de crescimento da
espécie, que estd relacionada a habilidade
genotipica de absorcédo e assimilacdo de nutrien-
tes. Quanto mais baixa for esta eficiéncia, mais
longa serd esta fase. Alguns tipos de substéncias
geradas pela excrecdo de bactérias e dos préprios
organismos podem acarretar uma reducdo das ta-
xas de conversdo e assimilacdo dos organismos,
podendo interferir no desempenho de crescimen-
to. O intenso crescimento observado na fase
exponencial pode ainda ocasionar diminui¢do da
irradidancia disponivel em funcdo de auto-
sombreamento.

A taxa de crescimento em si é um
indicativo da adaptabilidade da espécie ao con-

junto de condicdes a que uma populacéo foi sub-
metida. No caso dos cultivos laboratoriais, desen-
volvidos ao longo deste trabalho, populagdes
clonais (cepas) de duas espécies (P. micans e P.
obtusum) foram crescidas em condigdes de luz e
temperaturas constantes, submetendo-se as mes-
mas a trés salinidades diferentes. A salinidade oti-
ma para cada cepa é aquela que gera a maior taxa
de crescimento. Uma maior taxa de crescimento
(w) indica uma maior adaptabilidade a salinidade
em que a mesma foi crescida.

O tempo de duracdo da fase lag para
Prorocentrum micans foi igual nas salinidades de
30 e 34, diferindo apenas na salinidade de 25, que
apresentou um valor quase trés vezes maior. Este
resultado, ao menos em parte, deve estar relacio-
nado & menor densidade inicial de células do cul-
tivo a esta salinidade (Tabela 1, Figura 1 - a, b, c).
Cabe ressaltar, aqui, que esta maior duracdo da
fase lag em P. micans na salinidade de 25 concor-
da com o fato de que, a esta salinidade, a espécie
apresentou a menor taxa de crescimento (Tabela
2), sugerindo uma maior dificuldade de adapta-
cdo.

Em relacdo a P. obtusum, todos os tem-
pos de duracdo da fase lag diferiram bastante (Ta-
bela 1, Figura 1 - d, e, f). No entanto, ressalta-se 0
ocorrido na salinidade de 25, que apresentou uma
fase lag exageradamente grande (744 horas). No-
vamente, a pequena densidade inicial de células
(20 células/ml) pode ser uma causa deste fato,
porém, este elevado tempo indica, certamente, uma
maior dificuldade de adaptacdo da espécie a esta
salinidade. Outras explicacbes podem estar relaci-
onadas a presenca de bactérias ou outros fatores
inibidores de crescimento. Um procedimento inte-
ressante seria a aclimatacdo dos cultivos na nova
salinidade a ser testada, por um periodo relativa-
mente longo (cerca de um més), permitindo que a
cepa otimize suas capacidades de adaptacdo as
novas condigdes vigentes. Tal procedimento j& foi
sugerido por Costas (1986), em testes com outras
espécies de Prorocentrales.

Quanto & duracdo da fase exponencial
para P. micans, observou-se que esta foi maior a
salinidade de 25, a exemplo do que ocorreu com
a fase lag (Tabela 1, Figura 1- a, b, ¢). O menor
valor foi verificado para a salinidade de 30, onde a
espécie apresentou a maior taxa de crescimento
(Tabela 2). Uma maior taxa de crescimento indica
consumo rapido de nutrientes, fazendo com que
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possiveis fatores limitantes facam efeito antecipa-
damente. Ou seja, a duracdo da fase exponencial
tende a ser inversamente proporcional a taxa de
crescimento.

Para P. obtusum, os tempos de duragdo
da fase exponencial foram similares (Tabela 1, Fi-
gura 1 - d, e, ), sendo que o maior valor foi a
salinidade de 25, a exemplo do que aconteceu com
a fase lag. Um fato interessante a ser ressaltado €

gue o numero inicial de células da fase exponencial
foi relativamente similar para as duas espécies nas
trés salinidades testadas (média = 1580; C.V.= 30%).
Isso pode significar que existe uma densidade li-
miar de células para a ativagdo de fatores de cres-
cimento especifico (produtos de excrecdo celular)
como j& verificado para varias espécies
fitoplancténicas (Morris, 1980; Costas, 1986; Cos-
tas & Lépez-Rodas, 1990).

Tabela 1 — Numero inicial de células por mililitro dos cultivosexperimentais
(N,),numero inicial de células da fase exponencial (N,) e tempos de duragao
das fases lag e exponencial das duas espécies (Prorocentrum micans e
Prorocentrum cf. obtusum) nas trés salinidades testadas. C.V. = coeficiente de

variacao.
Espécie Salinidade N, (célgml) Ni (célgml) Duragédo daFase  Duragdo da Fase
lag (horas) Exponencial
(horas)

P. micans 25 13 2480 312 240
P. mcans 30 38 1559 120 96

P. mcans 34 102 1326 120 144
P. obtusum 25 20 1400 744 168
P. obtusum 30 32 1709 168 120
P. obtusum 34 56 1007 264 120
M édia - 44 1580 288 148
C.V. 74,3 31,6 82,1 82,1 34,6

Tabela 2 — Equacdes das regressdes exponenciais e coeficientes de
determinacao (R2) para os dados das fases exponenciais dos diferentes
cultivos experimentais e parametros de crescimento:(u) taxa de
crescimento;(dt) tempo de duplicacdo da populacgao. Obs: a taxa de
crescimento u corresponde ao b da equacéo de regressao multiplicado por 24

horas.
Espécie Salinidade (%o) Equacéo de Regressdo r w dt
P micans 25 y = 401,48 . e °°°= 0,9547 0,15 262
P. micans 30 y = 229,65 . e 00162 0,9974 0,38 1,82
P. micans 34 y = 239,99 . @ 0013 0,9762 0,31 2,23
P. obtusum 25 y = 1,122 . e 0009 0,9777 0,22 3,15
P. obtusum 30 y = 168,41 . e %0 0,9763 0,30 2,31
P. obtusum 34 y = 39,662 . e 00126 0,9773 0,31 2,29
33
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Figura 1 — Curvas de crescimento em densidade de células (céls/ml) por tempo
(horas), para as duas espécies nas trés salinidades testadas. A) P. micans em
salinidade 25; B) P micans em salinidade 30: C) Pmicans em salinidade 34; D) P,
obtusum wm salinidade 25; E) P. obtusum em salinidade 30; F) Pobtusum em
salinidade 34. Em cada grafico, o intervalo que antecede a primeira seta,
corresponde a fase lagde crescimento e o intervalo entre as setas corresponde

a fase exponencial de crescimento.

O tratamento estatistico realizado re-
velou que algumas diferencas verificadas nas ta-
xas de crescimento, apesar de relativamente am-
plas, ndo foram significativas (Tabela 3).

Analisando-se individualmente as seis
taxas de crescimento obtidas, constatou-se que
as mesmas sdo similares a taxas de crescimento
para P. micans e para outras espécies de

Prorocentrum obtidas por outros autores
(CANNON, 1996; SMAYDA, 1996). Tal fato indi-
ca que as condigOes de cultivo adotadas nestes
experimentos foram adequadas ao crescimento
balanceado das duas espécies testadas. Ou seja,
tanto as condicdes de nutrientes como
irradiéncia, temperatura e mesmo salinidade nao
foram limitantes.
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Para P. micans a maior taxa de cresci-
mento deu-se a salinidade de 30, seguida pelas
salinidades 34 e 25 (Tabela 2). Ressalta-se que o
valor encontrado para P. micans em salinidade 30
foi o maior em todos os experimentos e a encon-
trada para P. micans em salinidade 25 foi substan-
cialmente menor que todos os outros. Um bom
crescimento a salinidades médias (por exemplo 30)
e baixo crescimento a salinidades menores que 30
indica uma espécie mais adaptada a zonas neriticas
relativamente afastadas da costa.

No caso de P. obtusum, a taxa de cres-
cimento as salinidades de 30 e 34 foi praticamente
igual, sendo que o menor crescimento também deu-
se a salinidade de 25. Portanto, o que parece dife-
rir, P. obtusum de P. micans, pelos resultados ob-
tidos, é que talvez a salinidade oOtima para P.
obtusum é ainda superior a 34, ao passo que para

P. micans parece girar em torno de 30. Entretanto,
na salinidade de 25, P. obtusum cresceu significa-
tivamente mais que P. micans.

Alguns destes resultados, no entanto,
ndo sdo conclusivos, pois como mostra a Tabela 3,
as diferencas encontradas entre as taxas de cresci-
mento de P. micans e P. obtusum as salinidades
de 30 e 34 ndo foram estatisticamente significati-
vas (P>0,05). Situacdo similar foi verificada inter-
namente em cada espécie nestas duas salinidades.
Em termos de significancia estatistica, somente as
taxas de crescimento as salinidades de 25 que di-
feriram, tanto entre espécies, como internamente
para cada espécie nas diferentes salinidades. Uma
sugestdo interessante para esclarecer estas davi-
das seria testar as duas espécies nas mesmas con-
di¢cdes de cultivo em salinidades inferiores a 25 e
superiores a 34.

Tabela 3 — RelagOes estatisticas entre as taxas de crescimento das duas
espécies nas salinidades testadas. A parte em branco da tabela mostra as
comparacoes entre as trés salinidades dentro de cada espécie. A parte
hachurada mostra as comparacdes entre as duas espécies em cada salinidade.
Convencdes: Pm: Prorocentrum micans; Po: Prorocentrum cf. obtusum; (=S):
taxas de crescimento significativamente diferentes; (=s): taxas de crescimento
nao significativamente diferentes; (-): dados ndo comparados. Os numeros
junto aos simbolos das espécies correspondem ao valor de salinidade.

Experimentos Pm 25 Pm 30 Pm 34 Po 25 Po 30 Po 34
Pm 25 - =S =S =S - -
Pm 30 =S - =S - =S -
Pm 34 =S =Ms - - =As
Po 25 =S - - =S =S
Po 30 - =As =S - =Ms
Po 34 - - =MNs =S =As -

No contexto ambiental, P. micans €
citado como cosmopolita e com amplo espectro
de adaptacdo a diversas condi¢cdes ambientais
(Balech, 1988). Assim sendo, seria de se esperar
gue suas taxas de crescimento, variando ao longo
de um espectro de 9 pontos de salinidade (25 a
34), realmente ndo seriam muito diferentes. Na re-
alidade, os resultados aqui obtidos praticamente
confirmaram esta idéia, ao menos em duas
salinidades. Curiosamente, P. obtusum teve respos-
tas similares nas taxas de crescimento, no entanto,
praticamente inexistem estudos fisioldgicos com

esta espécie, que possam caracteriza-la como si-
milar a P. micans (BALECH et al., 1984). E interes-
sante lembrar, por outro lado, que a ocorréncia
destas duas espécies em Santa Catarina tem pa-
drdes diferentes, onde P. micans ocorre ao longo
de todo ano e P. obtusum especialmente no inver-
no (LUGLI; RORIG, 1997; RORIG et al., 1998). Isto
pode indicar que os fatores ambientais
determinantes das diferencas de distribuicao des-
tas espécies sejam outros que ndo a salinidade,
como por exemplo: temperatura, luz e fatores
nutricionais.
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