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RESUMO

ALVARENGA, Luna Viggiano de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Fevereiro, 2015Respostas fisiolégicas em cianobactérias da familia Nostocaceae
cultivadas sob estresse salin®rientador: Wagner L. Aradj&oorientador: Dimas

M. Ribeiro.

Cianobactérias sé@o procariotos fotossintetizantes amplamente distribaidoslo o

globo terrestre, apresentando mecanismos de adaptacdo e diversastaladicas
eficazes a condi¢cdes ambientais limitantes a maioria dos sevesNao obstante, as
cianobactérias sdo organismos vantajosos para aplicaces industrifisicéo do

seu rapido crescimento em comparacao as plantas, necessidademaistisimples

(luz solar, agua e COprincipalmente), e possibilidade de manipulagdo genética.
Devido a sua diversidade natural e capacidade de crescer em divéitats,i@omo

areas improprias a agricultura, ha uma crescente tendéncia na é&@la@c
cianobactérias para a producdo de biomassa e biocombustiveis. Adessais
organismos mostram-se adequados a andlise e entendimento dos nwoscanism
adaptativos desenvolvidos em resposta as mudangas nagdesralinbientais. Este
projeto buscou analisar a fisiologia e o0 metabolismo de uma ciaéobg¢iF\V059)
coletada em ambiente hipersalino (salinidade entre 77-23Y egcomparar com a
cepa modelo da familia Nostocaceae, PCC70&0esultados obtidos indicam uma
alta tolerancia ao estresse salino pela cepa UFV059, aprasem@escimento em
meio suplementado com até 500 mM de NaCl e bem com®lefmnove vezes
superior a observada para cepa modelo PCC7120. De maneira interessapte, a ¢
UFV059 apresentou aumento na concentracdo de clorofila a quando exposta a
concentracdes de 250 e 500 mM de NaCl, o que poderia culminar na manutencédo de
taxas fotossintéticas e consequentemente maior disponibilidadett@zengara os
processos de aclimatacdo. Ademais, a cepa UFV059 sobreviveu a r@uyiment
superiores a 1M apresentando extensa diferenciagao celular, o que indica uma extensa
reprogramacdo metabdlicaA tolerancia observada na UFV059 ocorreu muito
provavelmente em funcdo da presenca de um aparato proteico adaptauerdes
salinos, bem como pela maior producdo de EPS que restringiria, a0 menos
parcialmente, a entrada de catior@umpre mencionar que o0 estresse salino
representa um grande desafio na viabilizagdo econémica do uso de dinexbam

escala industrial, por meio do cultivo em &guas salobras ou residuaa. Es
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caracterizacao inicial possibilitou a identificacdo parciabldens dos mecanismos
de tolerancia na cepa UFVQ5%orém, uma caracterizacdo molecular se faz
necessaria para compreender melhor esta cepa, até entdo descanped&ta, em
longo prazo, contribuir para o desenvolvimedéxianobactérias e plantas tolerantes

aalta salinidade através da engenharia genética.



ABSTRACT

ALVARENGA, Luna Viggiano de, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2015Physiological responsesof cyanobacteria of the Nostocaceae
family under salt stress.Adviser: Wagner L. AradjoCo-Adviser: Dimas Mendes
Ribeiro.

Cyanobacteria are photosynthetic microorganisms that occupy diversegieabl
niches presenting thus enormous diversity in terms of habitat, physiology,
morphology, metabolic capacities and molecular properGganobacteria are also
organisms advantageous for industrial applications since they hadecedipgrowth,
basic nutritional needs (sunlight, water, and ;;CGand great potential to be
genetically modified. Due to its natural diversity and abildygtow in a variety of
habitats, such as unsuitable agricultural areas, there is ansingréaterestin the
exploration of cyanobacteria for the production of biomass and biofuels. Moreover,
cyanobacteria hee been proven to be adequate for the analysis and understanding of
adaptive mechanisms in response to changing environmental conditions.thEhus,
main goals of this research initiative were to analyze bothpthesiology and
metabolism of a cyanobacteria strain (UFV059) collected in a hypersaline
environment (with salinity between 77-237 @)Land comparet with the model
strain of the Nostocaceae family, PCC7120. The results obtained inditatabe
strain UFV059 display high tolerance to salt stress, as demonstraiesdallity to
sustain grow in medium supplemented with up to 500 mM of NaCl as well as
containing LDsp nine times higher than observed for PCC7120. Surprisingly,
UFV059 showed increased chlorophyll contents when exposed to 250 and 500 mM
NaCl, which might be associated with the maintenance of photosgntatts and
consequently allowing higher energy availability for acclimatization ge®c
Furthermore, UFV059 survived to concentrations higher than 1M displaying
extensive cell differentiation, which indiestan extensive metabolic reprogramming.
The higher salt tolerance observed in UFV@&#nost likely due to the presence of
one previous available protein apparatus adapted to saline environmerdf, assto

the higher production of EPS that would restrict, at least partiallgatiens entry. It

is important to mention that salt stress is one major challémgéhe economic
viability of cyanobacteria usage on an industrial scale through didtivia brackish

or waste water. The results of this initial characterizatidowald the partial
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identification of some tolerance mechanismsUFV059; however, a molecular
characterization is still required to enhance our understanding reganesnsfrain,
that in the long term might contribute to the development of both cyanobaateti

plants displaying high salinity tolere@through genetic engineering.
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1. INTRODUCAO

As cianobactérias, microrganismos pertencentes ao dominio Bacteria, sa
caracterizadas por apresentar parede celular tipica de bactémasiepativas e
capacidade de realizar fotossintese oxigénica. Esses organismosnmpassiae
distribuicdo cosmopolita, apresentando assim, adaptacdes para cotminaais
diversos ambientes. Cumpre mencionar que as cianobactérias sdo fotoaagotrofic
isto é, sdo capazes de realizar fotossintese oxigénica de fornlar sios
fotoautotroficos eucaridticos. No entanto, alguns grupos apresentam metabolis
heterotréfico sendo, assim, designados mixotréficos. Registre-se também tage mui
espécies de cianobactérias sao capazes de realizar o procesagaaetiologica de
nitrogénio atmosférico [1].

As cianobactérias apreserg@a papel fundamental no processo de evolucdo
na Terra, sendo 0s primeiros organismos a fotossintese oxigénica. dieeséoc a
fotossintese requer a acdo coordenada dos dois fotossistemas (P$lparBjerar
um potencial eletroquimico necessario a extracao de elétrons da aglacéedo
oxigénio molecular [2]. Desta forma, a producéo de oxigénio pelas ciancsdbéri
também responsavel pela oxidacdo da atmosfera terrestre que ocorreu enz 2,4
bilhdes de anos atras; ademais, esses microrganismos contribuiramcsaipstate
para a producdo primaria durante a Era Proterozoéica e sdo, atuaimpotggantes
agentes nos ciclos biogeoquimicos do carbono e do nitrogénio [3].

Variagbes ambientais e temporais atuam como for¢ca motriz padugao e
aquisicdo de genes [4]. De maneira particular, as cianobactériasmodiNgrsos
nichos ecologicos e apresentam enorme diversidade em termos de lieslitatsa,
morfologia, capacidade metabdlica e propriedades moleculares [Sk Nestido, a
evolucdo das cianobactérias trata-se de um processo continuo, baseado n
transferéncia horizontal de acidos nucléieate plasmideos entre cepas de espécies
distintas de cianobactérias e outros procariotos, gerando uma rapidatagdio e
adaptacao a flutuagbes ambientais [6, 7]. Como consequéncia desseoprotese
a ocorréncia de uma grande diversidade de cianobactérias, resultandonerosas
morfologias e gendtipos ecologicamente especializados [8]. As peardas
principalmente, ganho de genes, associados as pressoes seletizaslaegior

diferentes fatores ambientais parecem responsaveis por uma extensécedipdos



morfolégica, acompanhada por divergéncias fisiolégicas e metabdtjcaficativas
entre as ordens do Phylum Cyanobacteria [4].

A salinidade do meio é um dos fatores abidticos mais importantes par
organismos aquaticos, como a maioria das cianobactérias. Aspectos ifis®lég
bioquimicos da aclimatagdo a altas concentracdes de sais eobagterias sdo
amplamente reconhecidos [9-15]. O aumento na concentracdo de saibidnte
externo leva a perda de agua pela célula e a entrada de ionssdamosetabolismo
celular pode ser letal a célula. Assim, para tolerar o essalse, as cianobactérias
utilizam usualmente de dois mecanismos basicos: (i) aumento éenasstde
exportacao ativa de ions [14],i8 @cumulo de compostos organicos osmoprotetores,
de baixa massa molecular e carga liquida ausente [16], compostogghmente por
moléculas hidrofilicas que nao interferem com o metabolismo basal da cglula [9

Estes compostos, comumente denominados de solutos compativeis) ajuda
manter a integridade da membrana e a estabilidade do aparatoopcetalar [L7,

18]. Cepas moderadamente halotolerante, como o organismo modelo Synechocystis
sp. PCC6803 acumulam normalmente glicosilglicerol (GG) como principalosolut
compativel [16]. Por outro lado, cianobactérias halofilicas sintetipasoluto
compativel glicina betaina [19]. Em adigcdo a estes grupos priaoigaisolutos
compativeis observados em cianobactérias, alguns compostos séo idestrang
certas espécies ou sdao acumulados em menores quantidades. Reaente®ment
descoberta a ocorréncia de glicosilglicerato (GGA) como um soluto deeipat
secundario em cianobactérias marinhas, tais como nas espéciesnuitoptas
Prochlorococcus / Synechococcus [2@GA, um soluto compativel bastante
incomum pois é carregado negativamente, parece funcionar substituindo glutama
devido a limitacdo de nitrogénio no oceano central, no contrabalanc@ camga
positiva do K, ion acumulado em resposta ao estresse salino [21].

Cianobactérias unicelulares da orde@hroococcales sdo comumente
encontradas em ambientes moderadamente salinos. Para essgéadad@taucesso
este grupo de cianobactérias parece utilizar um mecanismo akarnendenado que
se inicia imediatamente ap0s a exposicdo ao sal [14]. Paca éanhptacdo de’K
levando a imediata extrusdo do ‘N@ qual é altamente danoso ao metabolismo
celular [14], ocorre, nas primeiras 2 h, de maneira simultanea a Sietessutos

compativeis (e.g., glicosilglicerol). Posteriormente, a extrusdo’d® & ocorre, 0

2



que pode acontecer até 12 h apds a exposi¢ido ao sal. E importante aneqogon
esses transportadores rapidos dé d&o aparentemente pré-existentes e ativados a
partir de concentracdes de 300 mM de NaCl, ao menos em célubyseatshocystis

sp. PCC6803 [22]. Neste contexto, foi também previamente estabelecidesqse e
transportadores utilizam da forca préton motora gerada por bombas primarias de H
tais como H'ATPases ou citocromo oxidase da cadeia respiratoria [23]. Tal fato
justificaria, ao menos parcialmente, 0 aumento nas taxas réspsa a maior razao
PSI/PSII [24], aumentando dessa forma, o fluxo ciclico de elétrons e,
consequentemente, a sintese de ATP. Cabe mencionar também qusetemdaista

gue a cadeia transportadora de elétrons em cianobactéria € missgenimmeo
elementos fotossintéticos e respiratérios, a oxidase terminal poderretetoens
oriundos do PSII prevenindo, assim, uma super reducao da cadeia transportadora de
elétrons presentess membranas dos tilacoides [14].

Dois trabalhos independentes demonstraram que cinco genes, identificados
como codificantes dos antiportes de"fM8 no genoma de Synechocystis PCC6803,
seriam responsaveis pelo transporte rapido de pdea fora da célula [236).
Acreditava-se que tais genes (NhaSl, NhaS2, NhaS3, NhaS4 e) Nmag8b
redundantes. Porém, com excecdo do mutante NhaS3, nenhum dos mutantes
apresentou reducao significativa do crescimento sob condi¢cdes de altatramdce
de sal e/ou pH elevado [25]. Adicionalmente, foi também constatadooque
transportador NhaS3 esta presente nas membranas dos tilacéides eeptaece
associado com a manutengcdo da homeostase entre citoplasmanee, I
particularmente durante as variacdes diérias, sendo super expresso erpesodei
estresse salino [26].

A deteccdo e transducdo de sinais para o0 estresse salino ainda néo foi
completamente elucidada. Cumpre mencionar, no entanto, a existénciaidatoand
promissores, como 0s sistemas de dois componentes, composto por uma histidina
guinase (Hik) e uma proteina reguladora da resposta correspondente (RRE), que
atuam como um ativador/repressor de transcricdo e que desempenham papel
importante na detecgdo de sinais fisicos e quimicos ambientais em bactédas)
gue tais sistemas estdo envolvidos na respastgaal em Escherichia coli, foi
construida uma biblioteca mutante Hik com o intuito de se verificar y@issi

alteracdes no transcriptoma global de Synechocystis sp. PCC 6808rssbeesalino
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[27]. Este estudo identificou quatro histidinas quinases (Hik16, Hik34, Hik33 e
Hik41), que estariam, de alguma forma, envolvidas na transducao de sinaie dura
estresse salino, devido a ndo expressdao de aproximadamente 20% dos @enes cuj
expresséao era induzida no selvagem em presenca de sal.

Diversas mudangas sdo comumente observadas em respostasse satieo
em cianobactérias. Nesse contexto, alteracfes nos perfis de proteimEpesta ao
estresse salino ja foram relatadas [28, 29]. Ademais, 200-300 genes flataose
sendo supra-regulados e aproximadamente 0 mesmo namero teve expressao reduzida,
em cepas de Synechocystis sp. PCC 6803 apds adi¢do de 4% de NaCEpthnitio,
a analise em séries temporais mostrou que a maioria dos gemadoaltpossui
expressao transitéria e que entre os genes inicialmente responsigtesseesalino,
muitos codificam proteinas de funcdo bioldégica ainda desconhecida. Apenas a
expressdo de alguns genes permaneceu aumentada ap0s aclimataggo geako
ao sal [22] e grande parte desses genes também sé&o diferentzategulados em
outras condicbes de estresses, tais quais, alta incidéncia lumibaisas
temperaturas, alta concentracéo de espécies reativas de oxigénio e pH acidos [30, 31].

Cumpre mencionar que cianobactérias filamentosas heterocitadas (e.g.,
Anabaena sp.) geralmente apresentam baixa tolerancia a NaCl ususimente
encontradas em ambientes de agua doce [32]. Nesse contextdaearselique o
anico soluto compativel acumulado em resposta ao sal nesse génemdasasose
[33]. Todavia, foi demonstrado que sob concentracdes crescentes de Na&d, d=lul
Anabaenasp. (PCC7120 e PCC7119) e de A variabilis acumulam oligossacarideos
gue contém frutose [17]. Registre-se que estes polimeros ndo foram encamtrados
microalgas, sendo, portanto, constituintes celulares especificos de aciznials.
Estes oligossacarideos n&dutores, nomeados em geral, como ‘“sucroglucans
acumuamse de forma reversivel em presenca de NaCl [17]. Além de sua 6bvia
fungdo como reserva de carboidratos em vegetais, esses compostos pduEm tam
desempenhar um papel importante na tolerancia a varios estressEsosl@m
cianobactérias [17].

Em Anabaena sp. PCC7120 apds a exposi¢do ao estresse salino (150 mM de
NaCl por 24 h) foi observado metabolismo caracteristico de fotorrespiracao,
apresentando expressao 2,6 vezes maior do gene da proteina Rubisco, em comparacéao

com as células controle [34]. Adicionalmente, todos 0s genes relacioaados

4



metabolismo do glicolato, excecéo feita ao gene que codifica hidrdxa®eha
transferase, demonstraram incrementos na expressao apos 1 h de exposic&8eao s
forma contraria ao observado para a expressédo do gene da proteina Rubesges os g
que codificam as proteinas fosforibulocinase e transcetolase foram aengatie
regulados apos 24 h em presenca de NaCl, sugerindo a inibicdo da a&siohdac
carbono sob condicGes de alta salinidade [34]. Registre-se também ujtedoss
semelhantes foram relatados em trabalhos distintos [35, 36]. Ademadjgio na
assimilacao de carbono pode também ser atribuida, ao menos parcignigibieao

do fotossistema Il, como observado pela menor producdo de NADPH [37, 38].

Os exopolissacarideos (EPSs), substancias acumuladas no exteréuldas c
fornecem protecdo fisica e quimica além de auxiliar na formacdo deasman
microbianas [39]. Saliente-se também que os EPSs presentesneivaciarias sdo,
em sua grande maioria, fortemente anidnicos, contendo um ou dois acidos urdnicos
diferentes, bem como grupos sulfatos, uma caracteristica rara ectiédaasafO].
Neste contexto, a presenca de EPS com carga negativa circuislagtalas parece
desempenhar um papel importante no sequestro de cations metalicobuicmiutyi
assim, para a protecdo das células contra estresses ambientaislessecacao, luz
ultravioleta, biomineralizagdo e estresse salino [41]. Por oatto, lessa camada
circundante pode criar também um microambiente enriquecido conentesi
essenciais para o crescimento celular, que possam estar em quariiaaletes no
ambiente [42].

A presente proposta buscou analisar, fisiologica e metabolicamente, duas
cepas de cianobactérias pertencentes a familia Nostocace@adaslsob condigbes
de estresse salino. Inicialmente, realizou-se a caractaridecdma cepa coletada na
Laguna Amarga, Torres Del Paine, no Chile, no que diz respeito pssteEs
fisiologicas e metabdlicas a diferentes concentracbes de EaClum segundo
momento, essa cepa foi comparaccepa modelo daifilia Nostocaceae em estudos
fisiologicos, PCC7120. Assim, uma caracterizacdo fisiolégica e metabéi
realizada em cepas consideradas contrastantes quanto a tala@esitresse salino.
Essa caracterizacdo possibilitou a inferéncia dos distintos nmews de
halotolerancia e de aclimatagéo a diferentes concentracdeterNaianobactérias

filamentosas que fixam nitrogénio.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo e selecdo das cepas de cianobactérias

Neste trabalho utilizaram-se organismos da familia Nostocateddhylum
Cyanobacteria com caracteres morfoldgicos semelhantes: cianobdd&rmanstosas
sem ramificacbes, com presenca de heterdcitos intercalaremipaisy e acinetos
seriados. Desta forma, duas cepas da Colecdo de Cianobactérias dgddicdaoa
Laboratorio de Ficologia (DBV/UFV) foram utilizadas, sendo uma coletela
Laguna Amarga, Torres Del Paine, Chile (doravante denominada UFMG59A¥,
cuja salinidade varia entre 77 e 237 & 0 pH entre 7,2 e 9,4 [43]. A outra cepa
utilizada foi obtida junto ao Instituto Pasteur, Franca (doravante denominada
PCC7120, K. 1B). Apesar de ambas as cepas serem de ambiente dulcea@sicola,
mesmas sdo provenientes de diferentes regides, levando-se eneragdsi as

condi¢cdes ambientais nas quais 0s organismos estavam inseridos.

Figura 1:Cepas utilizadas nesse trabalhdA) Cepa UFV059, coletada na Laguna Amarga,
Torres Del Paine, Chile 8] Cepa PCC7120, gentilmente doada pelo InstitutceBast

2.1.1 Condicdes de cultivo

As culturas estoque foram mantidas em sala de crescimento esfras
Erlenmeyers (50 mL) contendo 20 mL meio de cultivo BG11 [44], sem adi¢&o de
nitrogénio (N), de acordo com as exigéncias fisiologicas das linhagare. aP
producdo de inoculos, aliquotas de 400 pL foram retiradas das culturas estoque
inoculadas em Erlenmeyers (125 mL) contendo 40 mL de meio de cultivo BG11. Os
frascos foram mantidos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 14/10 h (luz/escuro),
temperatura de 24 + 2 °C, intensidade luminosa de 50 prifsf  agitacdo

constante (30 g) durante todo periodo de cultivo.



2.2 Caracterizacao da cepa UFV059

A cepa UFV059 foi isolada a partir de amostras coletadas na Lagouaig#\
em Torres Del Paine, Chile, caracterizado como Athalassohatiom altas
concentracbes de sais e grande concentracdo de carbonato, portant® yoin alt
(SODA Lake). Neste trabalho, a cepa UFV059 foi analisada metabehtam
fisiologicamente buscando-se elucidar os possiveis mecanismos gilalifFos a

sobrevivéncia dessa cepa em ambientes salinos.

2.2.1 Curvas de crescimento

Para identificare caracterizar o comportamento da cepa UFV059 em
diferentes concentragdes de NaCl, curvas de crescimento foramade#cs culturas
foram mantidas nas condi¢cdes descritas anteriormente (vide item 2ab.i)ieio do
cultivo foi adicionado NaCl nas concentracdes de 250, 500, 750 e 1000 mM
mantendcse um controle sem adicdo de sal. As avaliacbes de crescirfteatn
realizadas em triplicata por meio de contagem de células emadlus de 48 h e de
forma simultanea foi feita anélise da curva por densidade éptica (&) am. Os
cultivos foram interrompidos quando o crescimento atingiu a fase cidai
aproximadamente 15 dias apos a adicdo do sal. A contagem de foéltdatizada a
partir de 100 pL de amostra homogeneizada e mantida em microtubo par@mposte
contagem em camara de Neubauer em microscopio Optico. A determish@acao
nimero de células mifoi obtida pela equacdo e posteriormente analisada a

fidelidade com a curva de DO a 750 nm.

N° de células mE = N total de células x fator de diluic&d.0.000

N° de quadrantes contados

Amostras de 2 ml do cultivo das curvas de crescimento em ddsrent
concentracbes de NaCl foram centrifugadas a 11.000 g por 12 min a 4 °C e o
precipitado ressuspendido em solucdo salina 0,859 ¢filtrado através de
membranas (0,22 um) com 2,5 cm de diametro, permanecendo por 24 h em estufa
com circulacdo forcada de ar possibilitando, assim, a obtencdo da derva

cregimento em valores de massa seca.



2.2.2 Quantificacao de NaCl no meio de cultivo

O teor de NaCl total nas amostras foi determinado em um espetttide
emissdo com plasma indutivamente acoplado (modelo ICAP 61E traceadosi
ThermokElectron, San Jose, CA). Amostras individuais de 8 ml de cultudashas
diferentes curvas de crescimento em presenca de 250 e 750 mM de NaCl foram
centrifugadas a 11.000 g por 12 min a 4 °C. O sobrenadante contendo o meio de
cultivo foi entdo analisado e comparado a uma curva de calibracacoi@itsolucao
de ions Naem diferentes concentracdes (0 a 40 pM). As curvas de concerdeagio
Na" foram feitas em comparacédo com o meio de cultura BG-11 sem adigah de
Foram necessarias diluicdes de 10.000 vezes do sobrenadante para inmfusdo d
concentracdes de Nadicionadas ao meio (250 e 750 mM) a curva de calibracéo.

2.2.3 Ensaios bioquimicos

As amostras foram coletadas a cada 48 h de exposicdo das células as
concentracfes de 0, 250, 500, 750 e 1000 mM de NaCl. Aliquotas de 2 ml obtidas
durante a amostragem foram filtradas a vacuo, utilizando-se de filtros p@@&ds
pm) com 2,5 cm de diametro. Os filtros foram transferidos para tubos de 2 mL e
congelados em nitrogénio liquido [45] e, em seguida, armazenados a -86 eC, at

momento do uso.
2.2.3.1 Pigmentos fotossintetizantes

Para aextracéo de clorofila a foram utilizados 2 mL de cultura. Esse volume
foi centrifugado a 13.000 g por 5 minutos, submetendo-se o precipitado a@xtraca
etanodlica a quente. Para isso adicionou-se 250 pL de etanol 98% (vAireatshbus
que continham as aliquotas. As amostras foram homogeneizadas e incub&tas por
minutos a 80 °C sob agitacdo constante de 837 g. AplOs esse periodo agsamostr
foram centrifugadas por 10 minutos a 13.000 g a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e
armazenado em um novo microtubo de 1,5 mL. O precipitado resultante foi
submetido a duas sequéncias de extracdes conforme descrito acimaadatise 250
ML de etanol 80%wv(v) e 50% (v/v). Os sobrenadantes obtidos foram misturados e
assim como os precipitados resultantes armazenados a -80 °C [46]. A concentracéo de
clorofila a foi espectrofotometricamente determinada imediatampagteaaextracéo,

sendo a absorvéancia determinada a 665 nm [47].



2.2.3.2 Carboidratos solUveis totais

Para extragdo foram coletados 2 mL de cultura, volume esse que foi
centrifugado a 11.000 g por 10 minutos e ressuspendido duas vezes em agua
destilada. Apés a centrifugacdo adicionou-se ao pellet 1 mL$@,KILM). Os tubos
foram mantidos por 30 minutos a 80° C e posteriormente centrifugados a 13.000 g por
10 minutos. Apos esse periodo transferiu-se 100 puL do sobrenadante para tubos de 2
mL e a esse volume adicionou-se 60 pL de fenol @8 € 300 uL de KBO,
concentrado. A solugéao foi mantida a 90°C por 5 minutos. Para a detémndeg
concentracdo de carboidratos sollveis totais a absorvancia foi deteraifh@@am
[48].

2.2.3.3 Amino&cidos totais

A concentracdo de aminoacidos totais foi determinada como previamente
descrito [49]. Para tanto, coletaram-se 20 mL de cultura os quaisderdanfugados
a 11.000 g por 10 minutos. O precipitado obtido foi submetido a extracdo etandlica
guente. Por fim, montou-se uma reacao em placa de Elisa, aplicanddeepoca 0s
seguintes volumes: 50 pL de extrato etandlico, 150 puL da solucdo contendo ta
citrato de sédio (1M) com 0,2% (p/v) &cido ascorbico pH 5,2 e ninhidrina 1% (p/v). A
reacdo foi mantida a 95 °C por 25 minutos no escuro, procedendo-se a leitura da

absorvancia a 550 nm para a determinacdo da concentracdo de aminoacidos totais.
2.2.3.4 Proteinas totais

Para extracdo de proteinas 2 mL de cultura foram centrifugados a 11.000 g por
10 minutos e ressuspendidos duas vezes em agua destilada. Apos cerdarb0§aca
pL de NaOH (0,1 M) contendo 1% (p/v) de dodecil sulfato de sbédio (SDS), foi
adicionado ao precipitado. Posteriormente, os tubos foram mantidos por 30 minutos a
95° C, seguidos de posterior resfriamento em gelo por 5 minutos. Apos esse
resfriamento adicionou-se ao extrato obtido 125 uL de HCI (0,4 M), procedendo-se a
homogeneizagéo e centrifugagédo a 11.000 g por 10 minutos. Para a determisacdo da
proteinas totais 100 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos de 2 mL com a
adicdo de 500 pL de uma solucdo preparada previamente (6 mL de NaOH
0,1N/NaCO; 2%, (p/v), 60 pL de CuSQ0,5% (p/v)e 60 uL de tartarato de sodio e

potassio 1% (p/v), mantendo a reacdo a temperatura ambiente por 20 minutos. E
9



seguida, adicionou-se 100 pL da solucdo de folin fenol (folin fenol/agua destilad
1:1 (v/v), mantendo-se a reacdo no escuro a temperatura ambiente por 40 minutos.
Para a determinacédo da concentracédo de proteinas totais a alisataéuatucao foi
determinada a 750nm [50].

2.3 Andlises comparativas entre UFV059 e a cepa modelo PCC7120

As cianobactérias utilizadas para as analises comparativasP59F¥
PCC7120, foram cultivadas nas mesmas condi¢coes descritas no item 2.1.lesAs dos
letais (DLsg), definida como a concentracdo minima de sal capaz de matar 50 % das
células apés 72 h de exposicdo ao sal, segundo as orientacdes da Qugdaisat
Economic Co-operation and Development (DB para ensaio de substancias
guimicas (OECD Guidelines for Algae Test, 2006) foram determinadaarta
contagem de células das cepas UFV059 e PCC7120, expostas a diferentes
concentracOes de NaCl e utilizadas no cultivo dos experimentos de agéawpantre
as cepas. No quinto dia de cultivo, ou seja, na entrada da faseclmggentracao de
NaCl correspondente as BlLde cada uma das cepas foi adicionada ao meio de
cultivo possibilitando que as coletas fossem realizadas 0, 12, 24, 48 epd6 h a
exposicao ao sal para analises bioquimicas.

Posteriormente, fotos microscopicas foram obtidas com auxilio de
microscopio de luz Olympus (AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japdo) para
analise dos aspectos morfologicos e de agregacao, assim como, pdiag&Euda
integridade e comportamento celular em resposta ao periodo de exposestiesse

salino.
2.3.1 Ensaios bioquimicos

Aliquotas obtidas durante a amostragem foram filtradas a vacuoe[45]
armazenadas -80 °C, até o posterior uso. Para a comparagdo entre as cepas
PCC7120 e UFV059 foram utilizados os mesmo parametros bioquimicos descritos

anteriormente para a caracterizacao da cepa UFV059 (vide itens 2.2.3.1- 2.2.3.4).
2.3.2 Determinacao das taxas de consumo e evolugédo de oxigénio

As taxas de consumo e evolucao de oxigénio foram determinadastem cul

livre de sal, em um eletrodo do tipo Clark ligado a um monitor de rigid@ol6gico
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e acoplado a um fluorémetro com amplitude de pulso modulado (FMS2, Hansatech,
Norfolk, Reino Unido), como previamente descrito [51, 52]. Foi realizanélise de
respiracao no escuexfotossintese com a radiacéo fotossinteticamente ativa (RFA) de
100 umol nfs?, a 25 °C.

2.4Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos foram montados em um Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). Todos os resultados obtidos foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as médias de um mesmo tratamento comparddasgie de
Tukey a 5 % de probabilidade e as médias de diferentes tratamentasasnmm
ponto de cultivo comparadas pelo teste t student a 1% de probabilidacigéadaes
no software SigmaPlot (versdo11.0, Systat Softyvare
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacéo da cepa UFV059
3.1.1 Curvas de crescimento sob estresse salino

As curvas de crescimento, realizadas tamia PO quanto pk contagem de
células, apresentaram comportamento similar (Fig. 2A). De maageral, a cepa
UFV059 apresentou variagcdo nas tendéncias de crescimento quando cutivada
diferentes concentracdes de NaCl. Foi possivel verificar que o nUmedutkse
consequentemente a producdo de massa seca foram gradualmente reduzidos com o
incremento de sal no meio de cultura (Fig. 2). Cabe mencionar tambémmague
auséncia de sal, UFV059 apresentou uma fase de crescimento expoteraital
dias com entrada na fase log no 6° dia e na fase estaciqr@gia 44° dia de cultivo
(Fig. 2A,B). O valor méaximo de massa seca encontradop@/&L™" de cultura) foi
alcancado no 14° dia de cultivo sem adi¢édo de sal. A partiraia 8@ cultivo, isto é,
dois dias apds a entrada na fase log, foi possivel observar que as céliladas
sem adicao de sal se encontravam agregadas em colbnias, soponosa thainha de
mucilagem, tornando dificil homogeneizac&o pararalses a posteriori.

E importante mencionar que a curva de crescimento obtida na concentragéo de
250 mM de NaCl apresentou uma fase lag mais extensa, necessitands diasdoi
mais para aclimatacdo ao meio de cultivo em relacdo a emvadicdo de sal (Fig.

2). Por outro lado, foi observada uma menor fase log (apenas quatro dias)Fg. 2
reducdo de 6% da biomassa maxima produzida (Fi@®)2Foi verificado também

nessa condicdo incrementos na producdo de biomassa a partir do 6° dia, quando
iniciou-sea fase log, em concordancia com os dados de DO.

Na concentracdo de 500M de NaCl a cepa UFV059 também apresentou
aumento da fase lag, demorando dez dias para apresentar cressigrafitativo
(Fig. 2AB). Por outro lado, sob a concentragdo de 500 mM de NaCl UFV059
apresentou uma fase log curta de apenas quatro dias e reducao de 72% na producéo
de biomassa total, de forma similar ao observado em presenca mé/28® NaCl.O
cultivo sob as concentracdes de 750 e 1B0de NaCl nao possibilitou aumento do
crescimento em densidade ou massa seca para UFV059 (Fig. Ria@obstante,
através de analises microscoépicas foi possivel verificar aeddacdo generalizada
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das células vegetativas em acinetos (células de resigténgartir do 4° dia de

exposicaasconcentracdes de 750 e 1000 mM de NacCl.
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Figura 2 Curvas de crescimento da cepa UFV059 cultivada saliferentes concentracdes

de NaCl.No dia da inoculgéo dacem UFV059a 1% (v/v), promoveu-se a adicdo de260,

500, 750 e 1000 mM de NaCl. O crescimento foi monitora@m@ada dois diasnediante
andlise da densidade Optica (A) e da massa secedByes representam curvas de tendéncia

feitas a partir das médias * erro padréao (h= 3
3.1.2 AlteragBes metabolicas na cepa UFV059 sob estresse salino

Em condi¢bes consideradas, em teoria, 6timas para o crescimentpada ce
UFV059 (cultivo sem adicdo de sal), as concentracfes de carboidratateinas
totais permaneceram constantes ao longo dos dias de cultyo 3)Fi Quando
cultivada em presenca de 26tM de NaCl, a cepa UFV059 apresentou aumento
progressivo na concentracdo de carboidratos, atingindo concentracdo meéxdtha
dia de exposicdo, com subsequente radue retomando os valores iniciais
(semelhantes ao controle) ao 14° dia de cultivo (Fig. 3A). Veriieotambém um
incremento na concentracdo de carboidratos com a aplicacdo de 500 N&Clde
similar ao verificado com 250nM de NaCl. Ressalte-se, todavque quando
cultivada em meio contendo 500 mM de NaCl a cepa apresentou redigao na
concentragdes de carboidratos totais no 8° dia de cultivo, 2 digsdantdservado
no tratamento com 258M (Fig. 3A). Nos tratamentos com 750 e 1000 mM de NaCl
foram observadg) nas primeiras 48 h de exposi¢cdo, aumentos nas concentracdes de
carboidratos. No entanto, no tratamento com 750 mM de NaCl verificou-se educa

na concentracdo de carboidratos no 6° dia de cultivo e com a cagéensalina
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méaxima utilizaddoi observada a redugdo precocemente, com apenas quatro dias apos
adicdo de sal. Em ambos os tratamentos, apds essa reducdo obseavou-se
manutencao nos valores de carboidratos em niveis semelhantes aos da curva controle.
A concentracdo de proteinas totais apresentou comportamento similar ao
observado para os carboidratos na auséncia de sal, com manutencdo dos valores
durante todo o cultivo. Por outro lado, verificou-se aument@roteinas totais na
cepa exposta a concentracdo de 250 e 500 mM de NaCl, com valores snaximo
alcartados no 2° dia apdés o inicio do experiments. V@lores de proteinas
aumentaram logo no segundo dia no tratamento com 250 mM de forma semelhante ao
observado para os carboidratos, com uma tendéncia de queda até o déamo dia
cultivo (Fig. 3B). A adicdo de 500 mM de NaCl promoveu redu¢des na concentracao
de proteinas totais ap6s 8 dias de cultivo, semelhante ao observadmspara
carboidratos. Em presemde 750 mM de NaCl a cepa UFV059 teve aumentos na
concentracdo de proteinas totais nos primeiros dois dias, assim comaddsery
cultivos com 25@ 500 mM de NacCl; entretanto, de maneira interessante, a partir do
4° dia a concentracdo de proteinas totais foi reduzida a niveishaatesl aqueles
encontrados nas células cultivadas em meio livre de sal. No érttmieom a maior
concentracdo sal ndo foram observadas grandes flutagdes na concentragcdo de
proteinas, verificandee apenas a manutencdo dos niveis de proteinas totais nos
primeiros quatro dias, cora posterior reducdo dos teores a partir do 6° dia de

exposicao ao estresse salino.
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Figura 3 Alteracdes na concentracdo de carboidratos e protes totais na cepa UFV059
em resposta ao estresse salind.concentracao de carboidratos (A) e proteinagdyjs foi
determinada na cepa UFV059 cultivada sob concdigsage 0250, 500, 750e 1000 mM de
NaCl no meio de cultivo. Valores representam médliasro padréo (n = 3) em fungcéo dos
dias de cultivo. Dentro de um mesmo tratamento, imséseguidas pela mesma letra nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). edr um mesmo dia de amostragem,

presenca de um asterisco (*) denota médias difssenttre si pelo teste t student (p<0,01).

No tratamento com 250 mM de NaCl foi observado expressivo incremento na
concentracdo de aminoacidos totais nas primeiras 48 h, seguidengraléencao
destes niveis até o 8° dia de exposi¢cdo seguido pela expressiva ppedalf’® dia
(Fig. 4). E importante ressaltar que a queda observada coincide daim de saida
da fase exponencial da cepa UFV059 (Fig. 2A,B). A cultura cultiveala
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concentragfes de 758M apresenta manutencdo dos niveis de aminoacidos até o
sexto dia, quando ocorreram quedas na concentracdo desses compostos, sendo
alcancadas, a partir desse dia, concentracdes inteasnmiciais (Fig. 4). Os niveis

de aminoé&cidos foram sempre mais elevados em células exposta a %0 quoil a

750 mM de NaCl
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Figura 4 Alteragcbes na concentragdo de aminoacidos totais neepa UFV059 em
resposta ao estresse saliné\. concentracdo elaminodcidos totais foi determinada na cepa
UFV059 cultivada sob concentragfes de 256@mM de NaCl no meio de cultivo. Valores
representam médias + erro padrdo (n= 3) em fung&odibs de cultivo. Dentro de um
mesmo tratamento, médias seguidas de letras diésrdiferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,01).

No cultivo livre de sal (condicdes controle) a cepa UFV059 apresentou
manutengao nos teores de clorofilas totais em base de massa&eocastante, nos
tratamentos com 250 e 500 mM de NafGram observadas incrementos nas
concentracfes de clorofilas totais com concentracdes significamtmaioreem
relacdo ao controle até o 10° dia de cultivo. A partir do 10°%dwalléuras cultivadas
em presenca de 250 e 500 mM voltaram a apresentar valores sianlangivo sem
adicdo de sal (Fig. 5). A concentracao de clorofilas totais sofreu iectesinas
primeiras 48 h com 75M de NaCl, em relacdo ao controle, sofrendo reducdes
gradativas a partir do 2° dia e apresentando valores menores que oadussan/
controle a partir do 8° dia. Quando cultivada em presenca de 1000 misiGieaN
cepa UFV059 manteve o conteudo de clorofilas totais por dois dias, comauosteri
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reducdo naconcentracdo de clorofilas em relacdo ao controle e aos valores
apresentados no tratamento, mantendo concentracfes reduzidas pele dsta

cultivo.

—#— (M NaCl
—0— 0,25M NaCl
—w»— 0.5M MaCl
—&— 0,75M NaCl
—— 1M NaCl

*
*
a

4,
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Figura 5: Alteracbes na concentracado de clorofilas na cepaFM059 em resposta ao
estresse salinoAs concentragdes de clorofilas totais foram deteadas na cepa UFV059
cultivada sob concentracdes de 0, 250, 500, 75008 InM de NaCl. Valores representam
médias + erro padrdo (n= 3) em fungéo dos diasiee. Dentro de um mesmo tratamento,
médias seguidas de letras diferentes diferem shpelo teste de Tukey (p<0,0®entro de
um mesmo ponto de amostragem, médias seguidas giberéem do ponto do tratamento

controle pelo teste t student (p<0,01
3.1.3 Concentracéo dé&a’ no meio de cultura

A andlise da concentracdes de Nao meio de cultura sem adicdo de sal foi
realizada como controle negativo, com o0 intuito de se expressar apenas
concentracido de Nacrescida ao meio na forma de NaCl, desconsiderando, portanto,
outros sais eventualmente presentes no meio de cultivo. A anahseiade cultura
contendo 250 e 75M de NaCl indicou a manutengdo da concentragdo de Na
durante os 12 dias de cultivo, ndo ocorrendo variagcdes significativas aodong

cultivo (Fig. 6) Cumpre mencionar também que os vadode Na™ obtides sdo
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menores que 0s teoricamente adicionados ao meio de cutR26(mM e 700 mM

de N& nos tratamentos com 250 e 750 mM de NaCl aplicado, respectivamente).
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Figura 6:Concentracdes de Nano meio de cultura da cepa UFV059 ao longo do civio
em presenca de NaClA cepa foi cultivada em concentracdes de 250 m\b@ MM de
NacCl adicionados ao meio de cultivo ao longo deéia2. Valores representam médias + erro

padrdo (n= 3) em funcdo dos dias de cultivo.
3.2 Comparacg0es entre UFV059 e PCC7120
3.2.1 Determinacao da Dby em resposta ao estresse sadi

Com intuito de se compreender melhor as possiveis alteracfes ncakaboli
gue ocorrem em cianobactéries resposta ao estresse salino, um experimento foi
realizado para a obtencédo dasplque representa a concentragdo de NaCl capaz de
matar 50% das células apos 72 h de exposicdo. Utilizou-se a ce»dJFRjos
resultados, previamente apresentados, demonstram ser capaz de toéeyar alt
concentracbes de NaCl. Para efeitos comparativos utiieoa- cepa modelo
PCC7120, reconhecidamente sensivel a altas concentragbes de NaCl Esg]. Ne
contexto, e de acordo com o hipotetizad®Lla, encontrada para a cepa PCC7120
foi de 100 mM de NacCl, valor semelhante ao observado previamente em outros
trabalhos [53], ao passo que para a cepa UFV059 a DL50 foi denl@9Gsto €,9

vezes superior ao obervado para a cepa moéeal@ obtencdo da B as cepas
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foram expostas a concentragdes crescentes de NaCl. De maneiralagsucepa
UFV059, ao ser exposta a concentracfes crescentes de NaCl, aprese¥ttale 42
morte celular em exposicdo a 750 mM e 64 % a I00D(Fig. 7). Saliente-se aqui

gue mesmo na maior concentracdo de sal utilizada (HB0Pa cepa UFV059 nédo
apresentou morte de toda colbnia, como observado para a cepa PCC7120 nos
tratamentos com concentracdes de NaCl superiores anBh0Cabe mencionar
também que no tratamento com a maior concentracdo de sal a cepa2@®CC71
apresentou cerca 87% de morte celular, sendo as células sobreviventssa e

maioria, acinetos.

I PCC 7120
100 4= UFV 059
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Figura 7: Resposta diferencial a concentracdes crescentes 8&Cl em cepas de
cianobactérias contrastantes na tolerancia ao essse salino.Duas cepas, UFV059 e
PCC7120, foram cultivadas em presenca de diferecgaesentracdes de NaCl por 72 h.
Decorrido esse tempa,dose letal 50 (Dig), concentracdo de NaCl que causa 50% de morte
celular apds 72 h de exposicao, foi determinadaantala contagem de células expostas aos
tratamentos, e comparando esses valores com oatextms no cultivo sem adicdo de sal

para cada cepa.

3.2.2 Crescimento € afetado em resposta a adicdo das respectiids, em

cianobactérias

Uma vez determinada a BJas cepas UFV059 e PCC7120 foram exposas a
respectivas concentragdes de NaCl, com o intuito de se entender emedsposta

diferencial observada nesses organismos. Apds expa@sgaias respectivas [gd_as
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cepas UFV059 e PCC7120 apresentaram respostas semelhantes, paralisando o
crescimento com posterior queda na producdo de massa seca. Registre-se também que
a cepa UFV059 apresentou maior biomassanfL™) em relacda cepa PCC7120.

Além disso, a cepa PCC7120 apresentou reducdes de massa seca ap0s 72 h de
exposicdo ao sal, o que foi observado somente 96 h apds a exposigicean s
UFV059.

[}
1

o

Massa seca l[|.Lg.l'T1|_1)
(3%

® UFV059
o PCCT7120

Figura 8:A aplicacdo de concentracdes de sal equivalente & {gafeta o crescimento em
cianobactérias. Curvas de crescimento das cepas UFV059 e PCC7ati®adas sob
concentracbes de NaCl correspondentes as respe®ivg. Cinco dias apos o indculo das
cepas UFV059 e PCC7120 a 1% (v/v), promoveu-seigi@die 890 e 100 mM de NaCl,
respectivamente. O crescimento foi monitorado,242,48, 72 e 96 h apds adicdo do sal e
expresscem massa seca (ug ml™). Valores representam curvas de tendéncia faitpartir

das médias + erro padréao (n= 3) em funcao do tefepmiltivo em presenca de sal.
3.2.3 Caracterizacado morfolégica das cep@CC7120 e UFV059

A cepa UFV059, diferentemente da PCC7120, em condi¢des de cultivo controle
(sem adicdo de sal) apresenta coloragdo esverdeada mais enteaga agregacao
da colbnia, enquanto a PCC7120 (Fig. 9A,B). Enté&aliUFV059 se agrupa em
grumos (Fig. 9B e seus filamentos sdo, em sua maioria, organizados paralelamente
(Fig. 9F), possibilitando assim uma maior compactacao das colbnias, difeestéem
de PCC7120, cujos filamentos encontrsgrdispersos e sem organizagcao aparente
(Fig. %E). Ademais, ambas as cepas (UFV059 e PCC7120) sao pertencentdma fami
Nostocaceaee possuem caracteres morfoloégicos semelhantes, sendo ambas
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filamentosas, ndo apresentam ramificagdes, com presenca de redendigtcalares
e terminais, e acinetos seriados (Fig. 9G,H).

As cepas UFV059 e PCC7120, quando expostas as concentracdes de sal
referenteas suas respectivas 4. apresentaram respostas visualmente distintas ao
estresse salin@ cepa UFV059 apresentou manutencéo da viabilidade celular até 72
h apds a exposicdo ao sal, com intensa diferenciacdo de acipésossae periodo
(Fig. 10F). Apesar de sofrer morte celular, as colénias da cepa UFV059arant
uma aparéncia mais saudavel que PCC7120, com coloracdo mais intensa e
manutencao de filamentos intactos, mesmo apds 96 h de exposicii@sseeslino
(Fig. 10B, D, F e H). Por outro lado, a cepa PCC7120 apresentou perda do contetudo
celular com apenas 24 h de exposicdo ao sal, e esse processo Seotminon ao
longo da exposicdo ao estresse (Figh)1Registre-se que, apds 96 h de exposicdo ao
sal, a cepa PCC7120 apresentou perda do contetdo celular em quase toda col6nia,
com quebra de filamentos e reducdo da pigmentacdo, sendo quase impossivel
encontrar células que ndo tenham sofrido danos com o estresse sald@ondil de
NaCl (Fig. 1@). Nao foi visualizado nenhum tipo de diferenciagéo celular na cepa
PCC7120.
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Figura 9:Caracteristicas morfologicas das cepas PCC7120 &WD59 em auséncia de sal
(cultivo controle). As cepas PCC7120 (A, C, E e G) e UFV059 (B, D, FHe
respectivamente, foram cultivadas sem adi¢cdo de As8: Aspecto macroscopico de
agregacao da coléni€-D: Aspecto microscépico de agregacBer: padrdo de agregacao e
morfologia celular, aumento 20X3-H: Morfologia celular. A barra de escala represeifta 2

pm.
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FiguralO: Caracteristicas morfolégicas das cepas PCC7120 e \UB59 apés a adjdo de
uma concentrezdo de sal equivalente as respectivd3lL so. As Cepas PCC7120 (A, C,E e
G) e UFV059 (B, D,F e H), foram cultivadas comc¢adi de 100 e 890 mM de NaCl
respectivamente, valores correspondeat&d -, de cada cepa-B: 24 h de exposicao ao
estresse salino, aumento 40€1D: 48 h de exposicdo ao estresse salld:: 72 h de
estresse salinds-H: 96 h de exposi¢do ao estresse salino. A baresdala representa 20

pm.
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3.2.4 Respostas metabolicas das cepas UFV059 e PCC7120 cultivadas sob

concentracdes de NaCl referentes as respectivas gL

A exposicdo as concentracdes de 890 e 100 mM de NaCl, referddtes a
das cepas UFV059 e PCC7120, respectivamente, ocasiesjpastas metabolicas
distintas entre as cianobactérias estudadas. Mesmo antes da@x@EssiDky as
cepas ja apresentavam concentracfes de carboidratos e proteinasmesidd
distintas (Fig. 11). Assim, a cepa UFV059 apresentou maiores valores de carboidratos
soluveis totais (Fig. 14) antes da exposicdo ao sal, apresentando um ligeiro
incremento apos 12 h de exposi¢cdo ao sal. Cabe mencionar, no entantop que na
houve diferenga significativa ao longo dos dias de estresse salmd@Jp®¥059 no
gue respeita as concentracfes de carboidratos, que se mantiveraamperds
constantes e superiores as da cepa PCC7120 praticamente durante todm.o culti
Apdbs 12 h exposicao a [d.a cepa PCC7120 apresentou um grande incremento na
concentracdo de carboidratos solUveis totais, superando os valores donson&ra
cepa UFV059. Entretanto, logo nas primeiras 24 h de exposicdo ao sal, a
concentragdo de carboidratos na cepa PCC7120 retornou a niveis semelhantes aos
iniciais, com posterior manutencdo das concentragcbes até dofigultivo. Tais
resultados corroboram os dados de massa seca, em que se observa adoanuten
destes, com excecdo do horario 12 h na cepa PCC 7120, cujo aumento na
concentracéo de carboidratos totais séeflete em dados de massa seca e indicam,
possivelmente, uma reprogramacao metabdlica em resposta ao sal.

De maneira similar, os valores de proteinas totais séoalteraram
significativamente durante o cultivo na cepa UFV059. Contudo, os vdhmas
superioes acs apresentados pela cepa PCC7120 em todos os pontos de coleta. A
concentragdo de proteinas da cepa PCC7120, por outro lado, sofreu variagcdo
significativa apos 12h de exposicao asplalcartandoniveis similares aos da cepa
UFV059. De modo semelhante ao observado para os carboidratos totais,odgeore
proteinas atingiram seu maximo 12 h apo6s a exposicao ao sal rRCGEepa20, com
posterior decréscimo. Apenas 48 h apdés a exposicdo ao sal, a concentracdo de
proteinas totais da cepa PCC7120 reduziu a valores semelhantes iats oom
manutencao dos valores de proteinas totais até o fim da exposicéao ao sal.

A concentracao de clorofilas totais da cepa UFV059 foi cerca de duss vez

maior que os apresentados pela cepa PCC7120 (Fig. 12). Ressalte-se tarmbém
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pouca, se alguma, variacdo na concentracédo de clorofila por unidade defanassa
observada ao longo do estresse nas duas cepas. A cepa UFV059 apresergdsu ma
concentracdes de clorofilas totais durante todos os dias de cultivxsadicéo a

DLso, havendo incrementos nos valores de clorofilas totais em fung&o do valair inici
apenas 48 h apos a exposicdo ao sal. A concentracdo de clorofilas totais ndo se alterou
na cepa PCC7120 durante as 96 h de exposicagdmd. 12). Nao houve diferenca

nas taxas respiratorias entre as duas cepas estudadas. Por outrocdpdd,JBV059
apresentou uma maior eficiéncia fotossintética quando comparada RCEF420

(Fig. 13).
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Figurall: Alteracdo na concentracdo de carboidratos e proteéis nas cepas UFV059 e

PCC7120 em resposta ao estresse salio.concentracdo de carboidratos (A) e proteinas
(B) totais das cepas UFV059 e PCC7120 cultivadals soncentracdes de NacCl

correspondentes as respectiviat s, foi determinada ao longo do periodo de exposigho a
estresse salino e expressas em massa seca (mgyesvi@presentam médias + erro padrao
(n= 3) em funcao das horas de cultivo. Dentro demeamo tratamento, médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si pelo teste de¥({p<0,05). Dentro de um mesmo ponto de

amostragem, médias seguidas por * diferem do pdateratamento controle pelo teste t
student (p<0,01).
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Figura 12: Alteracdo na concentracdo de clorofilas nas cepasF059 e PCC7120 em
resposta ao estresse salinoA concentracdo de clorofilas totais das cepas WBBVe
PCC7120 cultivadas sob concentragbes de NaCl pomdsntes as respectivasLls, foi
determinada e expressas em massa seca (mg). ¥/adpresentam médias + erro padréo (n=
3) em funcéo das horas de cultivo Dentro de um radsmamento, médias seguidas de letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey @0 Dentro de um mesmo ponto de
amostragem, meédias seguidas por * diferem do pdatdratamento controle pelo teste t
student (p<0,01).
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Figura 13: Alteracbes nas trocas gasosas nas cepas UFV059 eCPT20 em cultivo
controle. As taxas de consumo e evolucdo de oxigénio foramrrdetedasnas cepas
UFV059 e PCC7120 cultivadas sob concentractes @, Marrespondentes as respectivas
DLso. Ry: respiracdo no escuro, :Ffotossintese liquida. Médias seguidas por uma rmesm

letra ndo diferem entre si, a 1% de probabilidae# teste Tukey.
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4. DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisiolégica da cepa UFV059

Neste trabalho, utilizararse cianobactérias heterocitadas capazes de fixar
nitrogénio, com origem que remete a era pré-cambriana (mais d& &xdatras).
Nesse grupo, ainda nio foram identificados transportadores especificos’.de Na
Assim, a baixa incidéncia desses organismos em ambientes saltmwsumente
atribuida a auséncia desses transporéda@moncomitantemente com uma menor
eficiéncia dos solutos compativeis produzidos [32]. Cumpre mencionar que utilizou-
se aqui uma cepa, UFV059, capaz de tolerar altas concentracdes deuisal
provavelmente por evitar grandemente a entrada de ions (Fig. 6)adasacuma
rapida e extensiva reprogramacao metabolica (Figs. 9. & f@milia Nostocaceae, a
gual as cianobactérias utilizadas nesse trabalho pertencem, apresante
variabilidade morfolégica e estrutural devido, em grande parte, @&ngesde
complexas estratégias ecofisiolégicas de adaptacdo a um aspetire de estresses
abioticos, tais como alteragbes drasticas na temperatura, oxidacaoinfataqu
deficiéncia de nutrientes (principalmente nitrogénio), alteracdes deaphidade,
estresse osmatico e luz ultravioleta [54]. Desta forma, esses singenparecem
adequados para a analise e entendimento dos mecanismos atdrogldats em
resposta as mudancas das condi¢cdes ambientais. Ademais, o fattadelzscterias
serem filogeneticamente relacionadas com os cloroplastos [55headanhilaridade
da sua fisiologia e metabolismo com aqueles presentes em plasses
microrganismos sdo 6timos sistemas modelo para investigacdo dda®spuarios
estresses ambientais e a elucidagédo de resposta comumentedalssemaplantas
submetidas a esses estresses.

As andlises de crescimento da cepa UFV059 realizadas por absorbancia, em
comparacao com as por contagem de células, apresentaram menoo \csacid
as repeticdes amostrais. I1sso ocorreu provavelmente, devido a formagfeghelos
celulares sob uma densa bainha de EPS, dificilmente desagregadosasgonar a
quebra dos filamentos e que dificuita o processo de visualizacdo das célufas.
importante mencionar também que curvas de crescimento sem aldicdal e
expressas em massa seca seguiram 0 mesmo comportamentougua abtmas por

DO, o que indica que o crescimento da cepa UFV059 apresenta padrdes de
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metabolismo de divisdo celular homogéneo e continuo. Nao obstantgdos
obtidos no que se refere a divisao celular e acumulo de biomassa para a cepa UFV059
em resposta a adicdo de 250 mM de NaCl (Fig. 2B), assim congugiceda fase
log (Fig. 2A), sugerem um maior gasto energético, associado pussivelmente, a
manuten¢ao do crescimergm presenca de sal. Tomados em conjunto, os resultados
apresentados nesse trabalho indicam que a cepa UFV059 seria capamdaltak
concentracdes de sal mediante um redirecionamento da energia produzita aura
fotossintese (Fig. 12) para processos de adaptacdo ao estresse @alinbpmbas
ativas de extrusdo de ions, producdo de solutos compativeis e outrossmesajue
tornam permissiveis a manutencdo do crescimento em concestragdleradas de
sal[14]. Registre-se também que a baixa producédo de biomassa apresentadpaela
UFV059, apos a exposicdo ao estresse salino (Fig. 2B)ngstamente relacionada
a familia ao qual esta cepa pertence e pode ser adicionalmsotéada a um maior
gasto energético para os processos de aclimatacdo ao ambientalcanms
discutido anteriormente. A cepa UFV059 apresentou aumento nas caggestde
carboidratos soluveis em todas concentracdes de NaCl ao qual foi expasBA)Fig
provavelmente associada a incrementos em solutos compatiygsoduzidos em
resposta ao estresse salino. Ademais, a cepa UFV059 apresentou awosdeates
de clorofilas totais nos tratamentos com 250 e 500 mM de NaCl (Fig. 4),
possivelmente associados a uma tentativa de manutencdo daetissintéticas e,
consequentemente, do uso da energia produzida para os processos de adaptacéao.
A generalizada diferenciagéo celular em acinetos, observada nos ttatame
com 750 e 1000 mM de NaCl podem justificar, ao menos parcialnaentmutencao
da biomassa apesar da auséncia de filamentos vegetativos, devido ao matww tama
densidade apresentado pelas células de resisténcia. Neste contexqa, V059
exposta a 250, 500 e 750 mM de NaCl apresentou increnmemtpsoteinas totais a
partir do segundo dia de exposi¢cao ao sal, aumento esse possivelmerdaacka
com alteracbes no padrdo de expressao de proteinas necessariasrqgaica a
aclimatacdo ao estresse salino, como enzimas responsaveisnpeda de solutos
compativeis. De forma contraria, a partir do sexto dia células expogt® e 1000
mM de NaCl foram caracterizadas por redugdes na concentragao deagrobéais,
reducdo essa provavelmente associada com a diferenciacdo das cébliéds/as@m

acinetos, cuja a atividade metabdlica € reduzida [56]. Cumpre onantcambém que
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acinetos sdo geralmente reconhecidos pela sua maior dimensao, goacoesgicua
devido as altas concentracfes de glicogénio e cianoficina, essim pela presenca
de uma camada de polissacarideos semelhante a observada em heterdcitos [57].
Duas estratégias eficazes para a aclimatacdo ao estilgssesda comumente
observadas em microrganismos e sao denominadadgn's&lt*sal-out” [58][14].
Organismos quetilizam a estratégia "salt* sdo caracterizados por um grande
acumulo de ions inorganicos no citoplas(@aa 3 M, principalmente na forma de
KCI) o que garanta continuidade da absorcao de agua e a manutencéo da pressao de
turgescéncia celular. Registre-se, no entanto,eqeee estratégia parece ser restrita a
um pequeno numero de microrganismos halofilicos verdadeiros, por exemplo,
haloarqueas aerobias da ordem Halobacteriales [58]. Ndo obstantegra mas
procariontes, incluindo cianobactérias e todos 0s microrganismos euoariésam
da estratégia "sal-out" para aclimatarsea altas concentracdes de sal. A baseadess
estratégia, como anteriormente discutido, residemaautencdo de uma baix
concentracdo interna de ions, cammecessaria aclimatacdo osmotica sendo obtida
através do de um expressiagimulo de solutos compativeis. Neste contes®,
concentracdes de Nancontradas no meio de cultivo (Fig.6), menores que os valores
teoricamente adicionados ao meio2@5 e 700 mM d&la’ para cultivos com 258
750 mM de NaCl adicionado, respectivamente), sdo provavelmente resudtado d
adsorcdo do sddio presente no meio de cultivo pelo EPS circundante as dalul
UFV059.

4.2 Andlises comparativas entre UFV059 e PCC7120

Uma alternativa para se viabilizar economicamente o uso de ciaérdmc
em escala industrial € a utilizacdo de aguas residuais ou safidrea seu cultivo.
Desta forma, a selecdo de cepas halotolerantes, assim coravakagéo metabdlica
e molecular fazem-se extremamente necessarias. Registre-bémtague as
cianobactérias constituem um grupo de organismos vantajosos para aplicacbe
industriais, uma vez que possuem rapido crescimento celular, dedessi
nutricionais béasicas (luz solar, agua e ;L@ elevadas taxas de mutacéo,
apresentando assim, em ultima instancia, grande potencial paragesreticamente
modificadas. Desse modo, as cianobactérias representam um sistensaqsrpara
o entendimento de respostas fisiolégicas e moleculares bem como pa@praeu
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biocombustiveis. Cabe mencionar que, embora melhorias sejam aindadegjueri
[59], principalmente por meio de engenharia genética, a producéo de biodeeibust
a partir de cianobactérias, utilizando-se aguas residuais e saluferase potenciais
vantagens sobre o sistema tradicional de producéo agricola [60]. ddesseto, as
cepas UFV059 e PCC7120, cultivadas com adicdo de concentragcbes eqsiealente
respectivas Dy, apresentaram diferentes estratégias metabodlicas em resposta ao
estresse salino. O valor de dgLconcentracdo de NaCl capaz de matar 50% das
células apo6s 72 h de exposicao, foi 9 vezes maior para a cepa UeMO&®acao a
PCC7120 (890 e 100 mM, respectivamente). Emaadapesar de ambas as cepas
terem sido cultivadas nas suas respectivag,@Lcepa UFV059 apresentou maior
resisténcia ao estresse, como observado pelos aspectos macro epiasgsig. 9
B,D), e valores iniciais superiores de proteinas e carboidratos totaispsque
observados em PCC7120, com a posterior manutencdo desses maiores valores.
Coletivamente, essas respostas possivelmente viabilizam a emgimt do
metabolismo celular e do crescimento em UFV059 em condi¢cOestrésse salino
(Fig. 11). Os maias teors de clorofila (Fig. 12), associados as maiores taxas
fotossintéticos (Fig. 13), culminam possivelmente em uma maior digjmtade
energeética para os processos de aclimatde§io

Cumpre mencionar também que outro(s) mecanismo(s) de aclimatacéo, além
da producdo de solutos compativeis, deve(m) existir na UFV059. Assim, a
manutencao dos niveis de proteinas totais (Fig) $liBere também que o aparato
protéico, que possivelmente garante a maior tolerancia observada na cepa (jiV059,
se encontra previamente disponivel. Ademais, o padrédo de agregag&adibsen
UFV059 (Fig. 9B) indica uma maior producdo de EPS, que poderiam atuar
delimitando um microambiente favoravel e impedindo, a0 menos paecitd, a
entrada de $& [61]. Registre-se também, que em cianobactérias os EPSmconté
hexoses (frutose, galactose, glicose e manose), pentoses (arabinose xilbesg &
deoxyhexoses (fucose e ramnose), bem caauw glucurdnico e galacturénico [62].
N&o obstante, a presenca destes acidos € raramente obsaTv&iRS de outras
bactérias Gram-negativas, 0s quais, juntamente com a ocorrérgiapds sulfato,
seriam responsaveis pela natureza anidnica do EPS de cianobactérias, quapermiti
sequestro de cationf€3]. De acordo com essa idemutantes de Synechocystis nao

produtores de EPS séo consideravelmente menos tolerantes ao esliesdd g
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Adicionalmente, considerando-se que 0 estresse salino geralmenteacuia
reducdo da fixacdo biolégica de nitrogénio, desequilibrios metabdlicosmpode
também representar um desafio para as cianobactérias, e asslBRS podem
representar um escape de carbono, particularmente quando o balanco @ / N f
deslocado para o excesso de carbono [62, 64].

Apesar de economicamente ndo ser vantajoso para cultivo comercaigam |
escala a diferenciacdo das células vegetativas em acinetos apcksqeia cepa
UFV059 apresenta-se como um fator importante para o processo de adaptacao a
estresse salino. Embora acinetos s6 tenham sido relatados aaobacitérias
formadoras de heterocistos, isso ndo é uma regra e algumas cianobaéierias
capazes de produzir heterdcitos, porém ndo acinetos [65], especiabnanto
cultivadas em condi¢des 6timas por um longo prazo (e.g. PCC7120).firestia a
incapacidade da cepa PCC7120 de formar acinetos pode ser considerada uma
caracteristica imperativa para o valor reduzido dgyRlpresentado por essa cepa em
comparacao com a UFV059.

A tolerancia diferencial observada na cepa UFV059 pode estar reldiona
também com o fato el a tolerancia acs estresses salino e osmotico serem,
aparentemente, fenbmenos desvinculados em cianobactérias. Assirapoatare
diferencial mais marcante observada em cepas de Anabaena pedersplificada
pela atividade da enzima nitrogenase, que € sensivel ao estedisge mas
completamente insensivel ao estresse osmotico [66]. Neste ooriexéfeitos do
estresse salino em algumas cepas de Anabaena sobre a fixac&dogminitséo,
portanto, uma consequéncia da componente idnico, extremamente danoso ao

metabolismo, e ndo do componente osmaotico.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Coletivamente, os resultados aqui obtidos indicam que a cepa UFV059
apresenta uma alta tolerancia ao estresse salino, apresett@scimento em meio
suplementado com até 500 mM de NaCl. Essa maior tolerancia observada na
UFV059 deve ocorrer, provavelmente em funcéo da presenca de um aparato proteico
adaptado a ambientes salinos, bem como pela maior producdo de EPS, que
restringiria a0 menos parcialmente, a entrada de céatdeasnaiores teores de
clorofila associados a altas taxas fotossintéticas apresentddasepa UFV059, no
cultivo controle, possivelmente culminam em uma maior disponibilidadgéting
gue poderia ser usada para processos de aclimatacdo em condicbessde. estre
Ademais, a extensa diferenciagdo celular indica uma grande reprogoamag
metabdlica, que juntamente com 0s outros mecanismos de acliméag@ioa uma
maior tolerancia ao estresse salino em comparacao a cepa PCE&3a2Dls, foi
nove vezes inferior a apresentada pela UFV059

Considerando-se que o futuro do cultivo em massa de cianobactérias com
aplicacbes biotecnoléegs serd, certamente, realizado na agua do mar, em grande
parte devido a limitagdo de 4gua doce potavel, os resultados aqui aididas que
a cepa UFV059 trata-se de um material promissor. Nao obstards,idepis devem
tolerar ao menos as condi¢des salinas presentes na agua (EOthaM NaCl) e,
preferencialmente, concentracbes ainda mais elevadas de sal,ques com a
evaporacdo a concentracdo de sais em sistemas de cultivo ahariestaa
rapidamente Embora essa caracterizacdo inicial tenha auxiliado na identificacao
parcial dos mecanismos de tolerancia em UFV059, cumpre mencionar gloagem
prazo, uma caracterizagdo molecular mais detalhada deve perrdgintificagéo de
metabdlitos e genes alvos associados a halotolerancia difé@mséavada na cepa
UFV059 e que possam contribuir para o desenvolvimentoatiebactérias plantas

tolerantes a salinidade através da engenharia genética.
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