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RESUMO

FERREIRA, Alberto Abrantes Esteves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro, 2013. Caracterizaciao fisiolégica e metabdlica de diferentes cepas de
cianobacterias. Orientador: Wagner L. Aratjo.

Este trabalho ¢ o primeiro a explorar como a varia¢do natural, em termos de morfologia,
pode estar relacionada a alteracdes no crescimento, fisiologia e metabolismo em
cianobactérias. Esses micro-organismos fotossintetizantes ocupam atualmente diversos
nichos ecologicos e, consequentemente, apresentam uma enorme diversidade
fisioldgica, metabdlica e molecular. Desse modo, verifica-se um grande potencial no uso
de cianobactérias em aplicagdes biotecnologicas. Contudo, pouco ou nada se sabe
acerca da variacao natural entre diferentes cepas no que diz respeito ao metabolismo em
geral. Neste trabalho utilizou-se 18 cepas de cianobactérias divididas em trés grupos,
tomando como base os caracteres morfologicos apresentados: unicelular, filamentoso
homocitado e filamentoso heterocitado. O maior crescimento observado em algumas
cepas mostrou-se intimamente associado: (7) a alta eficiéncia na absorcao e utilizacao de
luz, refletindo diretamente em incrementos em fotossintese liquida (A4); (ii) as menores
demandas energéticas associadas a respiragdo no escuro (Rq) e fixagdo de nitrogénio e,
(7ii) ao balango adequado entre 4, R4 e fixacdo de nitrogénio influenciando a taxa de
crescimento relativo (TCR), produtividade diaria de biomassa e acimulo de reservas
(proteinas, carboidratos e lipidios). Em sintese, foi possivel observar um grande
potencial das cepas unicelulares para a producdo de biomassa, carboidratos soluveis
totais e lipidios, ao passo que as cepas homocitadas mostraram-se promissoras
produtoras de proteinas. Embora as cepas heterocitadas nao tenham apresentado maior
produtividade de nenhuma das reservas avaliadas, essas cepas demonstram elevado
potencial para a produ¢do de hidrogénio. Utilizando anélises multivariadas foi possivel
observar que o agrupamento resultante das comparagdes fisiologicas, metabolicas e de
crescimento mostrou-se coerente ao observado por comparagdes morfologicas prévias, o
que permite inferir que as variagdes morfologicas apresentadas pelas cepas aqui
utilizadas acarretaram em alteracdes na fisiologia, metabolismo e crescimento. Desse
modo, os resultados demonstram a importancia de uma detalhada caracterizagdo
fisiologica dos organismos desse phylum, para um melhor entendimento das relagdes
metabodlicas existentes nesse grupo e selecdo de cepas com potencial para aplicagdes

biotecnoldgicas varias.
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ABSTRACT

FERREIRA, Alberto Abrantes Esteves, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December, 2013. Physiological and metabolic characterization of different
cyanobacterial strains. Adviser: Wagner L. Aragjo.

This is the first work to explore in details how natural variation in terms of morphology
may be related to changes in growth, physiology and metabolism in cyanobacterial
strains. Cyanobacterias are photosynthetic microorganisms that occupy diverse
ecological niches and exhibit enormous diversity in terms of their habitats, physiology,
morphology and metabolic capabilities. Accordingly, there is a growing interest for
exploring these microorganisms for biotechnological applications. However, our
knowledge concerning natural variation within different cyanobacteria strains in regard
to metabolism is little and in general fragmented. In the present work, 18 cyanobacteria
strains were used. These strains were separated in three groups based on morphological
characters namely unicellular cyanobacteria, non-heterocystous cyanobacterial
filaments and heterocystous cyanobacterial filaments. Higher growth in some strains
was closely associated with: (i) an increased light absorption efficiency and use,
reflecting directly on increments in net assimilation (A4); (ii) a lower energetic
requirement alongside dark respiration (R,) and nitrogen fixation; and (iii) an adequate
balance between A, Rs and nitrogen fixation impacting the relative growth rate (RGR),
daily biomass productivity and reserve accumulation (e.g. proteins, carbohydrates and
lipids). In summary, it was observed a large potential of unicellular cyanobacterial
strains for biomass, total soluble carbohydrates and lipids production, whereas non-
heterocystous cyanobacterial strains were identified as promising protein producers.
Although heterocystous cyanobacterial strains did not presented higher productivity of
any evaluated reserves, these strains have an intrinsic potential for hydrogen production.
Moreover, multivariate analysis revealed that physiological, metabolic and growth
comparisons are consistent with previous morphological comparison. It is reasonable to
assume that the morphological changes presented by the cyanobacterial strains used
culminated in physiological, metabolic, and growth related changes. Furthermore, the
results obtained demonstrate the importance of an extensive physiological and
metabolic characterization within this phylum for a better understanding of metabolic
relationships and selection of strains with higher potential for biotechnological

applications.
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1. INTRODUCAO

Embora provavelmente ndo seja o processo metabodlico mais antigo da Terra, a fotossintese
surgiu muito cedo na historia de nosso planeta. Inicialmente, organismos anoxigénicos realizaram
as primeiras atividades fotossintéticas utilizando doadores de elétrons distintos, tais como H,, H,S e
Fe(OH). Registre-se, todavia, que estes substratos eram muito menos abundantes em comparagao ao
pool (quase ilimitado) de agua (H.O) sobre a superficie do planeta. Desse modo, o processo
evolutivo convergiu de maneira a favorecer organismos capazes de utilizar H.O como fonte de

elétrons e protons para a redu¢do do CO, atmosférico fixado, utilizando a energia solar para

conduzir esta reacdo (Tomitani et al., 2006; Blankenship, 2010; Hohmann-Marriott & Blankenship,
2011).

As cianobactérias, pertencem a um grupo filogenético unico de bactérias capazes de
produzir oxigénio durante a fotossintese utilizando H,O como doador de elétrons. Esses organismos
jé& habitam a terra por 2,6 a 3,5 bilhdes de anos e desempenharam um papel importante na formagao
de uma atmosfera rica em oxigénio. Concomitantemente, estas novas condigdes, propiciaram a
evolucdo do metabolismo aerdbio e o surgimento de formas de vida mais avancadas (Kump, 2008;

Bosak et al., 2009; Govindjee & Shevela, 2011).

As variagdes ambientais e temporais em termos de luz, CO, e O, atuam como for¢a motriz
para a evoluc¢do, aquisi¢dao de genes e propriedades fisioldgicas em organismos diversos (Badger et

al., 2006). De maneira particular, as cianobactérias, ocupam atualmente diversos nichos ecoldgicos,

apresentando enorme diversidade em termos de habitat, fisiologia, morfologia, capacidade
metabolica e propriedades moleculares. Acredita-se que estes fatores tenham sido importantes para

0 sucesso evolutivo e ecologico das cianobactérias (Beck et al., 2012). Nesse sentido, percebe-se

também que a evolugdo das cianobactérias tem sido um processo continuo, baseado na transferéncia
horizontal de 4cidos nucleicos (DNA) entre cepas e dentro de populacdes, em combinacdo com a

rapida aclimatagdo e adaptacao (Hagemann et al.. 2001; Komarek & Kastovsky, 2003). Uma

consequéncia deste processo altamente regulado ¢ a ocorréncia de uma grande diversidade de
cianobactérias, resultando em numerosos tipos de morfologias e gendtipos ecologicamente
especializados (Komarek, 2006). Desse modo, as perdas ou, principalmente, ganho de genes,
associados as pressdes seletivas realizadas por diferentes fatores ambientais podem ter sido
responsaveis pela extensa diversificacdo morfoldgica, acompanhada por divergéncias fisiologicas e
metabolicas significativas entre as ordens do Phylum Cyanophyta.

As cianobactérias apresentam uma enorme diversidade em termos de tamanho de genoma o

que se traduz em uma complexa organizagdo metabolica (Beck et al., 2012). Assim, em
13



cianobactérias com genomas relativamente pequenos (4 milhdes de pares de base - Ordem
Chroococcales), esse genoma estaria representado principalmente por genes do metabolismo
central, ao contrario do encontrado em espécies com genomas maiores (12 milhdes de pares de base
- ordem Nostocales). Assim, o genoma bdasico das cianobactérias unicelulares Prochlorococcus spp.
codifica entre 52 e 66% de todas as proteinas, ao passo que em Anabaena sp., uma representante da

Ordem Nostocales, esse genoma basico codifica apenas 25% (Rippka et al.. 1979). Essas

divergéncias também parecem estar presentes entre representantes de uma mesma ordem ou mesmo

género (Mulkidjanian et al., 2006), demonstrando que a grande diversidade natural apresentada

pelas cianobactérias pode estar relacionada ndo apenas as variagdes morfoldgicas, mas também ao
ambiente e ao historico evolutivo desses micro-organismos. Em adi¢ao € plausivel sugerir que essa
diversidade seja resultado, em ultima instancia, de extensas modificacdes e rearranjos gendmicos, o
que justificaria, a0 menos em parte, as divergéncias observadas em termos de tamanho do genoma.
Inicialmente, as cianobactérias foram separadas, em termos de classificagdes taxondmicas,

com base unicamente em caracteres morfoldgicos distintos (Anagnostidis & Komarek, 1985). O

advento de metodologias modernas, contudo, estimulou o desenvolvimento de novos modelos de
classificacao, influenciando, assim, sua taxonomia. Dessa forma, a classificagdo de cianobactérias
vem sendo atualmente revista com base também em estudos moleculares. Assim, dados moleculares
utilizando sequéncias de RNA ribossomal 16S e do gene nifD evidenciaram que as cianobactérias

heterocitadas, ramificadas ou ndo, formam um grupo monofilético tnico (Lyra et al., 2001; Henson

et al., 2004). Por outro lado, cepas unicelulares e filamentosas homocitadas apresentam

provavelmente uma origem polifilética (Litvaitis, 2002; Valério et al., 2009). A combinacdo entre

ambas abordagens, molecular e morfolégica, para a classificacido moderna dos organismos &,
portanto, essencial para estudos sobre o historico evolutivo desses organimos (Komarek, 2006).
Nesse contexto, a utilizagdo de paradmetros fisiologicos e metabolicos, somados aos parametros
morfolégicos e filogenéticos ja existentes, pode contribuir significativamente para um melhor
entendimento das relagdes entre diferentes clados da arvore filogenética.

Embora a maquinaria fotossintética das cianobactérias tenha sido amplamente estudada e

discutida em termos de evolucgao das cianobactérias (Badger et al., 2006), pouco se conhece sobre a

evolucdo de outras vias metabolicas e de sua diversidade metabdlica em cianobactérias (Steinhauser

et al.. 2012). Nesse sentido, durante mais de quatro décadas acreditou-se que esses micro-

organismos apresentavam o ciclo dos Acidos Tricarboxilicos (TCA) incompleto, devido a auséncia
da enzima 2-oxoglutarato desidrogenase (2-OGDH). No entanto, evidéncias recentes demostram
que o ciclo TCA pode ser concluido pela acdo de duas enzimas alternativas, a 2-oxoglutarato

descarboxilase (2-OGDC) e a semialdeido succinico desidrogenase (SSADH) (Zhang & Bryant,
14



2011). Estas duas enzimas seriam capazes de substituir, funcionalmente, as enzimas 2-OGDH e
succinil-CoA ligase, gerando equivalentes redutores e completando assim todo o ciclo (Zhang &
Bryant, 2011). A descoberta dessa variante metabolica estimula questionamentos sobre a vantagem
evolutiva da aquisi¢do desses genes, considerando que (i) algumas espécies de cianobactérias foram

capazes sobreviver sem eles (Steinhauser et al., 2012) e (if) outros organismos superiores (plantas e

animais) apresentam a enzima 2-OGDH ativa na auséncia dessas duas outras enzimas. Percebe-se,
portanto, que de um ponto de vista metabolico e molecular diferengas entre cepas de cianobactérias
parecem evidentes. Contudo, até o presente momento, nenhum estudo detalhado foi realizado com
vistas a caracterizar molecular e metabolicamente diferentes cepas de cianobactérias.

Registre-se também que as cianobactérias apresentam-se como organismos vantajosos para
utilizagdao em aplicagdes industriais, uma vez que possuem crescimento celular rapido, necessidades
nutricionais basicas (luz solar, agua e CO) e elevadas taxas de mutagdo, o que lhes confere grande

potencial para serem geneticamente modificadas (Heidorn et al., 2011; Ruffing, 2011; Wilde &

Dienst, 2011). Devido a sua diversidade natural e capacidade de crescer em uma variedade de

habitats, como areas improprias a agricultura, ha um crescente interesse na exploracdo destes
microrganismos para a producdo de biocombustiveis e outros produtos de alto valor de mercado

(Machado & Atsumi., 2012). Entretanto, além de conhecer melhor os fundamentos biologicos faz-se

necessario também conhecer a diversidade fisiologica e metabolica das cianobactérias, de modo a
otimizar sua aplicagao em processos biotecnoldgicos.

Grande parte da produgdo de biocombustiveis tem se concentrado em plantas de interesse
agronomico (e.g., milho, cana-de-agucar, soja e 6leo de palma, dentre outras). Contudo, o uso
dessas plantas em areas que poderiam ser utilizadas para a produgdo de alimentos, somados a perda
de ecossistemas e o aumento nos precos dos alimentos tem sido amplamente debatidos

(Gnansounou et al., 2009). Saliente-se, entretanto, que embora a maioria das opgdes para bioenergia

falhe em ambos os casos atualmente, a utilizagdo de micro-organismos tem demonstrado um
elevado potencial para produgdo de energia renovavel. Cumpre mencionar, portanto, que
cianobactérias apresentam capacidade fotossintética para converter at¢ 10% da energia solar em
biomassa, em comparacdo com o 1% registado em culturas energéticas convencionais, tais como o

milho ou cana-de-agticar, ou os 5% obtidos por algas (Parmar et al., 2011).

A utilizagdo de cianobactérias para a producido de etanol apresenta como vantagem o fato
desses micro-organismos possuirem a capacidade de realizar fermentagdao de forma natural, sem a
necessidade da adicdo de culturas de leveduras, como ocorre em processos fermentativos de

culturas energéticas tradicionais (Palinska & Krumbein, 2000; Gonzalez-Fernandez et al., 2012).

Nao obstante, a produ¢do de gés hidrogénio utilizando cianobactérias também constitui uma fonte
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de energia alternativa para um futuro no qual a disponibilidade de combustiveis fosseis sera

limitada (Dutta et al., 2005; Abed et al.. 2009). Desse modo, as cianobactérias representam um

sistema promissor para a produgdo de biocombustiveis e, embora melhorias sejam ainda requeridas,
principalmente por meio de engenharia genética, a produgdo de biocombustiveis a partir de

cianobactérias oferece potenciais vantagens sobre o sistema de produgdo agricola (Li et al., 2008).

A presenca de um ciclo incomum do TCA em cianobactérias gera uma perspectiva
interessante para a engenharia genética visando aplicacdes biotecnoldgicas, uma vez que quando
comparadas a eucariontes fototroficos, as cianobactérias ndo apresentam compartimentalizagao
celular, o que as tornam particularmente adequadas para a utilizagdo nesses processos. Em adicdo, e
voltando-se a uma perspectiva mais metabdlica, parece razoavel assumir que a engenharia
metabolica deva concentrar-se na introducao de vias que levam a novos produtos e/ou a melhoria de
rendimento, produtividade e fisiologia celular em geral. Assim, a quantificagdo de fluxos
metabolicos ¢ aparentemente um pré-requisito crucial para dirigir o substrato ao produto desejado.
Neste contexto, as grandes quantidades de sequéncias de dados acumulados de procariontes e
eucariontes, juntamente com o aumento de dados gerados por abordagens “6micas” proporcionam
novas oportunidades para o estudo da evolugao molecular e seu impacto fisiolégico, ndo apenas de
enzimas individuais, mas também de vias metabdlicas em um contexto mais amplo do metabolismo

celular (Steinhauser et al., 2012).

Tomados em conjunto, verifica-se um grande potencial no uso de cianobactérias com vistas
a aplicagdes biotecnologicas. Contudo, pouco ou nada se sabe acerca da variagdo natural entre
diferentes cepas de cianobactérias no que diz respeito ao seu metabolismo de forma geral. O
presente trabalho objetivou, portanto, descrever uma caracterizagdo fisioldgica e metabdlica
detalhada em cepas de cianobactérias disponiveis na Cole¢do de Cianobactérias e Microalgas
(CCM) presente no Laboratorio de Ficologia do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Ademais, pretendeu-se também avaliar se as relagdes
morfoldgicas entre as espécies se mant€ém ao compara-las por meio de critérios fisiologicos e
metabolicos. Adicionalmente, procurou-se identificar possiveis cepas que se destaquem por
apresentarem uma maior expressao em vias de produgdo de compostos de interesse econdmico e
que possam ser utilizadas futuramente em processos de engenharia genética visando aplicagdes

biotecnoldgicas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e selecao de cepas de cianobactérias
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Para este trabalho foram utilizadas 18 cepas da Cole¢do de Cianobactérias e Microalgas
(CCM) do Laboratério de Ficologia (DBV). Essas cepas foram selecionadas priorizando
organismos com caracteres morfologicos distintos, de modo a contemplar as diferentes Ordens do

Phylum Cyanophyta (Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales e Stigonematales) (Anagnostidis &

Komarek, 1985). As condi¢des ambientais nas quais esses organismos estavam submetidos também

foram consideradas buscando, assim, selecionar cepas de diferentes regides geograficas.

Devido a pequena disponibilidade de cepas unicelulares na CCM foram selecionadas apenas
trés cepas: Synechococcus elongatus (PCC 7942), Synechocystis sp. (PCC 6803) e Synechocystis
spl. Em termos de cepas filamentosas homocitadas foram obtidos cinco representantes:
Phormidium sp., Phormidium sp.1, Pseudanabaena muscicola, Geitlerinema unigranulatum e
Lyngbya sp. Em relagdo as cepas filamentosas heterocitadas, por apresentarem uma maior
diversidade em termos de caracteres morfoldgicos, foram utilizados dez representantes: Anabaena
sp., Brasilonema octagenarum, Calothrix sp., Fischerella sp., Gloeotrichia sp., Nodularia sp.,

Nostoc sp. (PCC7120), Nostoc sp.1, Stigonema sp. e Trichormus sp. (Tabela 1; Figura 1).

2.2 Condicoes de cultivo
As culturas estoque de cada cepa foram cultivadas em sala de crescimento em frascos do

tipo Erlenmeyer (125 mL) contendo 40 mL meio de cultivo BG-11 (Rippka et al., 1979). Com o

intuito de se manter os caracteres morfologicos normalmente observados nas cepas, optou-se por
adicionar nitrogénio (N) apenas no meio de cultivo utilizado para as cepas nao heterocitadas. Para a
produgdo de indculos, aliquotas de 2 mL foram retiradas das culturas estoque referentes a cada cepa
e inoculadas em Erlenmeyers (125mL) contendo 40 mL de meio de cultivo BG-11. Os frascos
foram mantidos em sala de cultivo sob fotoperiodo de 14h/10h (luz/escuro), temperatura de 24 + 2
°C, intensidade luminosa de 60 umol m* s e agitagdo constante (120 g), por um periodo entre 10 a

15 dias, dependendo da cepa.

2.3 Curvas de crescimento

Para identificar as diferentes fases de crescimento (lag, log e estacionaria), curvas de
crescimento foram realizadas. Foram utilizados frascos do tipo Erlenmeyer (125 mL) contendo 40
mL de meio BG-11 e a cada um dos frascos foi inoculado 1% de biomassa (v/v). As culturas foram
mantidas nas mesmas condi¢des descritas anteriormente. As avaliagdes de crescimento foram
realizadas por meio de contagem de c€lulas em intervalos de 24 h; registre-se, no entanto, que para

a cepa Brasilonema octagenarum, devido ao seu crescimento lento, as avaliagdes foram realizadas
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em intervalos de 48 h. As curvas de crescimento foram interrompidas apds o quarto dia na fase
estacionaria. A taxa de crescimento relativo (TCR) foi calculada a partir da fase log de cada cepa,
utilizando-se a seguinte férmula:

TCR:In(n células final|—1n (n° cé lulas inicial )

t,—t,

onde, In = logaritmo do ntimero de células, t, = dia em que a fase log iniciou e t; = ultimo dia da

fase log.
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Tabela 1: Informagdes referentes as cepas utilizadas neste trabalho.
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As cepas foram selecionadas da Colecao de Cianobactérias e Microalgas do Laboratério de Ficolog
da UFV. Asterisco (*) denota cepas obtidas da Paster Culture Collection (PCC).

Synechocystis sp.1 - UFV 039 Synechocystis sp. - PCC 6803 Synehococcus elongatus - PCC 7942

Lo e P —1 A o2
Gloeotrichia sp. - UFV 037 Anabaena sp. - UFV 016 Trichormus sp. - UFV 035

Nastoc sp. - PCC 7120 Nostoe sp.1 - UFV 020 Nodularia sp. - UFV 030

Fischerella sp. - ANT 040

Stigonema sp. - UFV 033 Brasilonema oclagenarum -UFV-El
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Figura 1: Imagens representativas das cepas utilizadas neste trabalho. Note que as
diferentes morfologias apresentadas permitiram a selecdo das cepas para as andlises
fisiologicas e metabdlicas. Cepas unicelulares contornadas em verde, em azul, cepas
filamentosas homocitadas, e, em vermelho, cepas filamentosas heterocitadas. Barras de
escala representam 20 um.
2.4 Eliminacao de contaminantes bacterianos

De modo a diminuir a interferéncia dos contaminantes bacterianos nas

avaliacdes de parametros metabolicos (descritos a seguir), as culturas foram submetidas

a tratamentos com diferentes antibidticos conforme descrito previamente em detalhes

(Choi et al., 2008). Em adi¢do, foram feitas estrias sucessivas em meio sélido, lavagens

em hipoclorito (3%, v/v) e adi¢do de ciclohexamida (50 ug mL™"), quando necessario.

2.5 Avaliagao dos parametros fotossintéticos e metabdlicos
As avaliagoes fisiologicas e metabolicas foram realizadas coletando-se amostras
no dia em que as cepas atingiram a metade do periodo de duragao da fase log. O horario

de coleta para todas as avaliagdes foi das 8 as 12 horas da manha.

2.5.1 Determinacio das taxas de consumo e evolucio de oxigénio e parametros de
fluorescéncia da clorofila a

Essas varidveis foram determinadas em um eletrodo do tipo Clark ligado a um
monitor de oxigénio biologico e acoplado a um fluorémetro com amplitude de pulso
modulado (FMS2, Hansatech, Norfolk, Reino Unido), como previamente descrito

(Torzillo et al., 1998; Jeon et al., 2005). Foram realizadas curvas de consumo ¢ evolugao

de oxigénio em resposta a irradiancia, variando-se a radiagdo fotossinteticamente ativa
(RFA) de 0 a 400 umol m?*s™, a 25 °C. O rendimento quantico maximo do fotossistema
I (F\/Fr) foi mensurado apds aclimatagdo das culturas por 20 minutos no escuro. A
dissipacdo de energia por fluorescéncia e calor (NO), a eficiéncia fotoquimica do
fotossistema Il adaptado a luz (®PSII) e a taxa de transporte de elétrons (ETR) foram
mensuradas apoOs a exposicao das culturas a uma intensidade de luz saturante, mas nao
fotoinibitoria (1000 pmol m? s), durante 5 minutos (Mouget & Tremblin, 2002;
Hendrickson et al., 2004).

2.5.2 Analises bioquimicas
As amostras coletadas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -80° C, procedendo-se, a posteriori, as seguintes analises:

2.5.2.1 Pigmentos fotossintetizantes
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Para a extragdo de clorofila a foram utilizados 2 mL de cultura de cada cepa.
Esse volume foi centrifugado a 13.000 g por 5 minutos, submetendo-se o precipitado a
extragdo etandlica a quente. Para isso adicionou-se 250 pL de etanol 98% (v/v) aos
microtubos que continham as aliquotas. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas por 20 minutos a 80 °C sob agitagdo constante de 837 g. Apds esse periodo as
amostras 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 extragdes conforme descrito acima, utilizando-se 250
pL de etanol 80% (v/v) e 50% (v/v). Os sobrenadantes obtidos foram misturados e

assim como o precipitado resultante foram armazenados a -80 °C (Nunes-Nesi et al.,

2007). A concentracdo de clorofila a foi determinada espectrofotometricamente
imediatamente apos a extracao, sendo a absorvancia determinada a 665 nm (Porra et al.,
1989). Para a extracdo de ficobiliproteinas utilizou-se 4 mL das culturas. Esse volume
foi centrifugado a 11.000 g por 10 minutos e o pellet foi imediatamente ressuspendido
em 4 mL de tampao acetato de sodio (20 mM) pH 5,5. A suspencao de células obtida foi
levada ao sonicador (amplitude 40% com pulsos de 5 s intercalados por intervalos de 2
s), sendo o tempo de exposicdo variavel para cada cepa. Apods o total rompimento das
células foi aplicado ao extrato 100 pL de sulfato de estreptomicina 1% (p/v) e esse foi
mantido a 4° C durante 30 minutos. Posteriormente, o extrato foi centrifugado a 11.000
g por 10 minutos. Para a determinacdo da concentracdo de ficobiliproteinas determinou-
se a absorvancia do sobrenadante a 565 nm (ficoeritrina), 620 nm (ficocianina) e 650

nm (aloficocianina) (de Marsac & Houmard, 1988).

2.5.2.2 Carboidratos soluveis totais

Para extracao 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. Apos a
centrifugacdo adicionou-se ao pellet 1 mL de H>SO, (1M). Os tubos foram mantidos por
30 minutos a 80° C e posteriormente centrifugados a 13.000 g por 10 minutos. Apods
esse periodo transferiu-se 100 pL. do sobrenadante para tubos de 2 mL e a esse volume
adicionou-se 60 pL de fenol 5% (v/v) e 300 uL de H>SO, concentrado. A solugdo foi
mantida a 90°C por 5 minutos. Para a determinag¢do da concentracdo de carboidratos

soluveis totais a absorvancia foi determinada a 490 nm (Masuko et al., 2005).

2.5.2.3 Glicogénio

A concentra¢do de glicogénio foi determinada conforme previamente descrito

(Ernst et al., 1984). Brevemente, foram utilizados 40 mL de cultura, sendo esse volume
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centrifugado a 11.000 g por 15 minutos e submetendo-se o precipitado a extracdo
etandlica a quente, como descrito anteriormente. O pellet obtido apds a extracao
etanolica foi lavado em 1 mL de etanol 100% (v/v) e centrifugado a 13.000 g por 5
minutos. O sobrenadante obtido foi descartado adicionando-se ao pellet 400 uL de KOH
(0,2 M) homogeneizando o mesmo até a completa fragmentagdo. O extrato resultante
foi mantido a 95° C durante 1 hora. Apds esse periodo, o extrato foi armazenado a 4 °C
durante 5 minutos. Posteriormente, 70 pL de acido acético (IM) foram adicionados
seguindo a homogeneizagdo. A digestdo do glicogénio foi realizada em placa de Elisa.
Para tanto aplicou-se em cada pogo os seguintes volumes: 80 pL de extrato, 30 puL de
tampao citrato (0,3 M) pH 4,6, 10 pL de amiloglucosidade (2 unidades de
reagdo/amostra) e 180 uL de agua, completando um volume final de 300 pL. Para
otimizar a reacdo, a placa foi acondicionada em um bloco térmico com agitagdo por 30
minutos a 55° C, sendo posteriormente mantida a 4° C por 5 minutos. Para
determinagdo espectrofotométrica do glicogénio outra reacao foi montada em placa de
Elisa utilizando 150 pL de tampdo T» contendo Imidazol (0,2 M) pH 6,9, NAD" (4
mM), ATP (2 mM) e desidrogenase da glicose-6-fosfato (1 unidade /reagdo). Para cada
reacdo foram utilizados 50 pL do extrato digerido (para algumas cepas foi necessario no
entanto a utilizagdo de um menor ou maior volume de extrato digerido) e o volume final
completado para 300 pL. A absorvancia foi determinada continuamente a 340 nm e
quando essa atingiu a base de leitura aplicou-se 10 pL de hexoquinase (3

unidades/reagdo) continuando as leituras até nova estabilizagao.

2.5.2.4 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. Apds centrifugacao 500 pL
de NaOH (0,1 M) contendo 1% (p/v) de dodecil sulfato de sddio (SDS), foram
adicionados 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 puL de HCI (0,4 M), procedendo-se a
homogeneizagao e centrifugagdo a 11.000 g por 10 minutos. Para a determinagdo das
proteinas totais 100 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos de 2 mL com a
adi¢do de 500 uL de uma solu¢do preparada previamente (6 mL de NaOH 0,1N/Na,CO;
2%, (p/v)), 60 uL de CuSOs 0,5% (p/v) e 60 pL de tartarato de sddio e potassio 1%
(p/v), mantendo a reagdo a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida,

adicionou-se 100 pL da solugdo de folin fenol (folin fenol/dgua destilada, 1:1 (v/v)),
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mantendo-se a reagdo no escuro a temperatura ambiente por 40 minutos. Para a
determinagdo da concentragdo de proteinas totais a absorvancia da solucdo foi

determinada a 750nm (Lowry et al., 1951).

2.5.2.5 Aminoacidos totais
A concentracdo de aminodcidos totais foi determinada como previamente

descrito (Sienkiewicz-Porzucek et al., 2008). Para isso coletou-se 20 mL de cultura e

centrifugou a 11.000 g por 10 minutos. O precipitado obtido foi submetido a extracao
etanolica a quente conforme descrito anteriormente. Por fim, montou-se uma reagdo em
placa de Elisa, aplicando em cada pogo os seguintes volumes: 50 pL de extrato
etanolico, 50 uL de tampao citrato de sddio (1M) com 0,2% (p/v) acido ascorbico pH
5,2 ¢ 100 pL de ninhidrina 1% (p/v). A reagdo foi mantida a 95 °C por 25 minutos no
escuro, procedendo-se a leitura da absorvancia a 550 nm para a determinagdo da

concentracao de aminoacidos totais.

2.5.2.6 NAD(H) e NADP(H)
As concentracdes de NAD(H) e NADP(H) foram determinadas de acordo com

protocolo previamente descrito (Schippers et al., 2008). De forma resumida, duas

amostras de 15 mL de cada cultura foram identificadas como amostra “A” (utilizada
para determinagdo dos nucleotideos oxidados — NAD" ¢ NADP") e amostra “B”
(utilizada para determinagao dos nucleotideos reduzidos — NADH e NADPH). Os tubos
foram centrifugados a 11.000 g por 20 minutos e os precipitados ressuspendidos em 2
mL de 4gua destilada e, posteriormente, transferidos para tubos de 1,5 mL e
centrifugados a 13.000 g por 5 minutos. Foram adicionados 400 uL. de HC1O4 (0,1 M) e
400 pL de KOH (0,IM) as amostras “A” e “B”, respectivamente. Os tubos foram
agitados em vortex para homogeneizacao do precipitado e mantidos em gelo por 10
minutos. Apos esse periodo as amostras foram centrifugadas a 13.000 g a 4° C por 10
minutos, transferindo-se 200 pL do sobrenadante para um novo tubo. Posteriormente,
esse volume foi incubado a 95° C por 2 minutos e transferido para gelo. Por fim, de
modo a neutralizar as amostras, adicionou-se 200 pL. de KOH (0,1 M)/Tris (0,2 M), pH
84, ¢ 200 pL de HCIO,s (0,1 M)/Tris (0,2 M), pH 8.4, a amostra “A” e “B”,
respectivamente. A determinagdo das concentragdes de NAD" (amostra “A”) e NADH
(amostra “B”) foram realizadas em placa de Elisa, utilizando-se os seguintes volumes:

50 uL de meio de reagdo contendo Tricina (0,3 M)/KOH pH 9, Na,EDTA (12 mM),
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fenazina etosulfato (PES 0,3 mM), Brometo de azul de triazolil tetrazolito (MTT 1,8
mM), etanol (1,5 M) e desidrogenase do alcool (18 unidades/mL), 50 pL de agua
destilada e 50 pL de extrato “A” ou “B” (para algumas cepas foi necessario a utilizagao
de um menor ou maior volume de extrato). A absorvancia da reagdao foi determinada
continuamente por 40 minutos a 570 nm. A determinagdo da concentragdo de NADP”
(amostra “A”) e NADPH (amostra “B”) foi realizada, semelhantemente, em placa de
Elisa, utilizando-se 50 pL de meio de reagdo contendo Tricina (0,3 M)/KOH pH 9,
Na,EDTA (12 mM), fenasina metafulfato (PMS 0,3 mM), MTT (1,8 mM), glicose-6-
fosfato (9 mM) e desidrogenase da glicose-6-fosfato (9 unidades /mL), 50 pL de dgua
destilada e 50 pL de extrato “A” ou “B”. As leituras da absorvancia ocorreram como

descrito anteriormente.

2.5.2.7 Lipidios totais

Os lipidios totais foram extraidos da biomassa fresca (Bligh & Dyer, 1959). Para
tanto, 40 mL de cultura foram centrifugados a 11.000 g com tempo variavel para cada
cepa. O precipitado foi ressuspendido em 2 mL de agua destilada e centrifugado
novamente. A esse precipitado obtido adicionou-se 2 mL de metanol e 1 mL de
cloroférmio, mantendo o mesmo em gelo e, a posteriori, levado para o sonicador
(amplitude 40% com pulsos de 5 s intercalados por intervalos de 2 s) durante 20
minutos. Apds esse periodo adicionou-se ao extrato 1 mL de cloroférmio colocando o
mesmo novamente no sonicador por 10 minutos. Terminada essa etapa, adicionou-se ao
extrato 1,8 mL de dgua, e apos agitagdo procedeu-se a centrifugagdo a 11.000 g por 10
minutos. Com o auxilio de uma pipeta do tipo Paster retirou-se com cuidado a fase
inferior transferindo-a para um tubo de 2 mL. Com o intuito de se remover possiveis
fragmentos celulares presentes no extrato, este tubo foi centrifugado a 13.000 g por 5
minutos, sendo o extrato transferido para um novo tubo de mesmo volume e com peso
aferido anteriormente (antes de ter seu peso aferido o tubo foi seco em estufa por 48 h).
O extrato foi mantido a 55° C para evaporacao do cloroféormio e a biomassa resultante
da extragdo adicionou-se 1 mL de cloroférmio e 1 mL de 4gua, procedendo-se a
agitacdo e posterior centrifugacdo a 11.000 g por 10 minutos. A fase inferior foi
novamente removida e transferida para um tubo de 2 mL, sendo centrifugada a 13.000 g
por 5 minutos e o sobrenadante combinado ao tubo que estava a 55 °C, sendo mantido
nessa temperatura até total evaporagdo do cloroformio. Por fim, os tubos foram
deixados em estufa a 60° C aferindo-se seus pesos apos 48, 72 ¢ 96 h, de modo a obter

peso constante. Para expressar os resultados em propor¢ao de lipidios por miligrama de
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massa seca, o volume obtido foi determinado, ficando entre 5 a 10 mL de cultura, que
foram centrifugadas em um tubo com peso aferido a priori. O precipitado foi seco em

estufa a 60° C, sendo aferido seu peso nos mesmos intervalos descritos anteriormente.

2.6 Ensaios enzimaticos

A atividade enzimatica da 2-OGDC e da SSADH foram avaliadas por meio da
determinagdo da atividade acoplada conjunta das enzimas na conversdo de 2-
oxoglutarato em succinato, de acordo com protocolo utilizado previamente em
cianobactérias (Zhang & Bryant, 2011). Para obten¢do do extrato de células lisadas, 10
mL de cultura foram centrifugados a 11.000 g por 10 minutos. O precipitado obtido foi
ressuspendido em 300 uL do reagente para extragdo de proteinas BugBuster ™ Master
Mix (Novagen) e mantido sob agitacdo lenta durante 20 minutos, a 25° C. O extrato foi
centrifugado a 13.000 g por 30 minutos e armazenado em gelo. Para a determinagdo das
atividades enzimaticas em placa de Elisa, foram utilizados: 150 pL de meio de reagdo
contendo tiamina pirofosfato (TPP 0,3 mM), DL-Ditiotreitol (DTT 1 mM), tampao
fosfato de potassio 50 mM/ MgCl, 1 mM, pH 7,0, NADP" 2 mM e 150 pL do extrato de
células lisadas . A absorvancia da reagdo foi determinada continuamente a 340 nm em
intervalos de 40 s e quando essa atingiu a estabilidade aplicou-se 40 pL de 2-

oxoglutarato 2 mM a cada amostra.

2.7 Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi instalado e analisado segundo o delineamento em blocos
casualizados (DBC), em que cada bloco era composto pelas 18 cepas com trés
repeticoes. Os dados obtidos para os parametros fisioldogicos e metabdlicos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA, P < 0,05), e as médias foram comparadas
entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. Todas essas andlises foram realizadas
no software R versdo 3.0.0. Por fim, os resultados obtidos foram submetidos a analises
multivariadas, com o intuito de se avaliar como as diferentes cepas se relacionam,
tomando como base os parametros ora determinados. A andlise de componentes
principais e a matriz de correlacdo foram realizadas no software TMEV (Saeed et al.

2006).

3. RESULTADOS
Com o intuito de se obter uma melhor visualizagdo dos dados as 18 cepas

selecionadas foram divididas em trés grupos (Tabela 1; Figura 1), tomando como base
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os caracteres morfologicos: (i) unicelular, composto por cepas com células solitarias
representantes da ordem Chroococcales (Tabela 1; Figura 1); (i) filamentoso
homocitado, composto por cepas pertencentes a ordem Oscillatoriales, que apresentam
filamentos ou tricomas contendo apenas células vegetativas (Tabela 1; Figura 1); (iif)
filamentoso heterocitado, composto por cepas das ordens Nostocales e Stigonematales,
caraterizadas por apresentar células vegetativas que podem se diferenciar em heterdcitos

e acinetos, como também exibir ramificagdes falsas ou verdadeiras (Tabela 1; Figura 1).

3.1 Crescimento e producio de biomassa

As cepas selecionadas exibiram padrdes de crescimento distintos, refletindo
diretamente no tempo de duragdo total das curvas de crescimento (Figura Suplementar
1). A taxa de crescimento relativo (TCR) das cepas representantes unicelulares foi
estatisticamente semelhante, e bastante similar principalmente entre as cepas UFV-039 e
PCC 6803, pertencentes ao género Symechocystis (Tabela 2). As cepas filamentosas
homocitadas apresentaram as maiores TCR, com excecdo da cepa UFV-047 (Tabela 2).
As cepas UFV-036 e UFV-027, pertencentes ao mesmo género (Phormidium),
apresentaram taxas de crescimento muito proximas. A cepa UFV-007 apresentou a

maior taxa de crescimento entre as 18 cepas selecionadas (0,72 célula dia™) (Tabela 2).

Tabela 2: Varia¢do natural no padrao de crescimento entre as diferentes cepas de
cianobactérias utilizadas

TCR* (nGimero de células dia™) Biomassa (mg mL").

Unicelular

UFV-039 0,46 = 0,02 cde 043 £ 0,03 b

PCC 6803 0,47 + 0,04 cde 0,42 += 0,06 bc

PCC 7942 0,56 = 0,01 bed 0,30 = 0,06 bcde
Filamentoso homocitado

UFV-007 0,72 + 0,03 a 0,17 = 0,05 h

UFV-024 0,58 + 0,05 abc 0,27 += 0,06 defgh

UFV-027 0,63 = 0,05 ab 0,26 = 0,07 defgh

UFV-036 0,66 + 0,03 ab 0,27 + 0,05 defgh

UFV-047 0,30 + 0,03 fg 0,17 = 0,04 h

Filamentoso heterocitado
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UFV-006 0,45 = 0,11 cdef 0,66 + 0,07 a

UFV-037 0,51 + 0,01 bede 034 + 0,07 bede
UFV-016 0,55 + 0,08 bed 030 + 0,10 defg
UFV-035 044 + 0,02 cdef 023 + 0,03 efgh
UFV-020 043 + 0,07 cdef 0,26 + 0,03 defgh
PCC 7120 045 + 0,04 cdef 021 + 003 fgh
UFV-030 041 + 0,08 defg 031 + 0,05 cdef
UFV-033 026 + 0,05 g 0,22 + 0,08 fgh
ANT-040 037 + 0,03 efg 024 + 0,03 efgh
UFV-El 026 + 001 g 036 = 0,05 bed

*Taxa de Crescimento Relativo (TCR). Valores representam a média + desvio padrdo (n= 6). Médias
seguidas por uma mesma letra dentro de cada linha ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo
teste Tukey.

O grupo composto pelas cepas filamentosas heterocitadas, de maior diversidade
morfoldgica entre os grupos descritos anteriormente, apresentou variagdo nas taxas de
crescimento, principalmente quando comparadas cepas ramificadas e ndo ramificadas.
Cepas com maiores similaridades morfoldgicas apresentaram taxas de crescimento
estatisticamente semelhantes (Tabela 2).

Em termos de biomassa, as cepas unicelulares apresentaram valores similares.
As cepas filamentosas homocitadas UFV-024, UFV-027 e UFV-036 ndo diferiram para
esse parametro, sendo os menores acimulos de biomassa também observados para esse
grupo (0,17 mg.mL"', UFV-007 e UFV-047) (Tabela 2). O maior acimulo de biomassa
foi observado na cepa UFV-006 pertencente ao grupo composto por organismos
filamentosos heterocitados, embora ndo tenham sido observados valores elevados de
acimulo biomassa para esse grupo. Nesse sentido, as elevadas TCR observadas em
cepas unicelulares foram acompanhadas de uma maior producdo de biomassa desse
grupo (Tabela 2). Registre-se também que o tamanho médio das células correlacionou-
se negativamente com o nimero maximo de células alcangado por cada cepa (Figura
Suplementar 2). Nesse contexto, cepas unicelulares, por possuirem células menores,
apresentaram, em média, um maior nimero de células ao fim das curvas de crescimento
(3,08x10* células), o que refletiu diretamente em uma maior producdo de biomassa

(Tabela 2).

3.2 Irradiancias de compensacio e saturacio
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A irradidncia de compensagdo (/) foi bastante semelhante entre as cepas
unicelulares, comportamento também observado nos organismos homocitados (Tabela
3), com maiores valores para esse ultimo grupo. Avaliando-se as cepas heterocitadas,
verificou-se que a I. foi semelhante entre cepas de mesmo padrio morfologico,
destacando-se ANT-040 e UFV-E1 como as cepas com maiores valores de . (51,96 e
42,70 umol m?* ™', respectivamente; Tabela 3). De forma distinta do observado para a I
a irradiancia de saturacdo (/) teve maior variagdo entre cepas de mesmo padrdo
morfologico (Tabela 3). Assim, embora as cepas UFV-039 e PCC 6803 pertencam ao
mesmo género, a /; foi bastante diferente. Entre as cepas homocitadas, apenas as cepas
UFV-027 e UFV-036, apresentaram valores de /s préximos (Tabela 3). Os organismos
heterocitados apresentaram a maior variagcdo nos valores /s (entre 52,79 e 228,09 pmol
m? s'). Cumpre mencionar que as cepas que apresentaram os maiores valores de I

(ANT-040 e UFV-E1) também apresentaram os maiores valores de /s (Tabela 3).

Tabela 3: Variacées na I. e I, entre as diferentes cepas de cianobactérias
utilizadas

I* L*
umol m?s™
Unicelular
12,3
UFV-039 7 £ 237 ¢ 5221 + 8,93 fg
13,8 31,0
PCC 6803 5 + 35 ¢ 110,48 =+ 6 cd
15,9 20,6
PCC 7942 1 £ 4,02 ¢ 58,90 =+ 3 efg
Filamentoso homocitado
20,9 b 10,5
UFV-007 9 £+ 709 ¢ 61,82 = 5 efg
17,3 b 20,7
UFV-024 7 £ 491 ¢ 119,72 + 3 ¢
21,6 b 100,6 14,6
UFV-027 1 £ 388 ¢ 2 &+ 1 cde
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UFV-036

UFV-047

Filamentoso heterocitado

UFV-006

UFV-037

UFV-016

UFV-035

UFV-020

PCC 7120

UFV-030

UFV-033

ANT-040

UFV-El

20,9

20,4

13,4
0 +

15,9
8 =+

28,8
9 +

13,8
1 +

22,1
8 =+

17,9
4 +

17,7
7+

20,9
5 +

51,9
6 =+

42,7
0 =+

=g

2,89

(<]

e T

24

3,26 ¢

4,55 ¢

5,60 b

349 ¢

=g

7,20

(<]

e T

1,25

e T

4,61

e T

0,60

5,70 a

10,7
7 a

96,18 =+

4393 +

106,2

115,10

H_

121,6

92,15 =+

116,74 +

68,86 =+

115,95 =+

52,79 =+

228.,0
9 +

168,8
9 +

15,8
7 cde

300 g

27,7

23,11 be

22,1

13,4
7 cdef

25,7

def
1191 ¢

29,6

1,12 fg

23,7
8 a

24,2
2 b

* Irradidncia de compensacao (/) e Irradidncia de saturacao (/). Estatisticas conforme descrito na Tabela

2.

3.3 Parametros fotossintéticos e de fluorescéncia

A fotossintese liquida (4) foi bastante similar, principalmente entre cepas com

maior semelhanga morfologica (Figura 2A). As cepas unicelulares UFV-039 ¢ PCC

6803 exibiram A muito proximos; fato similar foi também observado para algumas

cepas (UFV-027 e UFV-036) homocitadas (Figura 2A). Essa ordem também apresentou,

em média, a maior 4 comparada aos demais grupos. Ndo obstante, a cepa UFV-024,

também homocitada, exibiu a maior 4. De forma interessante, as cepas heterocitadas

apresentaram uma menor variagdo entre as cepas, particularmente quando comparado
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aos organismos homocitados, sendo possivel observar que cepas com maior semelhanga
morfologica apresentaram valores similares de A (Figura 2A). De forma oposta a
observada para A4, as cepas estudadas apresentaram maior variacdo em termos de
respiragdo no escuro (R4). Esta variagdo foi observada mesmo entre cepas
morfologicamente semelhantes. Assim, embora as cepas unicelulares apresentassem Rq
bastante semelhante, as cepas homocitadas e heterocitadas apresentaram uma maior
variacdo (Figura 2B). Registre-se também que as cepas heterocitadas apresentaram as
maiores taxas respiratorias, destacando-se a cepa ANT-040 que apresentou a maior Rq

(Figura 2B).

2.0 4(A) Fotossintese liquida B Unicelular (B) Respiragio
Bl Fiamentoso homocitado
Il Fiamentoso heterocitado ros3

T
o
5}

ol .
nmol O, min"pg" clorofila a
T
=
=

nmol O, min” pg” clorofila a

- 0.0

Figura 2: Caracterizagdo fisiologica de cepas de cianobactérias pertencentes a
diferentes grupos morfoldgicos. (A) Variagdes nas taxas de fotossintese liquida (4) e (B)
respiragdo no escuro (R4) observadas nas diferentes cepas utilizadas. Valores
representam a média = desvio padrio (n= 6). Médias seguidas por uma mesma letra ndo
diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.

Com o intuito de compreender as razdes pelas quais grandes variagdes em A
foram observadas, parametros de fluorescéncia foram determinados. Pequenas variagoes
em F./F, entre as cepas unicelulares (0,73 a 0,77) e homocitadas (0,64 a 0,78) foram
observadas; ademais, as cepas unicelulares apresentaram, em média, os maiores valores
de F./Fy. Por outro lado, o grupo composto por organismos heterocitados apresentou
uma maior oscilagao desse parametro (0,24 a 0,77), com destaque para as cepas que
possuem filamentos ramificados (UFV-033, ANT-040 e UFV-E1) que apresentaram os
menores valores de F,/F,, (Figura 3A). A ®PSII se mostrou relativamente elevada nas
cepas unicelulares (Figura 3B). Os maiores valores de ®PSII foram observados nas
cepas UFV-047 e UFV-007 (0,64 e 0,66, respectivamente), ambas homocitadas (Figura
3B). As cepas heterocitadas apresentaram os menores valores de ®PSII, com destaque

para as cepas com filamentos ramificados (Figura 3B). Em geral, as cepas ndo
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ramificadas apresentaram maiores valores de ®PSII (Figura 3B, Figura Suplementar 3).
A NO apresentou-se semelhante entre as cepas unicelulares (Figura 3C). As cepas UFV-
047 e UFV-007, ambas homocitadas, apresentaram os menores valores de NO (Figura
3C). Interessantemente, o grupo composto por cepas heterocitadas apresentou os
maiores valores de NO, observados principalmente nas cepas com filamentos
ramificados (Figura 3C, Figura Suplementar 4). De forma semelhante a observada para
a OPSII, os valores de ETR apresentaram os maiores valores para as cepas homocitadas
e os menores, principalmente, nas cepas heterocitadas ramificadas (Figura 3D, Figura

Suplementar 5).

(A) B Ordem Chroococcales (B)
1.0 EE Ordem Oscillatoriales F1.0
R Ordem Nostocales

ab 2 a a

0.8

0.6 1
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0.4 4
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0.0
1.2 4

(©) (D)

1.0 abc

ab ab

bed cdef bedef] bedef

0.8 cde
defg def I 200

def fgh
efg efg
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efg
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Figura 3: Caracterizacdo dos parametros de fluorescéncia da clorofila a de cepas de
cianobactérias pertencentes a diferentes grupos morfoldgicos. (A) Rendimento maximo
do fotossistema II (F\/F,,); (B) Eficiéncia fotoquimica do fotossistema II adaptado a luz
(®PSII); (C) Dissipagao de energia por fluorescéncia e calor (NO); (D) Taxa de
transporte de elétrons (ETR). Estatisticas conforme descrito na Figura 2.

3.4 Alteracoes metabdlicas em resposta a variacoes morfologicas em cepas de
cianobactérias

Em funcdo dos resultados observados para as andlises de trocas gasosas (Figura
2) e parametros de fluorescéncia (Figura 3), uma extensiva andlise metabolica foi

realizada e ¢ descrita a seguir.
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3.4.1 Pigmentos

As concentragdes de clorofila a se mostraram bastante similares entre as cepas
unicelulares (Figura 4A). Em contra partida observou-se diferengas nas concentragdes
de clorofila a entre as cepas homocitadas. Destaca-se que a cepa UFV-024 apresentou a
menor concentracdo de clorofila a entre as cepas selecionadas (Figura 4A). Entre as
cepas heterocitadas os valores se mostraram semelhantes, principalmente entre cepas
com maior similaridade morfolégica (Figura 4A). Assim, as cepas UFV-035 e PCC
7120 apresentaram as maiores concentragdes de clorofila entre as cepas selecionadas

(Figura 4A).
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Figura 4: Caracterizagdo das concentragdes de pigmentos de cepas de cianobactérias
pertencentes a diferentes grupos morfoldgicos. (A) Clorofila a; (B) ficoeritrina; (C)
ficocianina; (D) aloficocianina. Estatisticas conforme descrito na Figura 2.

Dentre as ficobiliproteinas, a ficoeritrina apresentou as menores concentragoes
para grande parte das cepas (Figura 4B). Nesse contexto, baixas concentracdes de
ficoeritrina foram detectadas nas cepas unicelulares, quando comparado as cepas
filamentosas (Figura 4B). Nas cepas homocitadas foi observada uma grande variagao
nas concentracdes desse pigmento, mesmo em cepas pertencentes a0 mesmo género
(UFV-027 e UFV-036; Figura 4B). Registre-se também que a ficoeritrina ndo foi

detectada na cepa UFV-007. Entre as cepas heterocitadas também se observou grande
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variagdo na concentracdo desse pigmento (Figura 4B). Assim, embora a cepa UFV-020
apresentou a maior concentracdo, nas cepas UFV-033 e ANT-040 ndo foram detectadas
concentracoes significativas de ficoeritrina. De forma interessante, a ficoeritrina se
apresentou como o pigmento de maior concentracdo nas cepas UFV-006 e UFV-037
(Figura 4B). A ficocianina foi o pigmento de maior abundancia em grande parte das
cepas (Figura 4C). Registre-se também que os valores de ficocianina se mostram
bastante semelhantes entre as cepas dentro de cada grupo, para as unicelulares e
homocitadas. Nesses grupos as cepas de mesmo género (UFV-039 e PCC 6803; UFV-
027 e UFV-036, respectivamente) apresentaram valores muito proximos de ficocianina
(Figura 4C). Por outro lado, grandes variagdes para a concentragao de ficocianina foram
observadas entre as cepas heterocitadas, observando-se as maiores concentragdes (UFV-
016 e PCC 7120), como também a menor (UFV-006). Cumpre mencionar também que a
concentragdo de ficocianina se mostrou semelhante entre cepas com maior similaridade
morfoldgica (Figura 4C). Baixas concentragdes de aloficocianina foram detectadas nos
representantes unicelulares (Figura 4D), sendo que sua concentragcdo pouco variou entre
as cepas. De forma oposta, dentre as cepas homocitadas uma grande varia¢do nas
concentragdes de aloficocianina foi observada (Figura 4D). Semelhantemente, grande
variagdo na concentragcdo de aloficocianina pdde também ser observada entre as cepas
heterocitadas (Figura 4D). Salienta-se assim, que embora a maior concentracdo de
aloficocianina tenha sido observada na cepa UFV-016, ndo foram detectadas
concentragdes significativas desse pigmento nas cepas UFV-033 e ANT-040, ambas
cepas heterocitadas ramificadas (Figura 4D). Nao obstante, as cepas heterocitadas

apresentaram, em média, as maiores concentracoes desses pigmentos (Figura 4).

3.4.2 Proteinas e aminoacidos totais

De forma geral, verificou-se que as concentracdes de proteinas apresentaram
uma pequena variacdo entre as cepas analisadas, afirmativa essa particularmente valida
para as cepas unicelulares e homocitadas (Figura 5A). Comparativamente, as cepas
heterocitadas apresentaram uma maior variacdo nas concentragoes de proteinas, mesmo
em cepas com maior semelhanca morfologica (Figura 5A). Registre-se que embora a
maior concentra¢do de proteinas tenha sido observada na cepa UFV-024 e a menor na
cepa UFV-E1 (Figura 5A), essa diferenca foi sobremodo pequena (pouco mais de 3

vezes).
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Figura 5: Caracterizagdo das concentragdes de proteinas e aminodcidos em cepas de
cianobactérias pertencentes a diferentes grupos morfoldgicos. (A) Proteinas totais e (B)
aminoacidos totais. Estatisticas conforme descrito na Figura 2.

De forma interessante, as concentragdes de aminoacidos apresentaram uma
maior variacdo quando comparado as proteinas totais (Figura 5B). Nesse contexto,
embora as cepas unicelulares e homocitadas apresentem valores relativamente similares
de aminoacidos totais, entre as cepas heterocitadas uma maior oscilacdo nas
concentragdes de aminoacidos foi verificada. Saliente-se também que as menores
concentracdes de aminoacidos totais foram observadas em cepas desse grupo (UFV-006,
UFV037 e UFV-030) (Figura 5B). Em geral, as cepas homocitadas apresentaram as

maiores concentragdes de proteinas totais e as unicelulares de aminoacidos totais.

3.4.3 Carboidratos soltiveis totais e glicogénio

As concentracdes de carboidratos soluveis totais variaram, em geral, pouco entre
as cepas selecionadas (Figura 6A). Assim, concentracdes semelhantes para esses
carboidratos foram observados para as cepas unicelulares e homocitadas (Figura 6A).
Cumpre mencionar que neste ultimo grupo foi observado, na cepa UFV-024, a menor
concentracdo de carboidratos (Figura 6A). Registre-se também que a maior variagdo
observada nas cepas heterocitadas pode ser atribuida, em grande parte, as elevadas

concentragdes encontrada nas cepas UFV-E1 e UFV-020 (Figura 6A).
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Figura 6: Caracterizagcdo das concentracdes de carboidratos soluveis totais e glicogénio
em cepas de cianobactérias pertencentes a diferentes grupos morfologicos. (A)
Carboidratos soluveis totais e (B) glicogénio. Estatisticas conforme descrito na Figura 2.

De forma oposta a observada anteriormente, as concentragcdes de glicogénio
apresentaram uma maior variagdo entre as cepas (Figura 6B) e, assim, variacdes nas
concentracdes foram observadas nos trés grupos. Entre as unicelulares, embora as
concentragdes encontradas nas cepas do género Synechocystis (UFV-039 e PCC 6803)
foram semelhantes, diferiram significativamente do observado para a cepa PCC 7942
(Figura 6B). De maneira interessante, nas cepas homocitadas, enquanto a cepa UFV-036
apresentou a menor concentracdo de glicogénio, uma elevada concentragdo desse
carboidrato de reserva foi observada para a cepa UFV-027, pertencente a0 mesmo
género (Figura 6B), as demais cepas desse grupo apresentaram concentragdes
semelhantes estatisticamente (Figura 6B). Adicionalmente, as cepas heterocitadas
apresentaram grande oscilagdo nos teores de glicogénio (Figura 6B), embora tenha sido
possivel identificar similaridades entre algumas cepas com maior semelhanca
morfologica, como observado para as cepas ramificadas UFV-033 e ANT-040, e para as
nado ramificadas UFV-016 e UFV-035. Como observado para os carboidratos soliveis
totais, a cepa UFV-E1 apresentou a maior concentragdo de glicogénio entre as demais

cepas (Figura 6B).

3.4.4 Lipidios totais

As concentracdes de lipidios totais foram estatisticamente semelhantes entre as
cepas unicelulares (Figura 7). Em adigdo, as cepas homocitadas também apresentaram
valores similares, excecdo feita a cepa UFV-027, na qual a menor concentragdo de
lipidios totais foi observada. Nas cepas heterocitadas semelhangas estatisticas entre

grande parte das cepas avaliadas foi observada, principalmente entre aquelas com
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maiores similaridades morfoldgicas (Figura 7). Saliente-se aqui, que esse grupo também
apresentou, em média, os maiores concentragdes de lipidios totais com a cepa ANT-040

apresentando o maior teor de lipidios totais (Figura 7).
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Figura 7: Caracterizacdo das concentragdes de lipidios totais em cepas de
cianobactérias pertencentes a diferentes grupos morfoldgicos. Estatisticas conforme
descrito na Figura 2.

3.4.5 Produtividade diaria

Os valores de produtividade diaria foram obtidos dividindo as concentracdes de
biomassa total, carboidratos totais, proteinas totais e lipidios totais (Figura 5, Figura 6,
Figura 7) pelo nimero de dias de cultivo necessario para que cada cepa atingisse metade
do periodo de duragdo da fase log (Tabela Suplementar 1). Ao se analisara
produtividade didria de biomassa as cepas unicelulares apresentaram, em média, a maior
produtividade diaria, com pouca, ou nenhuma, diferenca estatistica entre as cepas dentro
desse grupo (Figura 8A). Ja entre as cepas homocitadas foi observada uma maior
varia¢do na produtividade didria de biomassa. Adicionalmente, grande parte das cepas
heterocitadas apresentaram uma produtividade diaria de biomassa semelhante e, assim,
a cepa UFV-006 apresentou a maior produtividade diaria ao passo que as cepas
ramificadas (UFV-033, ANT-040 ¢ UFV-El) se destacaram pela menor produtividade
didria de biomassa (Figura 8A). A produtividade didria de carboidratos soluveis totais
apresentou uma pequena variagao entre as cepas unicelulares, sendo também observado,
em média, a maior produtividade em cepas desse grupo (Figura 8B). Entre as cepas
homocitadas também foi observada uma pequena variacdo, principalmente devido a
baixa produtividade observada na cepa UFV-024. Nas cepas heterocitadas verificou-se

maior produtividade com a cepa UFV-020 (Figura 8B). Cumpre registrar que variagdes
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mesmo entre cepas com maior semelhanca morfologica foram observadas, entretanto, as

cepas ramificadas apresentaram produtividade estatisticamente semelhante (Figura 8B).
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Figura 8: Caracterizagdo das produtividades diarias em cepas de cianobactérias
pertencentes a diferentes grupos morfologicos. (A) Produtividade diaria de biomassa;
(B) produtividade didria de carboidratos soluveis totais; (C) produtividade didria de
proteinas totais; (D) produtividade diaria de lipidios totais. Os valores foram obtidos
dividindo a concentracdo total pelo nlimero de dias de cultivo de cada cepa. Estatisticas
conforme descrito na Figura 2.

A produtividade diaria de proteinas totais foi variavel entre as cepas analisadas (Figura
8C). As cepas unicelulares apresentaram uma pequena variagdo, principalmente pela
maior produtividade observada em PCC 7942 (Figura 8C). As cepas homocitadas
apresentaram, em média, a maior produtividade diaria de proteinas. Ademais, dentro
desse grupo as concentragdes variaram entre as cepas, sendo observada para a cepa
UFV-024 a maior produtividade (Figura 8C). A produtividade diaria de proteinas nas
cepas heterocitadas se mostrou bastante semelhante, principalmente entre as cepas com
maior similaridade morfolégica. A menor produtividade entre todas as cepas
selecionadas foi observada na cepa UFV-E1 (Figura 8C). As cepas unicelulares
apresentaram também, em média, a maior produtividade de lipidios, sendo os valores

estatisticamente semelhantes entre as trés cepas selecionadas (Figura 8D). No grupo das
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cepas homocitadas, embora algumas cepas apresentaram valores semelhantes de
produtividade de lipidios, verificou-se que a cepa UFV-036 apresentou a maior
produtividade, e a UFV-027, pertencente ao mesmo género, baixa produtividade diéria
de lipidios (Figura 8D). Para o grupo das cepas heterocitadas ndo foram observadas
diferengas entre a maioria das cepas, sendo a menor produtividade didria de lipidios na

cepa UFV-E1 (Figura 8D).

3.4.6 Concentracoes de nucleotideos de piridina

Para todas as cepas analisadas, as concentracdes de nucleotideos de piridina
oxidados (NAD" e NADP") foram maiores que as de reduzidos (NADH ¢ NADPH;
Figura 9). As concentragdes de NAD™ apresentaram pequenas variagdes entre as cepas
unicelulares e homocitadas (Figura 9A). Cumpre mencionar, no entanto, que as cepas
homocitadas UFV-024 ¢ UFV-047, juntamente com as cepas heterocitadas PCC 7120 e
ANT-040, apresentaram as maiores concentragdes de NAD"™ (Figura 9A). Entre as
demais cepas heterocitadas pequenas diferengas foram observadas, principalmente entre
cepas de menor similaridade morfolégica (Figura 9A). A cepa UFV-EI apresentou a
menor concentracdo de NAD" entre as demais cepas selecionadas (Figura 9A). Em
relagdo as concentragdes de NADH, as cepas unicelulares apresentaram valores
estatisticamente distintos e assim, a cepa UFV-039 apresentou também a menor
concentracdo de NADH entre as cepas selecionadas (Figura 9B). Por outro lado, as
concentracoes de NADH nas cepas homocitadas foram estatisticamente similares
(Figura 9B). Em adi¢do, para as cepas heterocitadas os valores oscilaram entre as cepas,

sendo observado para a cepa PCC 7120 a maior concentracao de NADH (Figura 9B).

39



(A) NAD" I Unicelular (D) NADP®
80 EE Filamentoso homocitado I 140
I Filamentoso heterocitadol

50 ab 120
a ~ 100
cde - 80

50 bede| cde cdecde cde
eig
)

nmol g‘1 massa seca
-1
nmol g massa seca

20 4 defg ; defg

- 20

:(B) NADH (E) NADPH

50 - T 50

massa seca

30

1

nmol g massa seca

nmol g

NAD/NADH
NADP/NADPH

Figura 9: Caracterizagdo das concentracdes de nucleotideos de piridina em cepas de
cianobactérias pertencentes a diferentes grupos morfologicos. (A) NAD'; (B) NADH;
(C) NADP"; (D) NADPH. Varia¢des nas diferentes cepas utilizadas. Estatisticas
conforme descrito na Figura 2.

De forma bem interessante os valores da razio NAD'/NADH apresentaram uma
pequena variacdo entre todas as 18 cepas, sendo observado para grande parte dessas
cepas valores proximos a 1. Por outro lado os maiores valores (NAD/NADH = 4)
foram observados nas cepas ramificadas UFV-033 e ANT-040 (Figura 9C). Dentre as
quatro nucleotideos quantificadas as maiores concentracdes foram observadas para
NADP" (Figure 9D). Ademais, as cepas unicelulares apresentaram valores semelhantes,
principalmente entre as cepas UFV-039 e PCC 6803. As cepas homocitadas também
apresentaram semelhanca entre as cepas, exceto para a cepa UFV-027 (Figura 9D). As
cepas heterocitadas, por outro lado, apresentaram maiores variacdes quando comparado

aos outros dois grupos. Assim, os maiores valores de NADP" foram observados nas
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cepas ramificadas UFV-033 e ANT-040 e o menor na cepa UFV-E1 (Figura 9D). As
concentragcdes de NADPH pouco variaram entre as 18 cepas, sendo observada a maior
concentracao para a cepa PCC 7120 e a menor para a UFV-006, ambas heterocitadas
(Figura 9E). A razao NADP/NADPH apresentou uma maior oscilagdo entre cepas de
mesmo grupo quando comparado a razdo NAD/NADH, oscilagdo essa observada
principalmente nas cepas filamentosas. As elevadas concentragdbes de NADP*
resultaram em valores elevados da razio NADP/NADPH, com médias entre 1,93 e

9.22 (Figura 9F).

3.5 Atividade enzimatica acoplada conjunta da OGDC e SSADH
Em funcdo da natureza Unica do ciclo TCA em cianobactérias, procedeu-se a
avaliagdo da reacdo completa da conversdo de 2-oxoglutarato em succinato (Tabela 4),

que se mostrou bastante variavel entre as cepas utilizadas.

Tabela 4: Variagdo na atividade acoplada conjunta da
2-OGDC e da SSADH (conversao de 2-oxoglutarato em
succinato) nas diferentes cepas selecionadas.

Atividade enzimatica*

Unicelular nmol min” mg™!
0,9

UFV-039 5 £ 031 f
0,9

PCC 6803 8 £ 028 f
1,3

PCC 7942 7 £ 043 def

Filamentoso homocitado

3.3

UFV-007 2 £+ 1,08 b
2,6

UFV-024 4 £ 091 bed
1,5

UFV-027 I £ 0,32 cdef
1,0

UFV-036 9 + 033 f
0,9

UFV-047 5 £ 022 f
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Filamentoso heterocitado

0,1

UFV-006 8 + 022 f
0,4

UFV-037 0 + 004 f
3,7

UFV-016 7 £ 1,19 b
2.8

UFV-035 2 + 088 be
2.5 bed

UFV-020 0 + 041 e
52

PCC 7120 2 £ 095 a
0,6

UFV-030 2 £ 020 f
2,6

UFV-033 9 + 1,07 bed
3.8

ANT-040 5 + 069 b
1,2

UFV-El 2 + 038 ef

*Atividade enzimatica. Estatisticas conforme descrito na Tabela 2.

Ao se analisar as cepas unicelulares observou-se que as mesmas apresentaram
valores de atividade enzimaticas semelhantes, principalmente nas cepas do género
Synechocystis, UFV-039 e PCC 6803 (Tabela 4). Apesar disso, nas cepas homocitadas
verificou-se uma maior variacdo nos valores de atividade enzimatica (Tabela 4). Entre
as cepas heterocitadas nota-se que cepas com morfologias similares apresentaram
valores de atividades enzimdticas estatisticamente semelhantes, sendo que a maior
atividade entre as demais cepas selecionadas foi observado em PCC 7120 (Tabela 4).
Ressalta-se que as cepas heterocitadas destacaram-se por exibir, em média, a maior

atividade das enzimas do ciclo TCA.

3.6 Analises Multivariadas

3.6.1 Analise de componentes principais
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A andlise de componentes principais revelou que os dois primeiros componentes
explicaram aproximadamente 80% das variagdes apresentadas pelas cepas. Observou-se
também que grande parte das cepas apresentou um agrupamento semelhante com o que

se observa para as ordens taxonomicas (Figura 10).
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Figura 10: Agrupamento das diferentes cepas selecionadas apos avaliagdo dos
parametros fisioldgicos, metabdlicos e de crescimento por meio da analise de
componentes principais realizada no software TMEV. Cepas unicelulares (quadrados
verdes), cepas filamentosas homocitadas (quadrados azuis) e cepas filamentosas
heterocitadas (quadrados vermelhos).

Assim, as cepas unicelulares se posicionaram juntas, € com uma relativa maior
proximidade entre as cepas do género Synechocystis (UFV-039 e PCC 6803) quando
comparado a cepa PCC 7942, pertencente ao género Synechococcus (Figura 10). Quatro
cepas filamentosas homocitadas se posicionaram em conjunto (UFV-007, UFV-027,
UFV-036 ¢ UFV-047) e, embora a cepa UFV-024 tenha se posicionado em outro
quadrante (“iii”’), esta se manteve relativamente proxima das demais (Figura 10). Como
observado anteriormente para as cepas do género Synechocystis, as cepas UFV-027 e
UFV-036, pertencentes ao gé€nero Phormidium, apresentaram maior proximidade
quando comparado as outras cepas homocitadas (Figura 10). As cepas heterocitadas que
foram selecionadas para esse trabalho apresentam uma maior diversidade em termos de
morfologia, quando comparado aos outros dois grupos (Figura 1). Nesse contexto, foi

possivel observar a separagdo das cepas em dois grandes grupos, cada um ocupando um
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quadrante diferente. As cepas ndo ramificadas com heterécitos intercalares (UFV-016,
UFV-035 e UFV-020 e PCC 7120) ficaram localizadas no quadrante “iv”’, com exce¢ao
da cepa UFV-030 que se posicionou no quadrante “ii”, bem distante das outras quatro.
Nao obstante, as cepas com filamentos ramificados (UFV-033, ANT-040 e UFV-E1) ou
com filamentos contendo apenas um heterocito basal (UFV-006 ¢ UFV-037) ficaram
localizadas no quadrante “iii” (Figura 10). Embora nao necessariamente nessa ordem de
importancia, as variaveis I, A, os parametros de fluorescéncia F./F, e NO, as
ficobilipiproteinas ficoeritrina e aloficocianina, glicogénio, os nucleotideos NAD™ ¢
NADH e a atividade acoplada conjunta das enzimas do ciclo TCA foram as que mais
contribuiram para a separacdo das cepas em diferentes quadrantes (Figura Suplementar
6). Cumpre ressaltar que as variaveis relacionadas com produgdo de biomassa, TCR, Rq,
os pigmentos clorofila a e ficocianina, proteinas totais, aminoacidos totais, carboidratos
soluveis totais e as concentragdes de NADP™ ¢ NADPH também contribuiram, mas em
uma menor propor¢do para o agrupamento das cepas (Figura Suplementar 6). Em
adicdo, as variaveis I, ETR, conteudo de lipidios totais e a produtividade didria de
biomassa, carboidratos, proteinas e lipidios pouco, ou nada, influenciaram no

agrupamento das cepas nos diferentes quadrantes (Figura Suplementar 6).

3.6.2 Correlacao entre as variaveis analisadas

A partir da geracdo de uma matriz de correlagdo foi possivel observar como cada
um dos parametros obtidos se correlacionou com os demais (Figura 11). Com relagao
aos parametros de crescimento, a TCR se correlacionou positivamente com algumas
variaveis, como nimero maximo de células que cada cepa atingiu ao fim das curvas de
crescimento, A, F\/Fm, ETR e com o acumulo diario de lipidios (Figura 11). Por outro
lado, apresentou uma correlagdo negativa com /,, NO e com o conteido de proteinas,
carboidratos e lipidios totais (Figura 11). J& a produtividade didria de biomassa
correlacionou-se negativamente com /., Ry, clorofila, carboidratos soluveis totais,

glicogénio, NAD", NADH e com a atividade das enzimas do ciclo TCA (Figura 11).
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Figura 11: Matriz de correlagdo obtida a partir dos parametros fotossintéticos,
metabolicos e de crescimento determinados nas diferentes cepas selecionadas.
Vermelho: correlagdo positiva; Verde: correlagdo negativa. Abreviaturas: TCR — Taxa de
crescimento relativo; Bio — Biomassa total; In(n® méx cel.) - Numero méaximo de células
que cada cepa atingiu ao fim das curvas de crescimento; /. — Irradidncia de
compensagao; I; — Irradiancia de saturagdo; A — Fotossintese liquida; R4 — Respiragdo
no escuro; F\/Fy, - Rendimento quantico méximo do fotossistema II; NO - Dissipagado de
energia por fluorescéncia e calor; ETR - Taxa de transporte de elétrons; Clor — Clorofila
a; Ficoe — Ficoeritrina; Ficoc - Ficocianina; Alofi — Aloficocianina; Prot - Proteinas
totais; AA — Aminoacidos totais; Carbo — Carboidratos soluveis totais; Glic —
Glicogénio; Lipid — Lipidios; Bio d — Produtividade didria de bimassa; Carbo d —
Produtividade diaria de carboidratos soliiveis totais; Prot d — Produtividade diaria de
proteinas; Lipid d — Produtividade diaria de lipidios; TCA - atividade acoplada conjunta
das enzimas 2-OGDC e SSADH.

Em adigdo, a produtividade diaria de biomassa apresentou correlagdo positiva com 4,

FJ/F, e com a produtividade didria de proteinas e lipidios (Figura 11).
45



Surpreendentemente ndo foi observada correlagdo significativa entre 4 e os pardmetros
de fluorescéncia (Figura 11). Por outro lado, 4 exibiu correlagdo positiva com a
produtividade diaria de biomassa e lipidios, e correlagdo negativa com a /. € com o
acumulo de carboidratos soluveis totais (Figura 11). R4 exibiu correlacao negativa com a
biomassa total e com o conteudo de carboidratos soluveis totais (Figura 11). Por outro
lado R4 apresentou correlacdo positiva com o contetido de lipidios € com a concentracio
de NAD" e NADP" (Figura 11). Destaca-se, portanto, a relagdo de 4 e R4 sobre a
produtividade didria de biomassa, tendo 4 uma correlacdo positiva e Rq negativa (Figura
11, Figura Suplementar 7). Os pigmentos fotossintetizantes (clorofila a e
ficobiliproteinas) se correlacionaram positivamente entre si (Figura 11). De forma
interessante, o conteido de carboidratos soliveis totais apresentou uma elevada
correlacio com o conteudo de glicogénio, e uma correlagdo negativa com a
produtividade diaria de proteinas, lipidios e biomassa (Figura 11). As concentragdes de
nucleotideos (NAD', NADH, NADP" ¢ NADPH) se mostraram muito correlacionadas
entre si em com a atividade das enzimas do ciclo TCA (Figura 11). Em suma, observa-
se que parametros relacionados a um mesmo processo fisioldogico tendem a ser mais
associados entre si, como observado entre /., paramétros de fluorescéncia e A, como
também entre Ry e os nucleotideos oxidados (NAD" ¢ NADP"), e desses ultimos com a

atividade das enzimas do ciclo TCA (Figura 11).

4. DISCUSSAO

Este trabalho ¢ o primeiro a explorar como a variagdo natural, em termos de
morfologia, pode estar relacionada a alteragdes no crescimento, fisiologia e
metabolismo em cianobactérias. Os resultados ora obtidos permitem inferir sobre: (i)
como as interagdes entre as concentragdes de pigmentos € os parametros de
fluorescéncia podem ter influenciado os valores de 4; (if) o papel da R, e da fixagdo de
nitrogénio como drenos dos fotoassimilados produzidos a partir de 4 e (iii) o balango
coordenados desses processos metabdlicos sobre a produtividade diaria de biomassa,
proteinas, carboidratos soltveis e lipidios. Tomados em conjunto, os resultados
apresentados demonstram como a variacdo morfologica natural observada em
cianobactérias pode ser utilizada em aplicagdes biotecnologicas a partir de informagdes
de metabolitos-chave, parametros fisiologicos e de crescimento. Adicionalmente, ao
final da discussao, possiveis cepas candidatas para diferentes aplicagdes serdo indicadas.
Em adicdo, utilizando os dados de componentes principais, discorre-se acerca das

semelhancas e diferencas observadas entre as cepas por meio dos padrdoes morfologicos
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previamente descritos na literatura e através de uma nova abordagem utilizando

parametros fisioldgicos, metabolicos e de crescimento ora avaliados.

4.1 Fisiologia e metabolismo: aspectos associados ao crescimento e producio diaria
de biomassa

A luz, fonte mais importante de energia para a producao de biomassa, regula de
forma significativa o crescimento em todos os organismos fotoautotroficos pela

interagdo com sistema antena e fotossitemas (Kwon et al., 2013). Os resultados ora

apresentados demonstram que cepas unicelulares apresentam, em geral, uma menor
demanda por luz, particularmente ao se comparar as cepas filamentosas heterocitadas
(Tabela 3). Assim, as diferentes taxas de crescimento observadas entre as cepas
analisadas sdo possivelmente devido a diferengas na eficiéncia na absor¢do de energia
luminosa e possivelmente na conversdo em energia quimica (Tabela 3, Figura 4). Neste
contexto, a coleta de luz pelas células depende da concentragdo de pigmentos e da

seccdo transversal de absor¢do da clorofila (Maclntyre et al., 2002), esse ultimo estando

relacionado, em grande parte, com o empacotamento apresentado pelos pigmentos no

complexo antena (Tilzer, 1987; Maclntyre et al.. 2002). Assim, quanto maior for esse

empacotamento, maior serd o sombreamento, reduzindo assim a eficiéncia de absorgao
de luz. Desse modo, células solitarias e pequenas tendem a coletar a luz de maneira

mais eficiente do que as espécies formadoras de colonias (Tilzer, 1987; Geider et al.,

1997; Maclntyre et al., 2002). Registre-se também que a andlise detalhada dos efeitos de

diferentes intensidades luminosas ¢ qualidade da luz sobre culturas de cianobactérias
sugere que o aumento da densidade celular durante o crescimento resulta em uma
reducdo da penetracdo de luz na cultura, indicando uma dependéncia mutua entre o

fornecimento de luz e densidade da cultura (Posten, 2009). Nesse contexto, pode-se

inferir que a maior concentracdo de pigmentos observada em algumas cepas
heterocitadas (Figura 4) seja uma alternativa para otimizar a absor¢do de luz e a
producdo de NADH e NADPH, o que corrobora com a correlacdo positiva entre os
nucleotideos reduzidos e os pigmentos clorofila e a ficocianina, visto que ¢ comum, em
algumas espécies desse grupo, a ocorréncia de auto sombreamento entre os filamentos

(Helbling et al., 2006; Kumar et al., 2011; Page et al., 2012; Kwon et al., 2013). Por

outro lado, em cepas unicelulares, o menor tamanho e empacotamento celular
observado resulta em uma maior eficiéncia na absor¢do de luz (Tabela 3), justificando
assim elevadas TCR e produtividade diaria de biomassa exibidas pelas cepas desse

grupo (Tabela 3, Figura 8A).
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Em adicdo a eficiéncia na absor¢do de luz, a capacidade das cepas em utilizar
eficientemente esse recurso demonstra-se como um fator de grande importancia para o
crescimento e produtividade, conforme verificado pelos pardmetros de fluorescéncia
(Figura 3, Figura Suplementar 3-5), que fornecem informagdes acerca da eficiéncia da
utilizacdo da luz na fase fotoquimica e também na dissipagdo por calor. Desse modo, ¢

possivel observar o percentual de energia luminosa que esta sendo utilizado para prover

energia e poder redutor para a assimilagdo de CO, (Baker, 2008; Murchie & Lawson,
2013). Importante mencionar que os menores valores de fluorescéncia do fotossistema
IT (PSII) observados em cepas heterocitadas podem estar associados a presenga de
heterdcitos. Registre-se também que em resposta a auséncia de nitrogénio no meio, com
excecdo das cepas que apresentam apenas um heterocito por filamento (e.g. UFV-006 e

UFV-037), 5 a 10% das células do filamento se diferenciam em heterocitos, de modo a

otimizar o processo de fixagdo de nitrogénio (Cardona & Magnuson, 2010). Nesses
heterdcitos diferenciados apds a limitacdo de nitrogénio, o PSII ¢ inativado e a
quantidade relativa de fotossistema I (PSI) se torna muito maior (Meeks et al., 2002;

Walsby, 2007; Ow et al., 2008; Cardona et al., 2009). Por outro lado, observa-se

também uma alteragdo no tamanho e composi¢do dos ficobilissomos dessas células,

acarretando uma alteragdo no espectro de absor¢do (Black & Osborne, 2004). Como um

todo, esses resultados sugerem que, devido a esses fatores, os heterocitos tendem a
emitir uma menor intensidade de fluorescéncia quando comparado as células

vegetativas (Ow_et al.. 2008; Cardona et al., 2009), justificando assim os menores

valores de F./Fy,, OPSII ¢ ETR e o maior NO observados nas cepas heterocitadas
(Figura 3, Figura Suplementar 3-5). Desse modo, menor eficiéncia na utilizacdo de luz
exibida pelas cepas heterocitadas, corrobora com os menores valores de 4 observados
nas cepas desse grupo (Figura 2), justificando assim as menores TCR e produtividade
diaria de biomassa observadas nessas cepas (Tabela 2, Figura 8A). Tomados em
conjunto, os dados acima descritos demonstram que as cepas unicelulares e homocitadas
apresentam maiores eficiéncia tanto na absor¢do quanto na utiliza¢ao da luz (Tabela 3,
Figura 3, Figura Suplementar 3-5), quando comparado as cepas heterocitadas. Com
efeito, uma menor demanda por luz nessas cepas, como observado pelas menores /.
(Tabela 3) associada ao maior incremento nos parametros de fluorescéncia (Figura 3,
Figura Suplementar 3-5) indicam um maior aproveitamento dessa energia para a
promogdo do crescimento e produtividade diiria de biomassa. Concomitante, esses
resultados, juntamente com os de crescimento (Tabela 2), sugerem que a variagdo em

termos de crescimento € biomassa em cepas de cianobactérias ndo sao unicamente
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resultantes das diferengas morfoldgicas, mas, sim, fundamentalmente de limitacdes
fotoquimicas associadas a uma baixa capacidade efetiva na absor¢ao e utilizacao a luz.
As maiores concentragdes de ficoeritrina, comparado aos demais pigmentos, nas
cepas UFV-006 e UFV-037 (Figura 4), estdo associados a alteragdes na eficiéncia de
absorcdo e uso da luz nessas cepas, quando comparado as demais cepas heterocitadas
(Tabela 3, Figura 3, Figura Suplementar 3-5), refletindo em maiores valores de 4 e
produtividade didria de biomassa (Figura 2, Figura 8A). Nesse contexto, maiores
concentracdes de ficoeritrina, pigmento que absorve a energia luminosa na faixa do

verde (565 nm) (de Marsac & Houmard, 1988), um espectro de maior energia que o

vermelho, se traduz em uma menor demanda por luz nessas cepas (I;) (Tabela 3). Por
outro lado, principalmente a cepa UFV-006, exibiu valores reduzidos de ®PSII e ETR
associados a elevado NO (Figura 3, Figura Suplementar 3-5). Desse modo, a maior
disponibilidade de energia acarretou em uma maior 4 e produtividade didria de
biomassa nessas cepas, quando comparado as demais heterocitadas (Figura 2, Figura
8A), mesmo estas apresentando maior NO e menor ®PSII e ETR (Figura 3, Figura
Suplementar 3-5).

Os valores de 4 estdo em acordo com o observado para os pardmetros de
fluorescéncia. Assim, cepas unicelulares e homocitadas, que apresentaram maior
eficiéncia na absorcao e utilizagao de luz (Tabela 3, Figura 3), também exibiram as
maiores 4 (Figura 2). Entretanto, ao se analisar R4 as cepas filamentosas homocitadas e
heterocitadas apresentaram, em média, os maiores valores (Figura 2). Nesses grupos
também foi possivel observar maiores concentragdes de nucleotideos oxidadas (NAD" e
NADP") (Figura 9) e maior atividade das enzimas do ciclo TCA (Tabela 4), o que
explicaria, a0 menos parcialmente, maiores taxas respiratorias. Assim, uma vez que a

fotossintese ¢ limitada tanto pela capacidade dos pigmentos antena em coletar a luz,

como pelo rendimento quantico da fase fotoquimica (Tilzer, 1987; Maclntyre et al.,

2002; Bailey et al., 2008; Eberhard et al., 2008; Murchie & Lawson, 2013) e ao passo

que a produtividade diaria de biomassa depende tanto da taxa de fixagao de carbono por
meio da fotossintese, como também das perdas associadas a respiracdo dos
fotoassimilados (Figura Suplementar 7), as diferengas no que respeita as TCR e a
produtividade diaria de biomassa entre as espécies seriam fundamentalmente

dependentes da eficiéncia de crescimento liquido ou das razdes entre fotossintese bruta

e respiracdo (Tilzer, 1987; Maclntyre et al., 2002; Zhu et al.. 2008; Nogales et al.,

2012). Desse modo, a maior produtividade diaria de biomassa e das demais reservas
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observada, de modo geral, nas cepas unicelulares, esta associada a maior 4 observada

nessas cepas, assim como a uma menor demanda da Rq por energia (Figura 2).

A elevada R, observada nas cepas filamentosas ndo se refletiu em um menor
TCR e produtividade didria de biomassa para todas essas cepas, relacdo essa obtida
apenas nas cepas filamentosas heterocitadas (Tabela 2, Figura 2 e Figura 8A). Saliente-
se também que esse grupo se caracteriza por apresentar heterdcitos, célula diferenciada

exclusivamente para a fixagdo de nitrogénio (Figura 1) (Berman-Frank et al., 2003;

Cardona & Magnuson, 2010). Assim, em espécies de cianobactérias fixadoras de

nitrogénio esse processo pode afetar sobremodo a eficiéncia de A devido a fatores
como: (i) competicdo entre a fixacdo de nitrogénio e a assimilagdo de CO, por poder

redutor, diminuindo assim a taxa de incorporacdo de carbono fotossintético (Tilzer.

1987; Scherer et al., 1988); (i7) inativagdo do PSII em heterdcitos, reduzindo a produgao
de poder redutor por restringir a fotossintese oxigénica apenas as células vegetativas

(Ow et al., 2008) e (iii) elevada taxa respiratoria observada em heterdcitos, propiciando

um microambiente anaerobico para a a¢ao da nitrogenase (Cardona et al., 2009). Desse
modo, pode-se inferir que a menor A observada nas cepas heterocitadas pode estar
relacionada as maiores demandas de energia para a R4 e fixacdo de nitrogénio (Figura
2), principalmente devido fisiologia diferencial apresentada pelo heterocito, refletindo
assim em uma menor TCR e produtividade didria de biomassa e das demais reservas
(Tabela 2, Figura 8). De acordo com esses dados, mutantes de Anabaena flos-aquae
com auséncia de heterdcitos apresentaram taxas de crescimento 50% maiores e um
menor requerimento por luz, quando comparado aos filamentos heterocitados de cepas

selvagens (Zevenboom et al., 1981). Por outro lado, o maior ganho diario de biomassa

observado para as cepas unicelulares e filamentosas homocitadas ¢ resultado de uma
maior eficiéncia na absorcdo e uso da luz, somada a uma menor demanda de energia

para a respiracdo e fixacdo de nitrogénio (Tabela 3, Figura 3, Figura 8A),

principalmente nas cepas UFV-039 e PCC 6803, incapazes de fixar nitrogénio (Bdhme

1998; Li et al., 2001). Salienta-se, porém que tanto a atividade quanto a expressdao da

nitrogenase ndo foram avaliadas e, embora apenas as cepas heterocitadas tenham sido
cultivadas em meio de cultivo com total auséncia de nitrogénio, esses resultados
precisam ser interpretados com cautela e sugerem que trabalhos futuros devem também

considerar esse importante aspecto metabolico.
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4.2 Producio de reservas e suas possiveis aplicacoes biotecnologicas

Os diferentes padrdes de crescimento apresentados pelas cepas resultaram em
diferencas nos tempos de cultivo. Assim, ao passo que para as cepas heterocitadas entre
7 a 19 dias foram necessarios para que metade do periodo de duragdo da fase log fosse
alcancada, as cepas unicelulares e homocitadas atingiram essa fase em no maximo 7 ¢ 9
dias, respectivamente (Figura Suplementar 1, Tabela Suplementar 1). Nesse contexto, os
valores de produtividade diaria para biomassa, carboidratos, proteinas e lipidios
fornecem uma informag¢do mais precisa sobre produtividade de cada cepa (Figura 8), do
que apenas valores finais. Desse modo, ao analisar-se a produtividade didria, as cepas
unicelulares apresentaram, em média, uma maior produtividade de biomassa,
carboidratos e lipidios, embora maior produtividade de proteinas tenha sido observada
nas cepas homocitadas (Figura 8). E importante mencionar também que as cepas
heterocitadas apenas ndo apresentaram, em média, a menor producdo diaria de
carboidratos (Figura 8). Concomitantemente, esses dados indicam que cepas
unicelulares seriam mais indicadas para aplicagdes envolvendo, portanto, o uso de
carboidratos e lipideos, como discutido anteriormente. Essa relevante indicacdo pode ser
justificada devido a menor demanda e maior aproveitamento de luz apresentada por
essas cepas (Tabela 3, Figura 3), refletindo em maiores 4, TCR, produtividade de
biomassa e das reservas acima citadas (Tabela 2, Figura 2, Figura 8). Em adi¢do, as
cepas unicelulares e homocitadas por apresentarem uma maior eficiéncia na absorcao e
utiliza¢ao de luz (Tabela 3, Figura 3, Figura 4) e uma menor demanda metabdlica de
energia (R4 e fixacdo de nitrogénio), exibiram também uma maior produtividade diaria
em relacdo as cepas heterocitadas (Figura 8). Essa maior produtividade apresentada
pelas cepas unicelulares e homocitadas, somada a elevada TCR faz dessas cepas
candidatos comercialmente promissores para aplicagdes biotecnologicas voltadas para a
producdo de biocombustiveis e suplementos alimentares (Govindjee & Shevela, 2011;

Beck et al., 2012; Jones & Mayfield, 2012; Steinhauser et al., 2012; Gupta et al., 2013;

Schwarz et al., 2013), visto que a elevada capacidade fotossintética apresentada pelas

cianobactérias possibilita que essas culturas possam provavelmente apresentar
produtividade superior quando comparado as matérias-primas obtidas de vegetais

terrestres (Jones & Mayfield, 2012).

As proteinas constituem uma grande fracdo da biomassa de cianobactérias

(Gonzélez Lopez et al., 2010), e assim, das 18 cepas utilizadas nesse trabalho, 16

apresentaram uma maior teor de proteinas por miligrama biomassa seca, quando
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comparado as reservas de carboidratos e lipidios (Figura 5, Figura 8, Tabela
Suplementar 2). De maneira interessante, as cepas homocitadas apresentaram maior
produtividade didria de proteinas (Figura 8C), demonstrando elevado potencial dessas
cepas para a produgao de proteinas, o que pode ser importante, particularmente em areas
com limitada capacidade de produ¢do vegetal ou com problemas de mé nutrigdo, como

em algumas regides da Africa (Habib et al., 2008). Salienta-se que as proteinas obtidas a

partir de biomassa de cianobactérias constituem uma fonte alternativa de proteinas para

consumo humano ou de animais (Becker, 2007), e que quando comparado a proteina de

origem animal, apresentam como vantagem além do baixo custo de obten¢do o grande
valor nutricional, haja vista que contém todos os aminoéacidos, com exce¢do da cisteina

e metionina, em concentracdes adequadas (Takenaka et al., 1998; Becker, 2007). Nesse

contexto e considerando as exigéncias hidricas das culturas de interesse agrondmicos ¢
importante ressaltar que em culturas de cianobactérias a unica perda significativa de

agua observada ocorre por evaporacao (Ducat et al., 2011). Desse modo, embora para a

producao de 1 quilograma (Kg) de proteina em Arthrospira platensis (Spirulina) possa
ocorrer uma perda de até¢ 2.000 litros de agua, esse valor corresponde a apenas, 25%,
17% ou 2% do que seria necessario para produzir 1 kg de proteina a partir de soja,

milho ou carne, respectivamente (Habib et al., 2008; Ducat et al., 2011; Parmar et al.,

2011). Por outro lado, outro fator de destaque do potencial das cepas homocitadas para a
producao de proteinas seria a maior facilidade para colheita de sua biomassa, quando

comparado as cepas unicelulares. Os custos da colheita de biomassa de cianobactérias

podem ser elevados (Danquah et al., 2009), principalmente para células pequenas

(cianobactérias unicelulares) (Molina Grima et al., 2003). Desse modo, a maior adesao

observada entre os filamentos das cepas homocitadas e destes com a superficie do
recipiente no qual estdo sendo cultivadas poderia maximizar tal processo.

Cumpre mencionar que em fun¢do de sua maior produtividade diaria e TCR
(Tabela 2, Figura 8B) as cepas unicelulares apresentam-se como possiveis candidatas
para a produgao de carboidratos soluveis. Tais compostos produzidas por cianobactérias
podem ser transformados em etanol, por meio de fermentacao sob condi¢des de anoxia e
escuro (Stal & Moezelaar, 1997), assim como podem ser utilizados na digestdo

anaerobica, para conversao em biometano (Sialve et al., 2009; Quintana et al., 2011).

Salienta-se aqui a vantagem competitiva das cianobactérias sobre as culturas energéticas
tradicionais na producgdo de etanol no que respeita sua capacidade natural de realizar
fermentagdo, sem a necessidade da adigdo de culturas de leveduras (Gonzalez-

Fernandez et al., 2012). Essa caracteristica torna as cianobactérias promissoras
52




candidatas para a producdo de etanol, haja vista que, em muitos casos, essa produ¢do
pode ser maximizada por meio da manipulagdo das condi¢des de crescimento (Palinska

& Krumbein, 2000) assim como pela manipulagdo genética do metabolismo (Parmar et

al., 2011). Assim, utilizando-se Synechococcus sp. PCC 7942 foi demonstrado o

estabelecimento de uma via de sintese de etanol funcional durante a fotossintese

aerdbica, ndo sendo necessarias condi¢des especiais, como um ambiente anaerdbico

(Deng & Coleman, 1999). Nesse contexto, o potencial de cepas utilizadas nesse trabalho
(e.g., Synechocystis sp. PCC 6803 e Symechococcus elongatus PCC 7942), para

manipula¢do genética visando aumentos na produ¢do de bioetanol (Angermayr et al.,

2009; Atsumi et al., 2009; Lu, 2010; Zhou & Li, 2010; Parmar et al., 2011; Quintana et

al., 2011; Tan et al., 2011; Wang et al., 2012) parece ser ainda mais evidente. Em

conjunto, esses dados indicam que algumas dessas cepas precisam ser melhor
investigadas com vista a se obter uma completa imagem de aspectos metabdlicos
responsaveis pela produciao de compostos de interesse. Esses intrigantes aspectos devem
ser alvos de pesquisas futuras com vistas a identificacdo de fatores, sejam metabolicos
ou moleculares, associadas a caracteristicas de tamanho interesse econdmico.

A maior produtividade diaria de lipidios observada nas cepas unicelulares e em
algumas cepas homocitadas (Figura 8 D), somada a maior TCR e A (Tabela 2, Figura 2)
demonstram o potencial dessas para producao de biodiesel. Nao obstante, as maiores
taxas de crescimento e fotossintese apresentadas pelas cianobactérias, quando

comparado a algas e plantas terrestres (Jones & Mayfield. 2012), e a possibilidade em

utilizar terras ndo araveis para o seu cultivo, permitem que esses organismos nao entrem

em concorréncia direta com a producdo de alimentos (Machado & Atsumi, 2012). Em

adicdo, as cianobactérias possuem uma base genética relativamente simples e de facil

manipulac¢do, quando comparado a plantas e microalgas (Koksharova & Wolk, 2002;

Work et al., 2012). Concomitantemente, essas informagdes sugerem que esses micro-

organismos possam fornecer mais biodiesel utilizando simultaneamente menos agua e

espaco (Gupta et al., 2013). Outra grande vantagem das cianobactérias esta associada
aos mais de 35 genomas ja  sequenciados  apresentando  seus

transcriptomas/metabolomas também caracterizados, o que fornece assim maior suporte

para manipulacdo genética desses organismos (Lu, 2010). Nesse contexto, as
caracteristicas aqui citadas, somadas ao elevado potencial energético dos lipidios

sintetizados por cianobactérias (Ducat et al., 2011), evidenciam o potencial desses

micro-organismos, em particular de cepas unicelulares e algumas homocitadas, para a
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producdo de biocombustiveis de uma forma economicamente eficiente e

ambientalmente sustentavel (Li et al., 2008).

O maior contetido total de lipidios observado na cepa ANT-040 (Figura 7),
coletada no continente Antartico (Tabela 1), corrobora com dados obtidos em outras

cepas dessa regidao (Pushparaj et al., 2008). Em conjunto, esses dados indicam um

grande potencial de cepas oriundas desse ambiente para a produgdo de lipidios.
Registre-se, no entanto, que ¢ ainda necessaria a caracteriza¢do detalhada de um maior
numero de cepas, de modo a selecionar ndo somente organismos com um elevado
contetdo de lipidios, mas também elevadas taxas de crescimento.

A menor produtividade didria de biomassa apresentada por algumas cepas
heterocitadas, como resultado das maiores demandas metabdlicas, pode mascarar o
elevado potencial que essas cepas apresentam para producdo de gas hidrogénio (H,). Por
apresentarem células especializadas na fixagdo de nitrogénio, cianobactérias
pertencentes a géneros particulares, tais como Anabaena, Arthrospira/Spirulina, Nostoc,

produzem grandes quantidades de H, (Esper et al., 2006 223). Cumpre mencionar que o

H, ¢ considerado uma alternativa futura de energia por ser renovavel, sua queima nao
resultar em gases de efeito estufa e liberar grandes quantidades de energia por unidade

de peso, quando em combustdo (Esper et al., 2006; Ducat et al.. 2011; Wijffels et al.,

2013). Nesse sentido, se faz necessario a selecdo de cepas heterocitadas com maior
produtividade desse gas, como também uma analise mais aprofundada do metabolismo
do nitrogénio e das condigdes de cultivo voltadas especificamente para sua produgdo, de

modo maximizar a producio de H, em escala industrial.

4.3 Aspectos fisiolégicos e metabolicos em cepas de cianobactérias e suas

implica¢des moleculares e morfologicas

A classificacdo das cianobactérias tem se baseado tradicionalmente em
caracteres morfologicos, tais como largura dos tricomas, tamanho celular, forma,
disposi¢do, planos de divisdao, coloragdo e presenca de caracteres como aerdtopos e

bainha mucilaginosa (Anagnostidis & Komarek, 1985). Entretanto, a diversidade de

morfologias observadas dentro do Phylum Cyanophyta ¢ usualmente acompanhada por
uma grande plasticidade fenotipica, que pode ser varidvel em fungdo das condicdes

ambientais e de cultivo (Lyra et al., 2001; Maayke Stomp et al., 2008). Desse modo,

outros caracteres, como as informacdes moleculares e metabodlicas, representam um

importante complemento na identificacdo e classificagdo das cianobactérias (Komarek
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& Kastovsky, 2003). Nesse contexto, a utilizacdo de pardmetros fisiologicos e

metabolicos parece ser uma alternativa promissora para um melhor entendimento das
relagdes entre diferentes cepas de cianobactérias. Neste trabalho, utilizando-se uma
combina¢do de parametros fisioldgicos e metabdlicos, foi possivel demonstrar que as
relagdes morfologicas e moleculares previamente observadas sdo mantidas para grande
parte das cepas utilizadas (Figura 10).

Os resultados apresentados indicam uma maior contribuigdo de /., parametros de
fluorescéncia e pigmentos no agrupamento das cepas (Figura Suplementar 6), o que se
justifica pela importincia desses pardmetros sobre A (Figura 11). Por outro lado, a
contribui¢do dos nucleotideos NAD" e NADH, bem como a atividade das enzimas do
ciclo TCA, 2-OGDC e SSADH (Figura Suplementar 6), se explicaria pela intrinseca
relagdo dessas variaveis com Rg4 (Figura 11). Em adigdo, os resultados aqui obtidos
indicam que 4 e Ry atuam em sentindo oposto sob o crescimento e a produtividade
diaria de biomassa (Figura 11). Salienta-se aqui que, em conjunto com 4, o glicogénio

atua como reserva de carbono e energia (Ehira & Ohmori, 2011), propiciando, assim,

maior produtividade didria de biomassa e lipidios (Figura 11). Desse modo, o
agrupamento conjunto de cepas unicelulares e homocitadas, caracterizadas nesse
trabalho por apresentarem maior 4 e uma menor demanda relativa de energia para a
respiragdo (Figura 2), culminando assim em uma maior disponibilidade de
fotoassimilados para a promogao do crescimento e produtividade de biomassa (Tabela 2,
Figura 8A). Por outro lado, as cepas heterocitadas, que apresentaram comportamento
contrario, foram agrupadas separadamente (Figura 10).

As cepas unicelulares selecionadas, pertencentes aos géneros Synechocystis
(UFV-039 e PCC 6803) e Synechococcus (PCC 7942), sdo morfologicamente distintas
(Figura 1). Saliente-se aqui que o género Synechocystis ¢ caracteristico por apresentar
células esféricas e solitarias, ao passo que o gé€nero Synechococcus possui células
ovaladas ou cilindricas que podem se encontrar solitdrias ou em grupos (Komdarek &

Anagnostidis, 1999) (Figura 1). Nao obstante essas diferengas morfoldgicas, a

disposicdo dessas cepas apos a andlise multivariada permite inferir que os dados
fisiologicos, metabolicos e de crescimento corroboram os dados de morfologia.
Registre-se também que as cepas UFV-039 e PCC 6803, pertencentes ao género
Synechocystis, mesmo possuindo origens geograficas distintas, mostraram maior
semelhancga fisiologica e metabolica, quando comparado a PCC 7942, pertencente ao
género Synechococcus (Tabela 1, Figura 10). Tomados em conjunto esses resultados

indicam que a similaridade em aspectos fisiologicos e metabdlicos parece estar
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associada a relagdes morfologicas e moleculares e que, em ultima instancia, podem estar
mais conectadas a aspectos morfolégicos do que a origem geografica per se em
cianobactérias. Cumpre registrar, no entanto, que ao se utilizar nimero semelhante de
variaveis preditoras (28) e de cepas (18) essas conclusdes precisam ser tomadas com
cautela para evitar extrapolagdes espurias.

Dentre as cepas filamentosas homocitadas, que se agruparam de maneira
proxima (Figura 10), destacam-se as representantes do género Phormidium (UFV-027 e
UFV-036). No entanto, a distancia encontrada entre essas cepas foi maior que a
observada para as cepas unicelulares (Figura 10). Cumpre mencionar que essa maior
dispersdo pode ser justificada, ao menos parcialmente, pelo fato de, embora a ordem
Oscillatoriales seja caracterizada por apresentar apenas cianobactérias filamentosas
homocitadas, grandes variagdes em termos de tamanho, largura, disposi¢do e cor dos
filamentos, presenca ou ndo de bainha mucilaginosa, necrideos e granulacdes, sdo

comumente observadas nessa ordem (Anagnostidis & Komarek, 1988). Em adigdo,

essas variagdes nao se restringem apenas a morfologia e assim, caracteres moleculares
demonstraram, por meio de andlises da sequencia do RNA ribossomal 16S, que essa
ordem apresenta provavelmente uma origem polifilética (Litvaitis, 2002; Valério et al.,
2009).

Baseado nas analises utilizadas nesse trabalho as cepas filamentosas

heterocitadas se dividiram em dois pequenos grupos (Figura 10). As cepas filamentosas,
heterocitadas e ndo ramificadas (Figura 1), com exce¢do da UFV-030 foram agrupadas
em conjunto ao passo que as cepas que apresentam ramificagoes verdadeiras (UFV-033
e ANT-040), falsas (UFV-E1) ou filamentos heteropolares (UFV-006 e UFV-037, Figura
1) formaram outro grupo (Figura 10). E importante ressaltar que as cepas com
filamentos heteropolares podem formar falsas ramificacdes durante a divisdo dos

tricomas (Figura Suplementar 8) (Komarek & Hauer, 2013). De forma interessante esses

agrupamentos por meio de parametros fisioldgicos, metabolicos e de crescimento,
realizados pela primeira vez em cianobactérias, foram similares, ao menos em parte, aos

previamente observados para caracteres moleculares e morfologicos (Anagnostidis &

Komarek, 1985; Gugger & Hoffmann, 2004). Neste contexto, dados moleculares

utilizando sequéncias de RNA ribossomal 16S e do gene nifD evidenciaram que todas as
cianobactérias heterocitadas, ramificadas ou ndo, formam um grupo monofilético inico

(Lyra et al., 2001; Henson et al., 2004), que pode ser separado em dois subgrupos

menores. Assim, o primeiro subgrupo seria formado por cianobactérias filamentosas,

heterocitadas, unisseriadas e sem ramificacdes verdadeiras (Ordem Nostocales)
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(Komarek & Anagnostidis, 1989), ao passo que o segundo por cianobactérias

filamentosas, heterocitadas, multisseriadas e com ramificagdes verdadeiras (Ordem

Stigonematales) (Anagnostidis & Komarek. 1990), semelhantemente ao observado no

presente trabalho (Figura 11) (Gugger & Hoffmann, 2004). Apesar dessas similaridades,
os resultados ora obtidos para as cepas aqui utilizadas, evidenciam que cepas com falsas
ramificagdes ou filamentos heteropolares se mostraram fisiolégica e metabolicamente
mais relacionadas as cepas com ramificagdes verdadeiras (Figura 10), diferentemente do

observado para dados morfologicos € moleculares (Anagnostidis & Komarek, 1985;

Komaérek & Kastovsky., 2003; Gugger & Hoffmann, 2004).

5. CONCLUSOES

A caracterizacdo dos parametros fisiologicos, metabolicos e de crescimento de
uma cole¢do de cepas de cianobactérias realizada nesse trabalho sugere que o maior
crescimento de algumas cepas esta associado a: (i) alta eficiéncia na absorcdo e
utilizagdo de luz, que refletiu diretamente em incrementos em A; (ii) menores demandas
energéticas associadas a R, e fixacdo de nitrogénio e (iii) balango adequado entre 4, R4 e
fixagdo de nitrogénio influenciado TCR, produtividade didria de biomassa e acimulo de
demais reservas. Em adi¢do, foi possivel verificar o grande potencial das cepas
unicelulares para a producao de biomassa, carboidratos soluveis e lipidios, ao passo que
as cepas homocitadas mostraram-se promissoras produtoras de proteinas. Apesar de as
cepas heterocitadas ndo terem apresentado maior produtividade de nenhuma das
reservas avaliadas, ¢ importante salientar que tais cepas demonstram potencial para a
producdo de hidrogénio, uma vez que apresentam morfologia e fisiologia especializada
e capaz de maximizar esse processo. Cumpre mencionar também, que o agrupamento
resultante das comparagdes fisioldgicas, metabolicas e de crescimento se mostrou
coerente ao observado por meio de comparacdes morfologicas prévias. Assim, em cada
um dos quadrantes foi possivel observar um padrao morfoldgico distinto, o que permite
inferir que as variacdes morfologicas apresentadas pelas cepas aqui utilizadas
acarretaram em alteragdes na fisiologia, metabolismo e crescimento. Registre-se
também que essas alteracdes sdo particularmente semelhantes dentro um mesmo grupo
morfologico. Tomados em conjunto, os resultados obtidos demonstram a importancia da
caracterizacao fisioldgica dos organismos desse phylum, ndo somente com o intuito de
se entender as diferentes relagdes casuais usualmente observadas entre essas cepas,

como também para um melhor entendimento das relacdes metabolicas existentes nesse
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grupo, e possibilitando, em ultima instancia, a selecdo de cepas com potencial para

aplicagoes biotecnologicas varias.
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cepas selecionadas.
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Figura Suplementar 2: Correlagdo negativa observada entre o nimero maximo de
células que cada cepa atingiu ao fim das curvas de crescimento e a area celular de
cada cepa.
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Figura Suplementar 3: Curvas de fluorescéncia — Alteracdo da ®PSII (eficiéncia
fotoquimica do fotossistema II) nas diferentes cepas selecionadas em resposta ao
aumento da irradiancia.
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Figura Suplementar 4: Curvas de fluorescéncia — Alteracdo da NO (dissipacao de
energia por fluorescéncia e calor) nas diferentes cepas selecionadas em resposta ao
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aumento da irradiancia.
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Figura Suplementar 5: Curvas de fluorescéncia — Alteracdo da ETR (taxa de transporte
de elétrons no fotossitema II) nas diferentes cepas selecionadas em resposta ao aumento

da irradiancia.

Tabela Suplementar 1: Nimero de dias que cada cepa foi cultivada até atingir
metade do periodo de duracio da fase log.

Unicelular

UFV-039

PCC 6803

PCC 7942

Filamentoso homocitado
UFV-007

UFV-024

UFV-027

Dias de cultivo

6
6
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UFV-036 5
UFV-047 9

Filamentoso heterocitado

UFV-006 9
UFV-037 7
UFV-016 8
UFV-035 7
UFV-020 8
PCC 7120 6
UFV-030 8
UFV-033 11
ANT-040 10
UFV-E1 19
0.a 10 384637
A Lref. 2.%3°%20% moE
[ - VI = TR = [ QP Y = =} ]
Faam<pbghdddd fa88 454584445
LFY - 039
PCC 6803
PCC 7942
UFv - 007
UFY - 024
LRy - 027
UFY - 038
LIFs - 047
UFY - 008
LR - 037
UFV - 018
UFY - 035
UFv - 020
PCC 7120
LIFs - 030
UFY - 033
ANT - 040

LIFY - E1



Figura Suplementar 6: Contribuicdo de cada variavel para o agrupamento das cepas
selecionadas em diferentes quadrantes por meio da andlise de componentes principais.
Siglas: TCR — Taxa de crescimento relativo; Bio — Biomassa total; In(n® max cel.) -
Numero maximo de células que cada cepa atingiu ao fim das curvas de crescimento; /.
— Irradiancia de compensacao; /; — Irradiancia de saturacdo; A — Fotossintese liquida;
R4 — Respiragdo no escuro; F,/F,, - Rendimento quantico maximo do fotossistema II;
NO - Dissipagdo de energia por fluorescéncia e calor; ETR - Taxa de transporte de
elétrons; Clor — Clorofila a; Ficoe — Ficoeritrina; Ficoc - Ficocianina; Alofi —
Aloficocianina; Prot - Proteinas totais; AA — Aminodacidos totais; Carbo — Carboidratos
soluveis totais; Glic — Glicogénio; Lipid — Lipidios; Bio d — Produtividade diaria de
bimassa; Carbo d — Produtividade diaria de carboidratos soluveis totais; Prot d —
Produtividade diaria de proteinas; Lipid d — Produtividade diaria de lipidios; TCA -
atividade acoplada conjunta das enzimas 2-OGDC e SSADH.
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Figura Suplementar 7: Correlagdes observadas entre a fotossintese liquida e a
produtividade diaria de biomassa (A) e entre a respiracdo e a produtividade diaria de
biomassa (B) nas diferentes cepas selecionadas.
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Figura Suplementar 8: Seta evidenciando ramificagdo falsa na cepa UFV-037.

Tabela Suplementar 2: Variacdo natural do percentual de reservas entre as diferentes cepas de
cianobactérias utilizadas

Carboidratos Lipidio Protein Total

Unicelular %

UFV-039 285 £ 6.6 99 £ 1.9 579 + 63 96.3 + 4.9
PCC 6803 448 + 89 88 £ 20 46.0 £ 6.5 99.6 + 5.8
PCC 7942 266 £ 6.6 7.8 £ 22 614 + 54 95.8 + 4.7
Filamentoso homocitado

UFV-007 371 £ 9.2 67 £ 13 534 £ 6.2 97.1 £+ 5.6
UFV-024 78 £ 5.6 85 £+ 14 803 £ 1.9 96.6 + 3.0
UFV-027 367 £ 8.6 44 + 0.5 59.8 + 64 1009 + 5.1
UFV-036 224 + 49 95 + 1.8 604 + 5.6 924 + 4.1
UFV-047 37.0 + 103 87 = 1.1 524 + 7.1 98.1 + 6.2
Filamentoso heterocitado

UFV-006 270 £ 34 87 £ 1.6 644 £ 3.0 100.1 + 2.7
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UFV-037
UFV-016
UFV-035
UFV-020
PCC 7120
UFV-030
UFV-033
ANT-040

UFV-El

38.6
21.7
45.5
67.3
27.6
29.3
34.7
37.4
76.0

6.2 9.9
52 7.6
11.1 6.5
15.3 6.0
93 7.5
13.8 11.3
7.3 8.7
7.5 14.4
12.1 10.2

1.1
1.4
0.5
0.8
1.3
1.0
0.8
2.1
24

44.5
64.7
50.0
27.4
69.2
534
55.4
47.2
23.9

33
6.2
4.9
6.3
5.2
1.5
6.8
6.1
6.5

93.0
94.0
102.0
100.7
104.3
94.1
98.8
99.0
110.0
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4.3
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