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RESUMO

VAZ, Marcelo Gomes Margal Vieira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2010. Diferencia¢ao celular em Nostoc spp: efeito da intensidade luminosa e
do padrio de sobreposi¢ao dos filamentos. Orientador: Antonio Galvao do
Nascimento. Coorientadores: Arnaldo Chaer Borges e Rosane Maria de Aguiar
Euclydes.

Em isolados do género Nostoc, a multiplicagdo das células vegetativas e a
diferenciagdo de algumas células em heterdcitos em intervalos regulares ¢ a etapa do
ciclo de vida em que ocorre a producdo de biomassa. Em outra etapa do ciclo de vida,
varios fatores do ambiente podem induzir a diferenciacdo de hormogonios, filamentos
nos quais ndo ocorre producdo de biomassa. A aplicacdo biotecnoldgica de
cianobactérias pode ser limitada pela intensificagdo do auto-sombreamento durante o
crescimento destas em foto-biorreatores. Em conseqiiéncia, pode ocorrer diminui¢do na
intensidade e alteracdo da qualidade espectral da luz que atinge as células. Os objetivos
deste trabalho foram: 1) caracterizar a produg¢do de biomassa e de pigmentos por
isolados do género Nostoc cultivados em diferentes intensidades luminosas; 2) analisar
o efeito do pré-cultivo e subseqiiente exposi¢do a diferentes intensidades luminosas
sobre 0s mesmos parametros e sobre os processos de diferenciagdo celular e 3)
caracterizar durante o cultivo de Nostoc CCLFM XXI em duas intensidades luminosas,
a relacdo das fases de crescimento com os processos de diferenciacdo celular

predominantes. As maiores producdes de biomassa foram obtidas a 20, 45 e 75 pmoles



m> s'l, respectivamente em Nostoc CCLFM I, VIII e XXI. Em Nostoc CCLFM 1,
apenas a concentragdo de ficoeritrina variou com a intensidade luminosa, apresentando-
se maxima a 15 pmoles m™ s, e diminuindo com aumentos na intensidade luminosa.
As concentragdes de pigmentos em Nostoc CCLFM VIII ndo variaram com a
intensidade luminosa. As concentragdes de ficocianina e aloficocianina, em Nostoc
CCLFM XXI, variaram com a intensidade luminosa, atingindo um méximo a 45 umoles
m™ s, e mantendo-se constantes nas maiores intensidades. O pré-cultivo a 15 pmoles
m? s™ e exposicdo as baixas intensidades luminosas levou, em Nostoc CCLFM VIII ¢
XXI a uma intensa diferenciagdo de acinetos, o que ndo ocorreu para Nostoc CCLFM 1.
Quando o pré-cultivo foi realizado a 75 pmoles m™” s, observou-se, em Nostoc
CCLFM I e VIII, filamentos com células menores que as células vegetativas, indicativo
de diferencia¢do de hormogonios. Nostoc CCLFM XXI quando cultivado a 15 pmoles
m™ 5™ apresentou intenso padrio de diferenciagdo de acinetos, ao passo que o cultivo a
60 pmoles m™ s™' apresentou distintos padrdes de diferenciacdo celular nas faixas de
parada de producdo de biomassa. Nas fases iniciais de cultivo houve predomindncia de
hormogodnios, e de acinetos nas fases intermedidria e final da curva. Desta forma, ha
uma relagdo entre intensidade luminosa e diferencia¢do celular, sendo que as mais
baixas levam a diferenciacdo de acineto. No entanto, em maiores intensidades, observa-
se tanto diferenciagdo de hormogonios quanto de acinetos, sendo os primeiros
observados na primeira parada de producdo de biomassa e os acinetos nas faixas mais
tardias de parada, indicando uma sequéncia na ocorréncia destes processos relacionada a

disponibilidade de energia luminosa adequada a fotossintese.



ABSTRACT

VAZ, Marcelo Gomes Marcal Vieira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, june,
2010. Cellular differentiation in Nostoc spp: effects of light intensity and
pattern of filaments superposition. Adviser: Anténio Galvao do Nascimento.
Co-Advisers: Arnaldo Chaer Borges and Rosane Maria de Aguiar Euclydes.

In Nostoc isolates, the vegetative cells multiplication and differentiation of some
of them in heterocyst is the life cycle phase in which biomass production occurs. In
other phase, many environmental changes can trigger hormogonium differentiation, a
transient and a non-growth state. The use of cyanobacteria strains in biotechnological
processes have been studied for many years, however, the production of biomass is
influenced, and can be limited, by the fact that the colonies growth intensify the self-
shading. Consequently, changes in light intensity and quality received by cells can
occur. The aims of this work were: 1) to characterize biomass and pigments production
by Nostoc isolates in response to changes in light intensity; 2) to analyze the effect of
pre-cultivation and exposure in different light intensities in the same parameters and in
cellular differentiation processes; 3) and to relate, for isolate Nostoc CCLFM XXI,
growth phases to predominant cellular differentiation processes. The greater biomass
production was achieved at 20, 45 and 75 pmoles m™ s, respectively in Nostoc
CCLFM I, VIII and XXI. In Nostoc CCLFM 1, only phycoerithrin content changed with

light intensity, been maximum at 15 pmoles m™ s™', decreasing with increasing light
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intensities. Pigment contents, in Nostoc CCLFM VIII did not vary with light intensities.
In Nostoc CCLFM XXI phycocyanin and alophycocyanin contents varied with light
intensity, reaching a maximum at 45 pmoles m™~ s™, been constant up to 105 pmoles m™
s'. Biomass pre-cultivated at 15 pmoles m™ s™', when exposed to lower light intensities
led to an intense akinetes differentiation in Nostoc CCLFM VIII and XXI, fact that did
not occur in Nostoc CCLFM L. When biomass pre-cultivated at 75 pmoles m? s™ were
exposed to lower light intensities, filaments with smaller cells than vegetative ones were
observed, indicating probably, the occurrence of hormogonium differentiation in Nostoc
CCLFM I and VIII. When cultivated at 15 pmoles m™ s, Isolate XXI showed intense
akinetes differentiation, and when cultivated at 60 pmoles m™ s it showed distinct
cellular differentiation patterns in phases in which biomass production was not
observed. Hormogonia were observed only in the early non-growth phase, while
akinetes were observed in middle and late non-growth phases. Therefore, there is
relation between light intensity and patterns of cellular differentiation. In lowest light
intensities the akinetes differentiation predominates over other differentiation process.
However, in higher intensity hormogonia and akinetes were observed, with hormogonia
associated with the first non-growth phase and akinetes with middle and late non-
growth phase, indicating a sequence in which cellular differentiation occur, probably

related with light energy available to photosynthesis.
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1- INTRODUCAO

As cianobactérias pertencem ao Dominio Bacteria, apresentando parede celular
caracteristico de bactérias gram-negativas. Sao amplamente distribuidas em diversos
ambientes, apresentando adaptagcdes para colonizar habitats desfavordveis. Sdo todas
fotoautotréficas, capazes de realizar fotossintese oxigénica de forma similar aos
fotoautotroficos eucaridticos, sendo que algumas podem apresentar metabolismo
heterotréfico. Nesse caso, sdo designadas de mixotroficos. Muitas espécies de
cianobactérias também realizam o processo de fixagdo biologica de nitrogénio
atmosférico (WOESE, 1985).

Como os primeiros organismos capazes de realizar a fotossintese oxigénica, as
cianobactérias apresentam papel fundamental no processo de evolugdo da vida na Terra.
A fotossintese oxigénica requer a agdo coordenada dos dois fotossistemas (PSI e PSII)
para gerar o potencial eletroquimico necessario a extracdo de elétrons da agua,
produzindo o oxigénio (FLORES e HERRERO, 2010). A produ¢do de oxigénio por
cianobactérias foi responsavel pela oxidacdo da atmosfera terrestre ha 2,4-2,2 bilhdes de
anos; também contribuiram substancialmente para a produgdo primdria durante a Era
Proterozodica e sdo, atualmente, importantes agentes nos ciclos biogeoquimicos do
carbono e do nitrogénio (KNOLL, 2008). Esses micro-organismos formam um grupo
filogeneticamente coerente, o qual também inclui os cloroplastos (GIOVANNONI et

al., 1988; SHI e FALKOWSKI, 2008). No entanto, ha grande diversidade morfolégica



dentro do grupo, existindo tanto cianobactérias unicelulares quando filamentosas, além
da presenga, em algumas cianobactérias filamentosas, de tipos celulares diferenciados.
Podem ser encontrados até quatro tipos celulares em alguns isolados de cianobactérias:
as células vegetativas dos filamentos maduros, além de acinetos, heterdcitos e células de
hormogonios (FLORES e HERRERO, 2010).

Os acinetos sdo células similares a esporos, frequentemente mais largas que as
células vegetativas, apresentando-se com granulagdo conspicua (MEEKS et al., 2002;
ARGUETA et al., 2006) e que se diferenciam a partir destas, em resposta a certas
condi¢des ambientais, como limitacdo de luz e desnutricdo por fosfato (ADAMS e
DUGGAN, 1999). Tais células apresentam atividade metabodlica reduzida, acumulam
glicogénio como reserva de carbono e cianoficina como de nitrogénio, além de uma
parede celular espessada, semelhante a dos heterécitos (LEGANES, 1994; FLORES e
HERRERO, 2010). A germinacdo dos acinetos ocorre em condigdes favoraveis e que
sdo permissiveis ao crescimento da cianobactéria, frequentemente envolvendo a
liberagcdo de um pequeno filamento deslizante, através de um poro no envoltorio celular
do acineto. No entanto, algumas espécies, incluindo Nostoc punctiforme, parecem
degradar toda a parede celular do acineto, durante a liberacdo do filamento jovem
(dados nao publicados de MEEKS, citado por ADAMS e DUGGAN, 1999).

Os heterdcitos sao os sitios de ocorréncia da fixagdo biologica de nitrogénio em
cianobactérias filamentosas heterocitadas e fisiologicamente, podem ser considerados
como receptores de carbono reduzido e fontes de nitrogénio reduzido dentro dos
filamentos (MEEKS et al., 2002). A sintese de certos sistemas enzimaticos envolvidos
com a fotossintese ¢ com a assimilagdo de CO,, como o PSII e a ribulose bisfosfato
carboxilase, ¢ reprimida, ao passo que a nitrogenase e o consumo respiratorio de O, s@o
induzidos e aumentados (WOLK et al., 1994). Nas células vegetativas ocorrem os
fluxos ciclico e aciclico de elétrons durante a fotossintese, resultando na sintese de ATP
e de NADPH,, os quais sdo usados no ciclo de Calvin. Nos heterdcitos ocorre a
fotofosforilacdo ciclica, com a geracdo de ATP, e a fixacdo bioldgica de N,. Os
carboidratos sdo translocados das células vegetativas para os heterdcitos e neles sdo
oxidados pela via das pentoses fosfato, gerando NADPH, (WOLK, 1968; MEEKS et al.,
2002; FLORES e HERRERO, 2010). Portanto, a contigliidade entre células vegetativas
e heterdcitos ¢ fundamental para a continuag@o dos processos de fixacao autotréfica de

CO; e de fixagao de N».



Os hormogodnios sdo identificados como filamentos moéveis e relativamente
pequenos, que nao apresentam heterdcitos, com células menores e de forma distinta das
células dos filamentos vegetativos. Constituem um estado transiente, no qual ndo ha
produgdo de biomassa e nem crescimento (TANDEAU DE MARSAC, 1994; MEEKS
et al., 2002). O termo ‘hormogdnio’ é normalmente usado por ficologistas para designar
pequenos tricomas moveis liberados de tricomas imoveis envoltos por bainhas. O seu
conceito foi ampliado por RIPPKA et al. (1979) para designar tricomas moveis ou
imoveis que sdo frequentemente vacuolados, sem apresentar heterécitos (TANDEAU
DE MARSAC, 1994).

Os hormogodnios ocorrem, normalmente, no ciclo de vida de varios géneros de
cianobactérias filamentosas. Eles participam da dispersdo da colonia a curtas distancias
em virtude da sua motilidade por deslizamento ou por flutuacdo na coluna de agua,
quando apresentam vesiculas de gas. Esses filamentos diferenciados também estio
envolvidos no processo de simbiose entre cianobactérias e plantas, sendo que algumas
substancias liberadas pelas plantas induzem a diferenciacio de hormogonios
(TANDEAU DE MARSAC, 1994; MEEKS e ELHAI, 2002; MEEKS et al., 2002).

A aplicacdo de cianobactérias que realizam a fixacdo bioldgica de nitrogénio
como biofertilizantes, em solos alagados, tem sido amplamente estudada, pois este
processo pode substituir, parcialmente, a adi¢do de fertilizantes nitrogenados, e reduzir
custos na produ¢cdo (ROGER e KULASOORIYA, 1980; CHOUDHURY e KENNEDY,
2004). A adigcdo desses organismos pode resultar em aumento de 14 a 17 % na
produtividade de graos de arroz (ROGER ¢ WATANABE, 1986), além de aumentar a
disponibilidade de fosforo pela excregdo de 4cidos organicos (ROGER e
KULASOORIA, 1980). Aplicagdes biotecnologicas de cianobactérias incluem, a
produ¢do de biomassa para a alimentacdo e a producdo de metabolitos de interesse
industrial, como o Hj, as ficobiliproteinas ¢ exopolissacarideos, e biocombustiveis
(ANGERMAYR, 2009). Ao mesmo tempo, algumas espécies também podem produzir
cianotoxinas, que causam sérios problemas para a satde publica quando ha um aumento
exagerado das populagdes destes organismos em lagos, rios ou reservatorios de agua
(OLIVERA-RAMIRES et al., 2000; MORENO et al., 2003; PULZ ¢ GROSS, 2004;
ESPER et al., 2006; RUPPRECHT et al., 2006; PAERL, 2008).

Em cianobactérias, a razdo carbono/nitrogénio (C/N) dentre as espécies que sao
capazes de fixar N,, ¢ de importancia uma vez que a concentracdo de alfa ceto-glutarato

¢ um dos sinais intracelulares da disponibilidade de fontes de carbono e de nitrogénio



(ZHANG et al., 2006). Em biorreatores, a produ¢do de biomassa desses micro-
organismos em biorreatores pode ser influenciada e limitada pelo fato de que o
desenvolvimento das colonias intensifica o processo de auto-sombreamento
(BERBEROGLU et al., 2007; GIDUGU, 2007). Em conseqiiéncia, pode ocorrer
diminui¢do da intensidade e alteragdo da qualidade espectral da luz que atinge as
células. Para a operacdo destes biorreatores, portanto, ¢ fundamental entender como tais
fatores interferem na taxa de crescimento, no conteudo de pigmentos fotossintéticos e

nos processos de diferenciagdo celular.

1.1 — Diferenciacdo de hormogonios em Cianobactérias

A diferenciacdo de hormogonios ¢ um importante estdgio do ciclo de vida de
inimeras espécies de cianobactérias, pois, apesar de nao produzirem biomassa,
representam um estagio transiente e que permite a dispersdo da colonia. Tal processo
estd intimamente relacionado com a possibilidade de explorar melhor o ambiente no
qual os diferentes isolados de cianobactéria se desenvolvem. No entanto, pode
representar um obstaculo ao uso dessas cianobactérias em processos biotecnologicos.

A literatura registra uma série de fatores ambientais, bidticos e abioticos, que
levam a diferenciagdo de hormogonios. Sugere-se que as cianobactérias seriam capazes
de detectar tais alteragdes ambientais, por meio de proteinas sensoriais pré-existentes,
capazes de sinalizar uma condicdo de estresse para a célula (MEEKS e ELHAI 2002).
Tais fatores podem ser concentragao de sal e de nutrientes (HERDMAN e RIPPKA,
1988), qualidade luminosa (DAMERVAL et al., 1991; CAMPBELL et al., 1993;
NASCIMENTO, 1999), intensidade luminosa (LI et al., 2005) e interagdes simbioticas
(CAMPBELL e MEEKS, 1989), dentre outros.

O primeiro registro de que a transferéncia de colonias de Nostoc verrucosum
para um frasco contendo agua, induzia a produ¢do de filamentos jovens e capazes de
deslizar dentro de 2 a 3 dias, ¢ atribuido a Thuret, em 1844 (TANDEAU DE MARSAC,
1994). Outros pesquisadores assumem que células de cianobactérias em fase
estaciondria de crescimento sintetizam e liberam uma substancia inibidora da
diferencia¢do de hormogonios. Por isso afirmam que a transferéncia para um novo meio

de cultura pode induzir essa diferenciagdo, desde que o indculo ndo esteja em



concentragdo 5-10 % maior do que o volume do meio (LAZAROFF, 1973; RIPPKA ¢
HERDMAN, 1985; HERDMAN e RIPPKA, 1988).

A remogao de NaNOs do meio de cultura induz a diferenciagdo de hormogonios
que apresentam vesiculas de gas em Nostoc muscorum (ARMSTRONG et al., 1983) e
em Calothrix PCC 7601 e PCC 7504 (HERDMAN e RIPPKA, 1988). No primeiro
caso, a substituicdo do NaNOs por concentragdes equimolares de NaCl, KCIl ou KNOs
previne o processo de diferenciagdo, ao passo que glicose e sacarose ndo. Tais
resultados indicam que a inducdo da diferenciacio de hormogdnios em Nostoc
muscorum ndo resulta da desnutricdo por nitrogénio, e que solugdes idnicas,
diferentemente das nao-idnicas, previnem esta indugdo (ARMSTRONG et al., 1983).
Em Calothrix PCC 7601, a substituigdo de NaNOs por concentragdes equimolares de
NaCl nao preveniu a formagdo de hormogdnios, ao passo que um curto periodo (2
horas) de desnutri¢ao por nitrogénio € suficiente para iniciar o processo de diferenciagao
de hormogonios (HERDMAN e RIPPKA, 1988). Desta maneira, a resposta apresentada
por Calothrix PCC 7601 aparentemente resulta de rapidas mudangas no metabolismo de
nitrogénio, mais do que alteragdes osmaticas.

Em isolados de Calothrix sp., culturas deficientes em ferro produzem
hormogonios apos a adicdo deste elemento ao meio (DOUGLAS et al., 1986;
TANDEAU DE MARSAC, 1994). De modo similar, em varios isolados heterocitados
cultivados sob limitacdo de fosforo, houve indugdo da diferenciagdo de hormogdnios
apos sua adicdo (WOQOD et al, 1986). Em diversos isolados de Calothrix sp., a parada
na producdo de hormogodnios parece estar relacionada com a indugdo da atividade de
fosfatases, indicando que flutuagdes nas concentracoes de fosfato podem
alternativamente levar a diferenciagdo de hormogonios ou a producdo de fosfatases
(ISLAM e WHITTON, 1992).

A qualidade espectral da luz incidente afeta enormemente a diferenciagdo de
hormogonios, sendo, talvez o fator mais bem entendido como indutor da formacgdo de
hormogonios. A transferéncia de colonias de N. muscorum A (Nostoc sp., isolado PCC
7906) de um ambiente sem luz para um de luz vermelha causou a diferenciacdo de
hormogonios independentemente da presenca ou auséncia de agiicar no meio de cultura
LAZAROFF (1966 e 1972, citado por LAZAROFF, 1973). DAMERVAL et al. (1991)
e CAMPBELL et al. (1993) levantaram importantes dados relacionados a participagdo
das luzes verde e vermelha no processo de diferenciagdo e sua relacdo com o balango

redox na cadeia transportadora de elétrons fotossintética em Calothrix PCC 7601.



NASCIMENTO (1999), por sua vez, introduziu o cultivo de isolados do género Nostoc
que apresentavam diferentes arquiteturas de col6nia sob ambientes de luz verde ou
vermelha continua, e os efeitos dessas duas variaveis no processo de diferenciacdo de
hormogonios.

Proteinas sdo diferencialmente sintetizadas em células de hormogoénios, a
maioria predominantemente associadas a superficie celular, funcdo na motilidade,
reconhecimento celular e adesdo (KLINT et al., 2006). Durante a diferenciacao de
hormogodnios em Nostoc punctiforme PCC 79102 , 1.827 genes foram diferencialmente
expressos quando comparados com as células vegetativas, o que corresponde a
aproximadamente 25 % do genoma. Cerca de metade dos genes que foram menos
expressos nos hormogonios codifica para proteinas envolvidas no metabolismo central e
aproximadamente 22 % dos genes mais expressos durante o processo de diferenciagdo
codificam proteinas envolvidas em fung¢des de adaptagdo, incluindo transducdo de
sinais, taxia e motilidade (CAMPBELL et al., 2007). Esses dados reforcam a funcao dos
hormogodnios como unidades dispersivas que, uma vez formadas, sdo liberadas pela
fragmentacao dos filamentos parentais (FLORES e HERRERO, 2010).

Os hormogodnios também se caracterizam por serem as unidades infectivas
durante o estabelecimento de relagdes simbidticas entre cianobactéria filamentosas
heterocitadas e plantas (TANDEAU DE MARSAC, 1994; MEEKS e ELHAI, 2002),
sendo que alguns metabolitos liberados por algumas plantas podem induzir a
diferencia¢do de hormogodnios (MEEKS e ELHALI 2002).

Metabdlitos produzidos por algumas plantas hospedeiras agem como fatores de
inducgdo da diferenciacdo de hormogodnios (da sigla em inglés HIFs). Plantas do género
Gunnera liberam um pequeno peptideo na mucilagem secretada por glandulas
radiculares, que servem como ‘“moléculas-guia” para a infeccdo por cianobactérias
(RASMUSEN et al., 1994). Os HIFs s3o também produzidos pelo hospedeiro
Anthoceros punctatus (CAMPBELL e MEEKS, 1989), no entanto a identificacdo e
caracterizacdo molecular desses fatores ndo estd completa. Fatores de repressdo da
inducdo de hormogodnios (da sigla em inglés HRFs), que contrapdem a diferenciacio de
hormogonios, também tém sido identificados. Existem evidéncias experimentais da
ocorréncia de pelos menos trés passos no processo de sinalizacdo quimica e
estabelecimento da associacdo entre Nostoc punctiforme e A. punctatus (CAMPBELL et
al., 2003). Inicialmente, plantas de Anthoceros em condi¢des de limitacdo por

nitrogénio secretam HIFs (CAMPBELL e MEEKS, 1989), ¢ em sequéncia, os



hormogodnios sdo atraidos por substancias quimicas liberadas pelas plantas, e se aderem
aos tecidos dos gametodfitos, colonizando as cavidades simbiodticas (KNIGHT e
ADAMS, 1996). Por fim, apos a colonizagdo, HRF ¢ produzido dentro da cavidade
simbidtica. Como a atividade de HRF ¢ dominante sobre a de HIF, pressupde-se que sua
liberagdo induza a mudanca nos processos de diferenciagdo celular, por reprimir a
diferenciagdo de hormogonios e induzir a diferenciagdo de heterocitos, bem como a

atividade da nitrogenase (COHEN e MEEKS, 1997).

1.2 — Sistema fotossintético, qualidade espectral da luz e intensidade luminosa

Em cianobactérias ha dois tipos de sistema-antena, um constituido pelas
ficobiliproteinas e o outro constituido por moléculas de clorofila a associadas a
complexos protéicos integrais de membrana (GLAZER e MELIS, 1987). As
ficobiliproteinas estdo organizadas em uma estrutura chamada ficobilissomo (PBS), a
qual se encontra fisicamente ligada @ membrana do tilacdide. Essa estrutura em contato
com o PSII forma o complexo PBS-PSII, para o qual transfere a maior parte da sua
energia de excitagdo. O sistema antena de clorofila a encontra-se em ambos os
fotossistemas, porém a quantidade de moléculas de clorofila a associada ao PSI ¢ maior
do que ao PSII (GROSSMAN et al., 1993; BALD et al.,, 1996). As principais
ficobiliproteinas sdo a ficoeritrina (Pe), a ficocianina (Pc) e a aloficocianina (Ap).
Ficoeritrina absorve energia luminosa na regido do verde (maximo de absorcdo a 565
nm), ficocianina absorve na regido do vermelho (méximo de absor¢do a 625 nm) e
aloficocianina absorve energia em luz vermelha (maximo de absorcdo a 650 nm)
(GLAZER, 1981).

Como conseqiiéncia de mudangas na qualidade espectral da luz, ocorrem ajustes
rapidos na distribuicdo desta entre os fotossistemas, as “transicoes de estado”
(GLAZER et al., 1994, MULLINEAUX, 1994, BALD et al., 1996). C¢lulas de
Calothrix PCC 7601 em condigdes adaptadas a luz vermelha encontravam-se no “estado
17, no qual a transferéncia de energia do PBS-PSII para o PSI ¢ pequena (CAMPBELL,
1996). Por outro lado, as adaptadas a luz verde estavam no “estado 2”, no qual ocorre
uma intensa transferéncia de energia de excitagdo do PBS-PSII para o PSI. Alguns
mecanismos tém sido propostos para explicar esta transferéncia de energia luminosa,

por exemplo, resultante do contato fisico parcial do PBS com ambos os fotossistemas,



ou da transferéncia do excesso de energia de excitacdo pelo sistema antena de clorofila
a (GLAZER et al., 1994; MULLINEAUX, 1994, BALD et al., 1996).

As cianobactérias sdo classificadas em trés grupos, de acordo com as variagdes
de composi¢do de ficobiliproteinas em fun¢do da qualidade de luz. No Grupo 1, a
composicao relativa de Pc e Pe ndo ¢é alterada de acordo com a qualidade da luz; no
Grupo 2, apenas a sintese de Pe ¢ estimulada sob luz verde, e no Grupo 3, a sintese de
Pe ¢ estimulada sob luz verde e a sintese de Pc quando sob luz vermelha. As
cianobactérias do Grupo 3 tém quantidades de Pc e Pe varidveis, em funcdo da
composi¢ao relativa de radiacdo verde e vermelha a qual estdo expostas. A altera¢do na
composig¢ao relativa de Pc e de Pe nos organismos do Grupo 3 em funcao da qualidade
espectral da luz ¢ chamada Adaptagao Cromatica Complementar (CCA) (TANDEAU de
MARSAC, 1977).

As concentragdes de ficobiliproteinas e de clorofila a também variam com a
intensidade luminosa (WYMAN e FAY, 1986; SENDERSKY et al.,, 2005). Em
determinada faixa de aumento de intensidade luminosa, ndo ha modificacdo do
conteudo de pigmentos por unidade de célula. No entanto, em intensidades acima desta
faixa, ha um declinio deste conteido. A diminui¢ao da concentragdo de ficobiliproteinas
em maiores intensidades luminosas é o resultado de uma menor taxa de sintese, € de um
aumento na taxa de degradagdo das ficobiliproteinas ja existentes. Tais mudancas
qualitativas e quantitativas nas taxas de sintese de pigmentos em maiores intensidades
parecem fazer parte de um mecanismo global que permite o crescimento, em condig¢des
que poderiam favorecer a foto-oxidagao da clorofila a (WYMAN e FAY, 1986).

Durante fases de crescimento onde ha limitagcdo de luz, o declinio na quantidade
de pigmentos fotossintéticos por células em razdo dos aumentos na irradiancia, ¢ uma
funcdo da relativa baixa taxa de sintese de ficobiliproteinas e de clorofila a, comparada
a taxa de divisdes celulares. Uma vez atingida a taxa maxima de crescimento, no
entanto, reducdes adicionais na quantidade de pigmentos fotossintéticos por células em
maiores intensidades sdo resultado direto ou do declinio na taxa de sintese, quando a
taxa maxima de crescimento ¢ mantida, ou do declinio de taxa de sintese e de taxa de
crescimento (WYMAN e FAY, 1986).

Fatores ambientais que definem uma menor taxa fotossintética, como baixas
temperaturas e a caréncia de algum nutriente mineral, também resultam em diminui¢do

da concentragdo de ficobiliproteinas. De forma que a absor¢do de energia luminosa pelo



complexo PBS-PSII ¢ controlada de maneira a ndo resultar em uma absor¢ao excessiva
de energia (WYMAN e FAY, 1986).

A taxa de crescimento de cianobactérias, também varia em resposta a
intensidade luminosa. No geral, em uma faixa inicial os aumentos de intensidade
luminosa levam a aumentos na taxa de crescimento, sendo que apos essa faixa, hd uma
estabilizacdo ou mesmo uma queda da taxa de crescimento, de acordo com a espécie
(WYMAN e FAY, 1986). A intensidade luminosa na qual a taxa de crescimento foi
maxima variou entre as diferentes espécies analisados por WYMAN e FAY (1986):
Gloeotrichia echinulata CC1 apresentou maxima taxa de crescimento a 20 pmoles m™
s, sendo mantida estdvel em maiores intensidades — até 184 pmoles m™ s'; para
Microcystis aeruginosa 7806, Oscillatoria redekei, Anabaena solitaria, e A. circinalis a
méxima taxa de crescimento foi atingida a 50-60 pmoles m™ s. Em estudo conduzido
com M. aeruginosa UV-027 a taxa de crescimento aumentou com o aumento de
intensidades variando de 20 a 565 pmoles m™ s™', sem atingir uma faixa de saturacio
(RAPS, et al., 1983). Nostoc commune requereu intensidade de 33 pmoles m™ s™ para
atingir maxima taxa de crescimento e para maxima producao de biomassa (BRIONES E
MARTINEZ-GROSS, 1994). Ja Spirulina platensis alcangou taxa de crescimento
maxima quando cultivada em intensidade luminosa maior ou igual a 465 umoles m?s™,
até 1500 pmoles m™ s (OLAIZOLA ¢ DUERR, 1990).

A intensidade luminosa pode afetar também a diferenciacdo de hormogonios.
Em Nostoc sphaeroides cultivado sob intensidades luminosas de 0 a 60 pmoles m? s a
diferenciacdo foi de 100 % em 5 e¢ 10 pmoles m™ s, sendo essas intensidades
caracterizadas como intermediarias (LI et al., 2005). No entanto, os autores nao
apresentaram uma possivel relacdo de causa/efeito entre intensidade luminosa e

diferencia¢do de hormogonios.

1.3 — Efeito do padrao de sobreposiciao de filamentos sobre as caracteristicas da luz

Em isolado do género Nosfoc, a multiplicagdo das células vegetativas e a
diferenciagdo de algumas células em heterdcitos, em intervalos regulares, ¢ a etapa do
ciclo de vida em que ocorrem a fixacdo biologica de nitrogénio e a fotossintese,
possibilitando a producdo de biomassa (MEEKS et al., 2002). Os heterécitos sao

diferenciados em condi¢des de maior limitacdo de nitogénio, o que explica a sua



diferenciagdo em regides mais distantes de heterocitos previamente diferenciados em
um filamento (MEEKS e ELHAI, 2002, ZHANG et al., 2006). Este crescimento resulta
na formagao de colonias de arquitetura e tamanho variavel, dependendo da espécie e das
condi¢des de cultivo. Os filamentos podem ser levemente ou fortemente retorcidos,
frouxamente ou fortemente emaranhados uns em relagdo aos outros dentro da colonia
(DESIKACHARY, 1959, KOMAREK ¢ ANAGNOSTIDIS, 1989).

Na etapa do ciclo de vida onde h4 intensa producdo de biomassa, a sobreposicao
dos filamentos pode causar uma diminui¢do progressiva da intensidade de luz, bem
como uma filtragdo seletiva da luz ao longo das diferentes camadas dentro da colonia
(JORGENSEN et al., 1987, PLOUG et al., 1993, PRUFERT-BEBOUT et al., 1993,
ROUG e DOMINY, 1994). Sob intensidades luminosas baixas (30 pmoles m?s?), em
razdo da filtragdo seletiva da luz, uma maior absor¢do na regido de 625 nm relativa a
observada a 680 nm causou um enriquecimento da luz na regido de 680 nm ao longo de
um padrao artificial de auto-sombreamento em Synechococcus sp. 6301 (ROUG e
DOMINY, 1994). A tendéncia oposta foi observada quando se caracterizou os espectros
de absor¢do de luz de suspensdes de células intactas de cianobactérias crescendo a 55-
65 e a 500 pmoles m™> s' (JORGENSEN et al., 1987; AGUSTI e PHLIPS, 1992;
PRUFERT-BEBOUT et al., 1993). Nesses casos, 0s autores observaram uma maior
absor¢ao na regido de 680 nm. Possivelmente, as diferencas no espectro de absor¢ao
citadas sejam causadas pelas diferengas na relagdo ficobiliproteinas/clorofila a, a qual ¢
maior em menores intensidades luminosas.

Em outra etapa do ciclo de vida, varios fatores do ambiente podem induzir um
processo de diferenciagdo celular em regides do filamento contendo conjuntos de
células vegetativas entre dois heterdcitos ou em outras regides, formando os
hormogdénios (HERDMAN e RIPPKA, 1988, CAMPBELL e MEEKS, 1989,
CAMPBELL et al., 1993, CAMPBELL, 1994).

O desenvolvimento do hormogoénio recém formado em um filamento jovem ¢
desencadeado de 72 a 96 horas apos o inicio da diferenciagdo do hormogdénio em
Calothrix ATCC 7601 (DAMERVAL et al., 1991). Inicialmente, diferenciam-se os
heterdcitos terminais, sendo reiniciada a fixagdo de nitrogénio atmosférico e a produgao
de biomassa. A diferenciacao dos heterdcitos intercalares ¢ reiniciada posteriormente, o
que resulta na formacdo de uma colonia jovem caracteristica de cada linhagem
(DAMERVAL et al., 1991; TANDEAU de MARSAC ¢ HOUMARD, 1988). Portanto,

no inicio do desenvolvimento, esta coldnia jovem crescera na auséncia dos efeitos de
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atenuacdo da intensidade da luz e de filtragdo seletiva da luz, caracteristicos da colonia
original de onde ¢ proveniente. Em fases adiantadas do desenvolvimento, a
sobreposi¢do dos filamentos agrava novamente os efeitos acima citados, podendo gerar
um novo ciclo de diferenciagdo de hormogonios.

Modelos t€m sido propostos para explicar o efeito da atividade celular e das
condigdes de cultivo na diferenciacdo celular, especialmente de heterdcitos. Tais
modelos levam em consideragdo, principalmente, o efeito do auto-sombreamento sobre
a penetragdo da luz em fotobiorreatores, além de analisar eficiéncia de fixacdo de

nitrogénio e taxa fotossintética (PINZON-GAMEZ, 2006).

1.4 — Efeito da qualidade da luz e da arquitetura da colonia sobre a diferenciacao

de hormogonios

Cianobactérias apresentam um sistema de endomembranas, os tilacoides, no qual
localiza-se uma cadeia transportadora de elétrons mista (fotossintética e respiratéria)
(TRUBITSIN et al., 2005, PAUMANN et al., 2004). Nos tilacoides, os pigmentos
fotossintéticos do fotossistema I (PSI) e do fotossistema II (PSII) absorvem energia
luminosa, impulsionando um fluxo aciclico de elétrons no qual a 4agua ¢ o doador
primario de elétrons e 0 NADP" ¢ o aceptor final de elétrons, adicionalmente ao fluxo
ciclico de elétrons. Alguns componentes da cadeia transportadora de elétrons
fotossintética (CTEF) sdao compartilhados com a cadeia transportadora de elétrons
respiratoria (CTER). Desta forma, elétrons provenientes de coenzimas reduzidas
(NAD(P)H), gas hidrogénio (H,) ou succinato, fluem conjuntamente com os elétrons
provenientes do PSII através das plastoquinonas (PQ), do Cit bef e da plastocianina,
sendo finalmente doados para o PSI ou para a oxidase terminal, sendo que esses eventos
resultam na reducgao de NADP" ou O, respectivamente.

CAMPBELL et al. (1993) estudaram a relacdo entre a composi¢do do PBS e a
diferencia¢do de hormogonios em linhagens de Calothrix PCC 7601, que apresentavam
adaptacdo cromatica complementar (CCA) do grupo 3 (TANDEAU DE MARSAC,
1977). Culturas pré-cultivadas em luz verde (PBSs ricos em Pe) ou sob luz vermelha
(PBSs ricos em Pc) foram subseqiientemente expostas ao mesmo tipo de luz ou a um
tipo oposto de luz. As maiores porcentagens de diferenciagdo de hormogonio foram

observadas em culturas contendo PBSs ricos em Pe (pré-cultivas em luz verde), que
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foram subsequentemente expostas a luz vermelha. Estes resultados sugeriram que a
diferenciagdo de hormogonios foi intensamente induzida quando a luz foi absorvida
principalmente ou somente pelo PSI (luz vermelha excita preferencialmente o PSI, uma
vez que ¢ enriquecida em comprimentos de onda maiores ou iguais a 680 nm). Essa
absor¢do preferencial de energia luminosa pelo PSI leva a uma oxidagdo dos
componentes da cadeia transportadora de elétrons. A exposi¢do a luz verde,
diferentemente, inibiu a diferencia¢do, ja que preferencialmente excita o PSII
(complexo PBS-PSII), reduzindo os intermediarios da cadeia transportadora de elétrons.

O 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia (DCMU ou Diuron®) é capaz de bloquear
a transferéncia de elétrons do PSII para o poo/ de plastoquinonas, levando a4 oxidagao da
CTE. Na presenga deste composto verificou-se a inducdo da diferenciacdo de
hormogonios, sendo que esta evidéncia permitiu a conclusdo de que a diferenciacao de
hormogodnios ¢ induzida quando o pool de plastoquinonas estd oxidado (CAMPBELL,
1993).

Sabe-se que a filtragdo seletiva da luz pode causar um enriquecimento da luz em
comprimentos de onda maiores que 680 nm nas camadas internas da colonia (ROUG e
DOMINY, 1994). Portanto, ¢ plausivel supor que nas camadas internas da coldnia, a luz
excita principalmente PSI, resultando em um estado de oxidacdo do pool de
plastoquinonas. Luz de comprimentos de onda maiores que 680 nm nao excita
ficobiliproteinas (GLAZER et al.,, 1994), o que torna invidvel o crescimento das
cianobactérias neste tipo de luz (JORGENSEN et al., 1987). Possivelmente, a indugao
da diferenciagdo de hormogodnios quando as plastoquinonas estdo oxidadas, seja uma
estratégia de fuga de um ambiente de luz, caracteristico do interior da colonia, que ¢
inapropriado para a fotossintese e, conseqilientemente, para a produgdo de biomassa.

LAZARROF e VISHNIAC (1973) mostraram uma relagdo entre padrio de
arquitetura das colonias e diferenciacdo de hormogonios em alguns isolados do género
Nostoc. Esses autores observaram a ocorréncia do processo de diferenciacdo de
hormogdnios em seis linhagens que formaram colonias com padrdo intenso de
agregacdo dos filamentos. Entretanto, ndo observaram este processo em outras trés
linhagens com um padrao mais disperso de organizacao dos filamentos na colonia.

Essa relacdo entre arquitetura da colonia e o processo de diferenciagdo de
hormogonios também foi verificada por NASCIMENTO (1999). Dos trés isolados
estudados pelo autor, dois apresentavam alto padrdo de sobreposi¢do dos filamentos,

nos quais se constatou uma maior tendéncia de diferenciacdo de hormogodnios, quando
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comparados com o isolado cujas coldnias apresentaram baixo padrio de sobreposi¢ao.
NASCIMENTO (1999) entao propds que a diferenciagdo de hormogonios nos isolados
com maior padrdo de sobreposi¢cdo de filamentos seria devido a filtracdo seletiva da luz
pelas camadas externas de células. Desta forma, a luz que chega ao interior da colonia
excita preferencialmente o PSI, causando a oxidagdo da cadeia transportadora de

elétrons e, consequentemente, a diferenciacao de hormogonios.

1.5 — Hipotese

A diferenciacdo de hormogonios varia com a intensidade luminosa, em funcao
dos efeitos desta sobre a taxa de crescimento e sobre o contetido de pigmentos, sendo
esta relacdo dependente da arquitetura da colonia, pois quanto maior o padrdo de

sobreposi¢ao de filamentos na colonia, mais intensa ¢ a filtragdo seletiva da luz.
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2 - OBJETIVOS

Caracterizar a producdo de biomassa e de pigmentos por isolados do género
Nostoc cultivados em diferentes intensidades luminosas;

Analisar o efeito do pré-cultivo e subseqiiente exposi¢do a diferentes
intensidades luminosas sobre os mesmos parametros e sobre os processos de
diferenciacgao celular;

Caracterizar durante o cultivo de Nostoc CCLFM XXI em duas intensidades
luminosas, a relagdo das fases de crescimento com os processos de diferenciagao celular

predominantes.
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3 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos descritos foram realizados no Laboratério de Fisiologia de
Micro-organismos e as analises microscopicas foram conduzidas no Laboratério de
Associagdes Micorrizicas, ambos vinculados ao Departamento de Microbiologia, da
Universidade Federal de Vigosa e localizados no Instituto de Biotecnologia Aplicada a

Agropecuaria — BIOAGRO.

3.1 — Micro-organismos

Para a realizagdo deste trabalho foram selecionados trés isolados do género
Nostoc de origem edafica, pertencentes a Cole¢do de Cianobactérias do Laboratorio de
Fisiologia de Microrganismos (CCLFM): 1, VIII e XXI.

A selecdo desses isolados foi baseada nas seguintes caracteristicas morfoldgicas:
padrdo de auto-agregacdo quando cultivados em meio liquido, aspecto da colonia em
meio sélido (crescimento globoso e séssil ou difuso) e quantidade de exopolissacarideos
produzidos. Nostoc CCLFM 1, quando cultivado em meio s6lido apresenta crescimento
globoso, com formacdo de grandes col6nias imersas em grande quantidade de
exopolissacarideos. Quando cultivado em meio liquido, apresenta colonias bem

delimitadas, mas de tamanho reduzido, apresentando-se como uma suspensao celular
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bastante homogénea, com padrao de auto-agregagdo inexistente, provavelmente, pela
grande quantidade de exopolissacarideos presente entre os filamentos (Figura 1). Nostoc
CCLFM VIII, quando cultivado em meio sélido apresenta colonias muito bem
delimitadas, pequenas (indicando baixa producdo de biomassa) e sem regides de
espalhamento ao redor das colonias (indicativo de baixa ou de nenhuma producio de
hormogonios, ou de baixa motilidade dos mesmos). Microscopicamente, apresenta
padrdo intenso de auto-agregagdo, sendo os filamentos bastante sobrepostos uns em
relacdo aos outros (Figura 1). Nostoc CCLFM XXI, em meio s6lido apresenta colonias
pequenas ¢ compactas, sendo observadas regides de espalhamento nos bordos das
colonias (indicativo de diferenciagao de hormogdnios, segundo MEEKS et al., 2002).
Microscopicamente, o padrdo de sobreposi¢do dos filamentos ¢ bastante intenso,

também apresentando alto padrao de auto-agregagado (Figura 1).
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Aspecto Macrozcépico Lzpecto Microscdpico

Figura 1. Aspectos macroscopicos (crescimento em meio s6lido) e microscopicos de colonias
dos Isolados Nostoc CCLFM I (a e b), Nostoc CCLFM VIII (¢ e d) e Nostoc CCLFM XXI (e e
f). Em a e e, crescimento em placa; em ¢, crescimento em tubo contendo meio inclinado.

3.2 — Obtencao de culturas puras com o uso de solu¢des diluidas de hipoclorito de

sodio

O método usado para a obten¢do de isolados puros se baseou na remog¢do da
camada de exopolissacarideos de agregados celulares, formados predominantemente por
acinetos, com o uso de tampao de extragdo de exopolissacarideos (FIORE et al., 2000),

seguido de tratamento com diferentes concentracdes de hipoclorito de sddio. O tampao
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de remogao de exopolissacarideos usado contém tris-HCI pH 8,0, EDTA 5 mM e NaCl
50 mM.

No procedimento realizado com Nostoc CCLFM 1, antes do tratamento com
solugdes diluidas de hipoclorito de sodio, foram obtidas as seguintes suspensdes de
acinetos: uma sem extracdo de exopolissacarideos, sendo os 5 mL iniciais de amostra
apenas centrifugados uma vez, para retirada do meio de cultura, e o precipitado
ressuspendido em 5 mL de salina 0,85 %; outra, submetida a uma etapa de remog¢ao de
exopolissacarideos; e uma ultima, submetida a duas etapas de remocdo de
exopolissacarideos. Suspensdes de acinetos de Nostoc CCLFM VIII e de Nostoc
CCLFM XXI foram submetidas a duas etapas de remogao de exopolissacarideos.

Frascos de 50 mL de volume contendo 20 mL de cultura rica em acinetos foram
submetidos a fluxos de seringa e ultra-som de banho, por tempo necessario, até a
obtencdo de uma suspensao homogénea de acinetos livres. Dessa suspensdo homogénea
de acinetos, foram coletados 5 mL, sendo adicionado a ela um volume igual de tampao
de extracdo de exopolissacarideos. Esse contetido foi homogeneizado e centrifugado a
15.000 g por 10 minutos, sendo o sobrenadante descartado. Essa etapa de remocao da
camada de exopolissacarideos foi repetida por mais uma ou duas vezes e o precipitado
final ressuspendido em 5 mL de salina 0,85 %. Aliquotas homogéneas dessa suspensdo
salina foram, entdo, usadas para o tratamento com hipoclorito de sodio analitico
VETEC®. O tratamento foi realizado em sistema de filtragio a vacuo acoplado a
membrana de ultra-filtracdo de 0,22 um, sendo usadas concentragdes de 1, 2 € 3 % de
hipoclorito de sédio por um tempo de 10 segundos. Apds o tratamento, a suspensao de
acinetos presente na superficie da membrana de filtragdo foi retirada com o auxilio de
uma alga de repicagem, sendo o material estriado em placa contendo meio BGI11
(ALLEN e STANIER, 1968, modificado por PONTES 1988) solido (agar 1,5 %).

Ao final de sete dias de incubagdo, ou tempo necessario ao surgimento de
coldnias visiveis, a 30 pmoles m™ s™' e a temperatura ambiente, foram feitas réplicas das
amostras em placas contendo meio agar-nutriente, para se analisar a presenga de
contaminantes heterotroficos. Essas placas foram incubadas em estufa a 30 °C, por até
quatro semanas, de forma semelhante ao descrito por FERRIS e HIRSCH (1991), sendo

analisadas de 24 em 24 horas.

3.3 - Preparo dos indculos para a montagem dos experimentos
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As culturas para obtencdo do pré-indculo e do indculo de cada isolado foram
mantidas sob iluminagfo constante ¢ continua, a 30 pmoles m™ s, proveniente de um
banco de lampadas fluorescentes brancas e a 25 a 27 °C.

O pré-indculo foi obtido a partir de cultura-estoque de cada isolado de
cianobactéria cultivada em tubo contendo meio BG11 sélido inclinado. A partir dessa
cultura-estoque, fez-se uma repicagem em placas contendo meio BG11 sdélido, sendo
estas mantidas incubadas em condi¢des de fototrofia por sete dias. Com o auxilio de
alga de repicagem, algumas colonias foram transferidas para frascos do tipo Erlenmeyer
de 50 mL de capacidade contendo 15 mL de BG11 liquido, os quais foram incubados
em agitador rotatorio, sob agitacdo constante de 110 rpm, a 27 °C e sob iluminagdo
constante de 30 pmoles m™ s, durante 7-8 dias.

Amostras de cada isolado foram centrifugadas a 15.000 g, por 10 minutos, a
temperatura ambiente, para a obtencdo dos inoculos. Ao sedimento foram adicionados
10 mL de salina 0,85% esterilizada ou meio BG11 liquido e a suspensdo novamente
centrifugada. Essa lavagem foi repetida duas vezes, sendo o centrifugado final
ressuspendido em um volume de meio BG11 liquido equivalente a duas vezes o seu
proprio volume (NASCIMENTO, 1999).

O cultivo da biomassa durante a realizacdo de todos os experimentos foi
realizado em frascos do tipo Erlenmeyer de 50 mL de volume, contendo 15 mL de meio
BGI11, sendo inoculados com 1 % de biomassa v/v (AGUIAR, 1992, com

modificacdes).

3.4 — Métodos de analise

3.4.1 — Analise dos padrodes morfologicos e de hormogonios

Os padrdes macroscopicos € microscopicos das culturas foram registrados por
fotos e a analise dos hormogonios e demais tipos celulares foi realizada
qualitativamente por meio de fotos de microscopia de luz.

As amostras destinadas as andlises microscopicas foram fixadas em solucao
Transeau (BICUDO e BICUDO, 1970) e acondicionadas em microtubos de
polipropileno do tipo Eppendorf®.
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Para as anélises de microscopia Optica foi utilizado Microscopio Olympus® BX-
50, provido de sistema de captura de imagem Olympus® QColor3R®. As imagens
obtidas foram processadas com o software QCapture® Suite Pro 6.0 (Quantitative

Imaging Corp., BC, CA).

3.4.2 — Extracio e quantificacdo de ficobiliproteinas

A quantificacdo de ficobiliproteinas foi realizada de acordo com TANDEAU de
MARSAC ¢ HOUMARD (1988). Uma aliquota de 5 mL de cultura foi centrifugada a
10.000 g por 15 minutos, a 20 °C. O sedimento foi ressuspendido em tampao acetato de
sodio 20 mM, pH 5,5, sendo novamente centrifugado (etapa realizada por duas vezes).
O centrifugado final foi novamente ressuspendido em 5 mL do mesmo tampao. Essa
suspensdo celular foi submetida a rompimento com o uso de French Press®.

Em seguida, a 1,9 mL do extrato livre de células foram adicionados 100 pL de
solugio de sulfato de estreptomicina 200 mg mL™, sendo mantidos a 4 °C por 30
minutos. Apds esse periodo, a solucdo foi centrifugada a 18.000 g, por 10 minutos, a 4
°C. O sobrenadante foi, entdo, suplementado com 400 pL de uma solucdo de ditiotreitol
de 1 mM.

A absorbancia foi determinada a 565, 620 ¢ 650 nm. As concentracdes de
ficocianina (Pc), aloficocianina (Ap) e ficoeritrina (Pe) foram obtidas a partir dos dados
de absorbancia de cada amostra, utilizando as expressdes adotadas por TANDEAU de
MARSAC e HOUMARD (1988):

Pc (mg mL'l) = (AbS620 nm — 0,7 X AbS650 1m)/7,38;

Ap (mg mL™") = (AbSgso nm — 0,19 X AbSe201m)/5,65 €

Pe (mg mL™") = [Absses nm — 2,8(Pc) — 1,34 (Ap)]/12.7.

3.4.3 — Extracao e quantificacido de clorofila a
A determinacao da concentracao de clorofila a, foram utilizados 5 mL de uma
suspensdo celular homogénea. Ela foi centrifugada a 15.000 g por 15 minutos a

temperatura ambiente e ao centrifugado foram adicionados 3 mL de salina 0,85 %.

Fluxos de seringa foram feitos até a obtencdo de uma suspensdo homogénea de

20



filamentos, sendo uma aliquota de 1 mL desta suspensdo centrifugada a 10.000 g, a 4

°C, por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e a partir do sedimento

foram realizadas duas extragdes consecutivas usando, em cada, 3 mL de metanol 90 %,

por lhora, a 4 °C, no escuro, seguidas por centrifugacdo a 10.000 g, a 4 °C, por 10

minutos. A leitura de absorbancia de uma aliquota do extrato foi feita a 665 nm ¢ a

concentragdo (C) calculada segundo TANDEAU de MARSAC e HOUMARD (1988):
C(ng mL'l) = AbS¢e5 nm X 13,9.

3.4.4 — Determinacio de massa seca

A determinagdo de massa seca foi realizada de acordo com FIORE et al. (2000).
Uma suspensao celular de 2 mL foi centrifugada a 10.000 g por 10 minutos, sendo o
centrifugado ressuspendido em 2 mL de 4gua destilada estéril, homogeneizado e
novamente centrifugado. O centrifugado final foi também ressuspendido no mesmo
volume de dgua destilada estéril. Esses 2 mL foram pesados em cadinhos de aluminio,

previamente tarados e secos por 72 horas em estufa a 105 °C.

3.5 — Montagens experimentais

3.5.1 — Producio de massa seca e concentracio de pigmentos em resposta a

intensidade luminosa

Os isolados Nostoc CCLFM 1, VIII e XXI foram cultivados em agitador
rotatorio por cinco dias, a 27° C e 110 rpm e sob luz branca de diferentes intensidades:
0, 15, 20, 30, 45, 75, 95 e 105 umoles m? s, O Isolado I também foi cultivado em mais
cinco intensidades luminosas: 1, 3, 5, 7 ¢ 9 umoles m? s Apo6s esse periodo, a
biomassa foi coletada e foram feitas as andlises de ficobiliproteinas, clorofila a e massa
seca. Também foram coletadas e fixadas, em Solu¢do Transeau, amostras para analises
microscopicas, nos pontos inicial e final do experimento.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos 48

tratamentos foram agrupadas pelo critério de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Todas
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as andlises foram feitas com o auxilio do software SAEG 9.1 (Universidade Federal de

Vicosa).

3.5.2 — Pré-cultivo e exposicio de biomassa de cianobactérias a diferentes

intensidades luminosas

Os isolados Nostoc CCLFM 1, VIII e XXI foram pré-cultivados em agitador
rotatério a 27 °C e 110 rpm, durante cinco dias a 15 e/ou 75 umoles m™ s”. No quinto
dia de cultivo os isolados foram transferidos para as novas condigdes luminosas de
incubacdo, sendo mantidos a 0, 5 ¢ 10 pumoles m> s'l, por trés dias.

Para cada condi¢ao de cultivo foram inoculados dez frascos: dois para analises
no dia inicial da montagem do experimento, € os outros oito para a incubagdo a 15 ou a
75 umoles m™ s™'. No quinto dia, dois frascos foram retirados para analises ¢ 0s outros
seis, dois a dois, foram expostos as novas condi¢des de incubacdo, 0, 5 e 10 pmoles m>
s, sendo analisados ap0s trés dias.

Foram feitas analises de ficobiliproteinas, clorofila a € massa seca. No primeiro,
quinto, sexto, sétimo e oitavo dias de experimento foram coletadas e fixadas em solugao
Transeau, amostras para analises microscopicas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias
agrupadas pelo critério de Scott-Knott a 5 % de probabilidade. Todas as andlises foram

feitas com o auxilio do software SAEG 9.1 (Universidade Federal de Vigosa).

3.5.3 — Analise do crescimento de Nostoc CCLFM XXI a 15 e 60 pmoles m™> s™

Nostoc CCLFM XXI foi cultivado em agitador rotatorio a 110 rpm, 27 °C,
durante 10 dias, sob ilumina¢do constante de 15 e 60 pmoles m? s, Em cada condicdo
luminosa foram incubados 42 frascos. De 12 em 12 horas foram coletados dois frascos
para analises de ficobiliproteinas, clorofila @ e massa seca e amostras para analises
microscopicas.

Os dados de massa seca foram transformados em logaritmo neperiano, sendo

esses valores transformados, utilizados para obten¢do das curvas de crescimento.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Obtencao de culturas puras com o uso de solu¢des diluidas de hipoclorito de

sodio

Foram obtidas colonias puras dos trés isolados selecionados. No entanto, a
obtencdo de culturas puras se caracterizou como uma etapa extremamente trabalhosa
durante a execucdo deste projeto, mesmo com a utilizagio de um Unico método,
reconhecidamente eficiente. Isso se deve grandemente a aspectos relacionados com a
propria morfologia e fisiologia dos diferentes isolados, como a quantidade de
exopolissacarideos que envolve as colonias, o padrio de auto-agregagdo dos filamentos
e o padrao de diferenciagdo celular, além da contaminagao inicial. Tal dificuldade de se
obter culturas puras de cianobactérias, talvez, seja um dos maiores obsticulos
encontrados pelos pesquisadores para o desenvolvimento de experimentos com esses
micro-organismos (FERRIS e HIRSCH, 1991, NASCIMENTO, 1999).

Em ambientes como o solo e a dgua, a interacdo das cianobactérias com uma
série de outros organismos, tais como bactérias, protozoarios e microalgas, além de
larvas de insetos, afeta consideravelmente o padrao de contaminagdo inicial (FERRIS e

HIRSCH, 1991, REJIMANKOVA, et al., 2000). Além disso, a maioria das
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cianobactérias apresenta envoltdrios celulares muito espessos, caracterizados pela
presenca de grandes quantidades de exopolissacarideos, o que torna mais dificil a
obtencdo de filamentos isolados livres de contaminantes associados (HOICZYK e
BAUMEISTER, 1995). Além dessas dificuldades, a publicacdo de artigos onde esse
tema ¢ abordado ¢ muito escassa, tornando ainda mais complexas as tentativas de se
obter culturas axénicas de cianobactérias (VAZQUEZ-MARTINEZ et al., 2004).

A utilizacdo de hipoclorito de sédio como agente descontaminante estd
condicionada a resisténcia das células, que varia, entre outros fatores, em funcdo dos
diferentes estagios do ciclo de vida. As células vegetativas diferentemente dos acinetos
ndo suportam o tratamento com solugdes diluidas de hipoclorito de sddio
(NASCIMENTO, 1999). Sabe-se que os acinetos apresentam envoltorio celular
extremamente espesso, semelhante em composicdo quimica e estrutural ao apresentado
pelos heterocitos (FLORES e HERRERO, 2010), quando comparados com o envoltorio
das células vegetativas (ARGUETA et al., 2006). Portanto, um dos fatores
determinantes da resisténcia dos acinetos ao hipoclorito de sodio € a presenca da parede
celular mais espessa (NASCIMENTO, 1999).

Foi observada a formagao de colonias de Nostoc CCLFM I em placas contendo
meio BG11 solido, apds 18 dias de incubagdao em condicdes de fototrofia. A obtencao
de coldnias deste isolado foi feita a partir de suspensao de acinetos nas quais nao houve
a etapa de extragdo de exopolissacarideos. Apds a repicagem de colonias de cada um
dos tratamentos em placa contendo meio agar-nutriente e sete dias de incubagdo em
estufa a 30 °C verificou-se a obtengdo de coldnias puras apenas quando foi usada
solu¢do de hipoclorito de s6dio a 1 %.

A obtengdo de colonias puras de Nostoc CCLFM I apenas neste tratamento,
teoricamente mais brando que os outros, ¢ explicada por suas proprias caracteristicas
morfologicas. Por apresentar filamentos pouco sobrepostos uns em relagdo aos outros e
baixo padrao de auto-agregacdao, o hipoclorito de sodio, mesmo em baixas
concentragdes, deve ser capaz de atingir a grande maioria das células e filamentos. E
como ndo existem grandes agregados de filamentos, a superficie dos mesmos, sitio
provavel de adesdo dos contaminantes heterotroficos (HOICZYK e BAUMEISTER,
1995), esta acessivel a agao do hipoclorito de sodio. Por isso também, o uso de altas
concentragdes de hipoclorito de sddio, neste caso 2 e 3 %, além de ser prejudicial as

células de heterotroficos contaminantes, também o € aos acinetos, uma vez que, mesmo
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com um envoltdrio celular mais espesso, tais concentragdes inviabilizaram a formagao
de novas coldnias deste isolado.

Os isolados Nostoc CCLFM VIII e Nostoc CCLFM XXI formaram col6nias
apods todos os tratamentos e incubagcdo em condi¢cdes de fototrofia por sete dias. No
entanto, ap6s a repicagem de colonias de cada um dos tratamentos em placa contendo
meio agar-nutriente e sete dias de incubacao em estufa a 30 °C, nao houve crescimento
de contaminantes heterotréficos apenas no tratamento no qual se usou solugdo de
hipoclorito de sédio, a 3 %. De modo diferente ao observado para Nostoc CCLFM I que
ndo apresenta padrao de auto-agregacdo, Nostoc CCLFM VIII e Nostoc CCLFM XXI
apresentam colonias formadas por filamentos densamente sobrepostos uns sobre os
outros. Desta forma, a grande quantidade de agregados de células, mesmo apods
tentativas de rompimento com fluxos de seringa e uso de banho ultra-som, diminui a
efetividade do hipoclorito de sédio, o que pode explicar a eficiéncia do tratamento
apenas na maior concentragao de hipoclorito de sodio.

A aplicacdo de solugdes diluidas de hipoclorito pode, portanto, ser indicada para
a obtencdo de culturas puras de isolados de cianobactérias, das quais seja possivel obter
suspensdes ricas em acinetos, uma vez que esta ¢ uma metodologia simples e de rapida

execucao.

4.2 — Producido de massa seca e concentracio de pigmentos em resposta a

intensidade luminosa

4.2.1 — Isolado Nostoc CCLFM 1

As quantidades de massa seca ap6s cinco dias de cultivo em intensidades entre 0
e 15 umoles m™ s™ ndo diferiram da massa inoculada em cada frasco (Figura 2; Tabela
1). Portanto, ¢ possivel afirmar que nesta faixa de intensidades luminosas ndo ha
produgdo de biomassa, provavelmente pela impossibilidade de ocorréncia de processos
como fixagdo de carbono e de nitrogénio. A maior producao de massa seca foi atingida
a 20 umoles m™ s™', ndo havendo diferencas entre a média obtida nesta e nas maiores
intensidades luminosas (Tabela 1).

A taxa fotossintética e a fixacdo bioldgica de nitrogénio sdo extremamente

afetadas pela intensidade luminosa. Em determinadas faixas estes dois processos
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respondem positivamente a aumentos na intensidade luminosa, sendo ambos
dependentes de uma intensidade minima, especifica para diferentes isolados (LEE e
RHEE, 1999; VALIENTE e LEGANES, 1989; PRUFERT-BEBOUT et al, 1993). Em
Nostoc UAM 205, a atividade da nitrogenase ndo foi detectada em intensidades
luminosas menores que 10 umoles m™ s'; aumentando de 10 a 250 pmoles m™ s™, e
permanecendo constante apos essa intensidade luminosa (VALIENTE e LEGANES,
1989).

A concentragdo de ficoeritrina variou com a intensidade luminosa, sendo
méxima a 15 pmoles m™ s™'. Entre 20 e 45 pmoles m™ s ndo houve variagio das
concentragdes, caracterizando-se como uma faixa de concentracao intermediaria de
ficoeritrina. A 0 pmoles m™ s e entre 75 e 105 pmoles m™> s foram observados as
menores concentragdes desta ficobiliproteina (Tabela 1). Em wvalores absolutos,
ficoeritrina foi a ficobiliproteina mais abundante neste isolado, com concentragdo
maxima de 8,09 ug por miligrama de massa seca.

A maior concentragdo de clorofila a — 5,14 pg por miligrama de massa seca — foi
obtida a 15 pmoles m™ s, a mesma intensidade na qual foi observada a maior

concentragdo de ficoeritrina, sendo que nas demais intensidades luminosas as

concentragdes foram iguais.

4.2.2 — Isolado Nostoc CCLFM VIII

A produgdo de biomassa em Nostoc CCLFM VIII ndo variou entre 0 ¢ 30

2 §1. De modo semelhante a Nostoc CCLFM I, os valores das médias de

pmoles m
massa seca nestas intensidades ndo diferiram da média de massa seca da biomassa
inoculada no inicio do experimento — 18,375 mg. No entanto, a produgdo de biomassa
de Nostoc CCLFM VIII ndo variou em uma faixa de intensidade luminosa mais extensa
quando comparado a Nostoc CCLFM I(Figura 2 e Tabela 1).

Provavelmente, pelo intenso padrdo de auto-agregacdo e de sobreposi¢ao dos
filamentos neste isolado, a luz que efetivamente chega ao interior das coldnias de
Nostoc CCLFM VIII ¢ menor do que a que chega no interior das colonias de Nostoc
CCLFM 1, gerando diferentes padrdes de resposta a intensidade luminosa. O auto-

sombreamento e a diminui¢do da intensidade luminosa que efetivamente chega ao

interior das coldnias sdo tidos como importantes fatores a serem analisados no cultivo
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em larga escala de cianobactérias, visto que podem limitar a producdo de biomassa
desses micro-organismos (BERBEROGLU et al., 2007; GIDUGU et al., 2007).

2 1
s, permanecendo

A maior producdo de biomassa foi observada a 45 pmoles m’
constante até 105 pmoles m™ s (Figura 2 e Tabelal). Nas intensidades luminosas
acima de 45 umoles m™~ s™, nas quais tanto Nostoc CCLFM I quanto Nostoc CCLFM
VIII apresentaram sua produg¢do méaxima de massa seca, o ultimo apresentou valores
maiores do que o primeiro.

As concentragdes das trés ficobiliproteinas e de clorofila @ ndo variaram com
aumentos na intensidade luminosa (Tabela 1). Em valores absolutos, ficocianina foi o

pigmento de maior concentracao neste isolado, atingindo 7,87 pug por mg de massa seca

a 30 pmoles m™ s (Figura 3).

4.2.3 — Isolado Nostoc CCLFM XXI

Nostoc CCLFM XXI nao apresentou alteragdo de produgdo de biomassa em
resposta a aumentos na intensidade luminosa, de 0 a 45 umoles m~ s, sendo os valores
médios de massa seca iguais, nas diferentes intensidades nesta faixa (Tabela 1). Tal fato
foi semelhante ao observado para o Nostoc CCLFM VIII, indicando mais uma vez que o
padrdo de auto-agregacdo e a sobreposi¢ao dos filamentos dentro de uma coldnia podem
afetar a intensidade luminosa que efetivamente chega ao interior da colonia. Dos trés
isolados estudados, Nostoc CCLFM XXI ¢ o que apresenta o padrdo mais intenso de
auto-agregacao, de forma que parece haver uma relagao entre padrao de auto-agregacao
e de sobreposicao dos filamentos com intensidade luminosa minima requerida para que
haja produgao liquida de biomassa.

A maxima produgdo de massa seca foi observada a 75 pmoles m™ s™', ndo
variando até 105 umoles m™ s”'. A produgo de massa seca a 95 e 105 pmoles m™ s™' foi
igual entre Nostoc CCLFM VIII e XXI, sendo maior do que a de Nostoc CCLFM 1.
Entretanto, Nostoc CCLFM VIII atingiu sua maxima produ¢do de biomassa em uma
intensidade luminosa menor, 45 umoles m™~ s (Tabela 1).

A concentracdo de ficoeritrina nao variou com a intensidade luminosa,
diferentemente do que ocorreu com as concentracdes de aloficocianina e ficocianina.
Nio houve variagio de concentragdo de aloficocianina entre 0 ¢ 30 pumoles m™ s™'; a 45

| ~ ;. . . .
umoles m™ s a concentragdo maxima foi atingida, sendo mantida constante nas
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. . . - .. . , . 2
maiores intensidades. A concentragdo de ficocianina foi minima a 0, 15 ¢ 30 umoles m

s"l, intermediaria a 20 ¢ maxima a 45 pmoles m> s'l, ndo variando em intensidades

acima de 45 pmoles m? s (Tabela 1), sendo a concentracdo de clorofila ¢ maxima na

faixa entre 15 ¢ 75 pmoles m™s™.
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Figura 2. Massa seca dos Isolados Nostoc CCLFM 1, VIII e XXI (A); concentracdo de clorofila
a dos Isolados Nostoc CCLFM 1 e XXI (B); concentragdo de ficobiliproteinas em Nostoc
CCLFM I (C) e em Nostoc CCLFM XXI (D) apo6s cultivo por cinco dias, em meio BG11
liquido, a 27 °C e 110 rpm, submetido a oito intensidades luminosas. Os dados em A estdo
expressos em miligrama por volume total da cultura (15 mL), e em B, C ¢ D em micrograma de
pigmento por miligrama de massa seca (ug mg™).
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Tabela 1. Médias de massa seca, ficocianina (Pc), aloficocianina (Ap), ficoeritrina (Pe) e
clorofila a, apds o cultivo dos isolados de cianobactérias submetidos a diferentes intensidades
luminosas, em meio BG11 liquido, durante cinco dias, a 27 °C e agitagdo de 110rpm.

Intensidade luminosa (umoles m™~s™)

Isolados 0 15 20 30 45 75 95 105
Massa seca
mg--
I 6,75 bB* 6,75 bB 16,50 aA 12,37 aA 15,75 aB 18,00 aB 15,37 aB 20,25 aB

VIII 16,87 bA 18,00 bA 22,50 bA 17,62 bA 29,25 aA 29,62 aA 28,50 aA 30,00 aA
XXI 12,75 bA 12,37 bB 18,75 bA 17,25 bA 19,50 bB 22,50 aB 26,62 aA 30,00 aA

Ficocianina (Pc)

ugmg’'

I 0,89 aB 597 aB 490 aB 399 aA 526 aB 244 aB 3,32 aB 1,18 aC
VIII 4,46 aB 429 aB 7,87 aB 5,79 aA 6,59 aB 7,23 aB 8,09 aB 7,76 aB
XXI 8,74 cA 12,56 cA 17,31 bA 946 cA 23,54 aA 22,23 aA 23,05 aA 2295 aA

Aloficocianina (Ap)
ugmg’

I 0,65 aA 2,75 aB 3,44 aB 2,12 aA 387 aB 142 aB 198 aB 1,39 aC
VIII 383 aA 3,66 aB 582 aB 5,00 aA 4,39 aB 5,12 aB 6,10 aB 6,86 aB
XXI 6,14 bA 9,47 bA 11,85 bA 595 bA 18,83 aA 15,66 aA 1596 aA 15,48 aA

Ficoeritrina (Pe)
ngmg’

I 1,60 cA 8,09 aA 6,36 bA 5,52 bA 5,69 bA 2,16 cA 294 cA 1,82 cA
VIII 1,15 aA 1,45 aB 145 aB 1,57 aB 1,12 aB 1,30 aA 1,55 aB 1,85 aA
XXI 1,12 aA 1,29 aB 1,46 aB 0,94 aB 2,85 aC 1,59 aA 1,61 aB 1,53 aA

Clorofila a
ug mg’

1 1,26 bA 5,14 aA 1,10 bB 225 bA 127 bB 1,15 bA 1,88 bA 1,02 bA
VIII 1,73 aA 1,40 aB 3,80 aA 3,60 aA 2,01 aB 197 aA 2,05 aA 2,34 aA
XXI 0,39 bA 490 aA 4,01 aA 3,44 aA 4,45 aA 3,11 aA 1,88 bA 2,08 bA

"Médias seguidas pela mesma letra mintscula, na linha, e pela mesma letra maitiscula, na coluna, ndo
diferem entre si pelo critério de Scott-Knott (p > 0,05), para cada variavel.

As intensidades luminosas nas quais se atingiu as maximas producdes de massa

1, em Nostoc

seca foram diferentes entre os trés isolados: 20, 45 ¢ 75 pmoles m™ s
CCLFM 1, Nostoc CCLFM VIII e Nostoc CCLFM XXI, respectivamente. Além disso, a
quantidade de massa seca produzida diferiu quando se compara o isolado Nostoc
CCLFM I com os demais. Apesar do baixo padrao de auto-agrega¢ao de seus filamentos
e de, em tese, receber uma maior quantidade efetiva de luz por célula, este produz

grande quantidade de exopolissacarideos (EPS) e ndo massa celular, desviando parte do

carbono fixado.
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A producdo de EPS em Nostoc, em condigdes in vitro, serve como um
“escoamento” para o excesso de carbono fixado em condigdes de alta relacao
carbono/nitrogénio. A escassez de CO, leva, de outro modo, a uma diminui¢do na
sintese de EPS. Logo, em condi¢cdes de intensidade luminosa na qual a atividade
fotossintética seja maxima e com quantidades suficientes de CO,, a cultura se torna
limitada em relagdo a nitrogénio, sendo o excesso de CO, canalizado para a sintese de
EPS (OTERO e VINCENZINI, 2004).

A relagdo entre fotossintese e fixacdo bioldgica do nitrogénio ou atividade da
nitrogenase (AN) pode ser em parte, mediada pela quantidade de energia fornecida pela
fotossintese para a fixacdo do nitrogénio, mas também pela acdo toxica do oxigénio
liberado durante o mesmo processo. Com aumentos na intensidade luminosa, atingir-se-
4 uma situacdo em que, apesar do efeito positivo do alto suprimento de energia, a
atividade da nitrogenase também ¢ afetada negativamente pelo oxigénio produzido
(KANGATHARALINGAM et al., 1991). Desta maneira, a grande quantidade de EPSs
produzida por Nostoc CCLFM 1 equilibraria sua relagdo intracelular de
carbono/nitrogénio. Uma vez que a producdo de massa seca neste isolado aumenta,
atingindo o méximo em uma faixa de menores intensidades luminosas, pode-se supor
que suas taxas fotossintéticas também aumentem nestas condigdes, o que em ultima
analise intensifica a producao de oxigénio. A ausé€ncia de sobreposi¢dao de filamentos
permite que os gases presentes no meio de cultura, em especial o oxigénio, se difundam
com maior facilidade, entrando em contato direto com a maioria dos filamentos, o que
levaria a diminui¢ao da AN.

Em Nostoc CCLFM VIII e Nostoc CCLFM XXI, apesar da necessidade de
maiores intensidades luminosas para a produgdo de massa seca, provavelmente a maior
parte do carbono fixado foi direcionada para a sintese de massa celular. Filamentos mais
sobrepostos uns sobre os outros permitem a formagao de regides de microaerofilia, nas
quais a fixagdo de nitrogénio ocorre mais intensamente (KANGATHARALINGAM et
al., 1991). Desta forma, o padrdo intenso de sobreposicdo dos filamentos permitiria a
formacao destas regides ao diminuir a quantidade de luz que efetivamente chega ao
interior da colonia, diminuindo tanto a taxa fotossintética — que se mantém alta nas
regides mais externas da colonia — quanto a liberacdo de oxigénio, permitindo que a
atividade na nitrogenase seja mais intensa.

Em Anabaena flos-aquae, foi demonstrado que a atividade da nitrogenase ¢

muita mais intensa quando da formacdo de agregados de heterdcitos, uma vez que
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minimiza o efeito inibitério do oxigénio, por diminuir sua difusdo na regido de atividade
da nitrogenase, mesmo em maiores intensidades luminosas (KANGATHARALINGAM
etal., 1991).

A faixa de intensidades luminosas usada ndo diminuiu a producdo de biomassa
nas maiores intensidades. Provavelmente, pelo fato de essas intensidades luminosas nao
serem suficientemente altas para causar danos a fisiologia do micro-organismo. Em
Oscillatoria agardhii 7821, Anabaena circinalis MA22, intensidades luminosas maiores
que 50-60 pmoles m™ s diminuiram consideravelmente as taxas de crescimento, as
quais decairam & metade da méaxima em intensidades préximas a 100 pmoles m™ s™.
Neste estudo, porém, a maioria dos isolados apresentou saturacdo da taxa de
crescimento em intensidades maiores ou iguais a 100-180 pmoles m™ s (WYMAN e
FAY, 1986). Spirulina platensis UEX 1928 apresentou maxima taxa de crescimento a
432 pmoles m™ s, mantendo-a constante até intensidades proximas a 1500 pmoles m™
s (OLAIZOLA e DUERR, 1990). Em Microcystis aeruginosa UV-027 observou-se
aumentos na taxa de crescimento com aumentos de intensidade luminosa (20 a 565
umoles m? s), sem atingir uma faixa de satura¢dao (RAPS, et al., 1983).

Neste trabalho ndo foram obtidos dados relativos a taxa de crescimento, no
entanto a analise de producdo de biomassa apds determinado tempo pode refletir a
variacdo de taxa de crescimento. A coleta de biomassa para analises, apds cinco dias de
cultivo, foi uma estratégia para garantir a ocorréncia de, pelo menos, uma fase
logaritmica completa (NASCIMENTO, 1999) e que os dados refletissem diferengas nas
taxas de crescimento.

Nas intensidades luminosas analisadas, ndo houve altera¢ao na concentracao de
pigmentos de Nostoc CCLFM VIII. Em Nostoc CCLFM 1, ficoeritrina e clorofila a
foram os unicos pigmentos que responderam a intensidade luminosa. A concentragdo de
ficoeritrina foi méxima a 15 umoles m™ s™', decaindo com os aumentos subseqiientes
nas intensidades luminosas; clorofila a também apresentou maxima concentragao a 15
umoles m™ s™', apresentando nas demais intensidades luminosas valores menores do que
a 15 pmoles m™ s™', todavia iguais entre si. Nostoc CCLFM XXI apresentou as maiores
concentragdes de ficocianina e aloficocianina a 45 pmoles m™ s™', e estas permaneceram
constantes em maiores intensidades luminosas; a concentragdo de clorofila a foi
méxima na faixa entre 20 e 75 pmoles m™ s”', diminuindo nas maiores intensidades

luminosas (Tabela 1).
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E registrada relagdo inversa entre conteudo de pigmentos ¢ intensidade luminosa
(WYMAN e FAY, 1986; REUTER e MULLE, 1993; SOLTANI et al., 2006). No
presente trabalho, no entanto, observou-se também relagdo direta entre contetdo de

pigmentos e intensidade luminosa, em seus menores valores.

4.3 — Pré-cultivo e exposicio de biomassa de cianobactérias a diferentes

intensidades luminosas
4.3.1 — Isolado Nostoc CCLFM 1

Apbs cinco dias de cultivo do Nostoc CCLFM I a 15 e 75 pmoles m™ s™', foi
observada producdo de biomassa apenas na ultima intensidade luminosa; e ficoeritrina
foi a unica ficobiliproteina cuja concentragdo variou entre as intensidades, sendo maior
a 15 pmoles m™ s™'. Tais resultados confirmam os dados anteriores (Figura 2 e Tabela 1).

Biomassa pré-cultivada a 15 pmoles m™ s™', quando exposta por trés dias a 0, 5 e
10 umoles m? s gerou as seguintes massas: 11,25; 12,375; 12,75 mg. Estes valores
sdo iguais entre si, mas diferem do valor de massa seca obtido ao final do pré-cultivo,
7,875 mg. Desta forma, o pré-cultivo a 15 umoles m™ s™', e exposi¢io subseqiiente a
menores intensidades luminosas, resulta em produg¢do de biomassa. Tais resultados
diferem dos apresentados pela Curva de Resposta, entre intensidades de 0 a 10 pmoles
m? s, As concentracdes de ficoeritrina e ficocianina aumentaram com a intensidade
luminosa até 10 pmoles m™~ s™.

O aspecto microscopico do pré-indculo do Nostoc CCLFM 1, produzido a 30
umoles m? s e do mesmo, apos cinco dias de pré-cultivo a 15 pumoles m™ s™' &
apresentado na Figura 3. O aspecto microscopico das culturas apds este pré-cultivo e
subseqiiente exposicdo a 0 pmoles m™ s™' ¢ apresentado na Figura 3.

Os dados de microscopia, ao apresentarem uma predomindncia de filamentos
vegetativos, ratificam os dados de massa seca, permitindo a conclusdo de que de fato ha
produgdo de biomassa. No entanto, como esse Isolado consegue produzir biomassa em
auséncia de luz? Uma possibilidade ¢ por meio da utilizagdo dos EPSs como fonte
carbono, como proposto por OTERO e VINCENZINI (2004). E necessario, no entanto,

comprovar o potencial de crescimento heterotrofico deste Isolado, bem como sua

capacidade em fixar nitrogénio em auséncia de luz.
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Figura 3. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM 1. Em a, filamento vegetativo tipico, presente no
pré-indculo cultivado a 30 pmoles m™ s™. Em b, filamento vegetativo, apos 5 dias de cultivo a
15 pmoles m™ s”'. Em ¢, filamento vegetativo apds pré-cultivo a 15 pmoles m™ s™, por cinco
dias e exposi¢do a 0 pmoles m™ s™. Em d, filamento vegetativo apos pré-cultivo a 15 pmoles m’
25!, por cinco dias e exposi¢do a 5 pmoles m™ s”. Em e e f, filamentos vegetativos apos pré-
cultivo a 15 pmoles m™ s™, por cinco dias e exposigdo a 10 pmoles m™ s'. Barras = 10 pm.

As Figura 3 também apresenta fotomicrografias de Nostoc CCLFM 1, referentes
a exposicdo a 5 e 10 pmoles m™ s, apds pré-cultivo a 15 umoles m™ s'. Observam-se

-1

os mesmos padrdes da exposi¢io a 0 pmoles m~ s, ou seja, predominancia de

filamentos vegetativos intactos.
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A biomassa pré-cultivada a 75 pmoles m™ s, quando exposta por trés dias a 0,
5 e 10 pmoles m? s'l, apresentou as seguintes massas: 19,125; 19,125 e 19,5 mg, as
quais ndo diferem entre si e da massa do pré-cultivo. Também ndo se observou variagdo
nas concentracdes de ficobiliproteinas entre as trés intensidades de exposicdo e nem
entre estas e os valores obtidos ao final do pré-cultivo a 75 pmoles m™ s™. Ao final do
cultivo a 75 pmoles m™ s, foram observados filamentos com diferentes dimensdes
celulares (Figura 4a). Filamentos compostos por células de menores dimensdes também
foram observados apo6s exposi¢do as baixas intensidades luminosas. Observou-se perda
de heterdcitos ou rompimento das regides de ligagdes destes com as células vegetativas,
além do aspecto mais granuloso, possivelmente em fun¢do da presenca de vesiculas de

gas (Figuras 4).

Figura 4. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM 1. Em a, filamento vegetativo, apds 5 dias de
cultivo a 75 umoles m™ s”'. Em b, filamento vegetativo apods pré-cultivo a 75 umoles m™ s por
5 dias e exposi¢do a 0 pmoles m™ s™'. Em ¢, filamento ap6s pré-cultivo a 75 umoles m™ s, por
5 dias e exposi¢do a 5 pmoles m™ s™'. Em d, filamento apds pré-cultivo a 75 pmoles m™ s, por
5 dias e exposi¢io a 10 pmoles m™ s, Barras = 10 um.
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Filamentos formados por células de menores dimensdes podem ser um
indicativo de que estejam se diferenciando em hormogonios (HERDMAN e RIPPKA,
1988, CAMPBELL ¢ MEEKS, 1989, CAMPBELL et al., 1993, CAMPBELL, 1994).
Além disso, perda de heterdocitos e presenca de vesiculas de gas sdo outras
caracteristicas de filamentos neste processo de diferenciacdo (RIPPKA et al., 1979;
TANDEAU DE MARSAC, 1994).

Em nenhum ponto observaram-se hormogonios livres, no entanto, a nao
producdo de biomassa apo6s trés dias de exposicao as baixas intensidades luminosas e os
padroes morfologicos observados podem indicar a ocorréncia do processo de
diferenciagdo de hormogdénios (TANDEAU DE MARSAC, 1994; MEEKS et al., 2002;
MEEKS e ELHAI, 2002; FLORES ¢ HERRERO, 2010).

A diferenciagdo de hormogonios, neste caso, pode ser uma resposta a mudanca
nas intensidades luminosas as quais os micro-organismos estavam submetidos. Apesar
de ndo haver alteragdao significativa na concentracdo de pigmentos, a quantidade de
biomassa submetida as baixas intensidades luminosas ¢ relativamente alta, o que
poderia intensificar a filtragdo seletiva da luz. Ou seja, mesmo que as concentragdes de
ficobiliproteinas sejam as mesmas no pré-cultivo e nas diferentes condi¢cdes de
exposicao, a quantidade de energia luminosa que efetivamente chega aos filamentos nao
é.

A auséncia de producdo de biomassa apos a exposi¢cdo as baixas intensidades
luminosas também pode ser um indicativo de que, apos cinco dias de cultivo a 75
umoles m™ s, Nostoc CCLFM 1 encontrava-se em fase estacionaria. Além disso, de
acordo com a Curva de Resposta (Tabela 1), apdés cinco dias de cultivo, as
concentragdes de ficobiliproteinas foram mais altas nas menores intensidades
luminosas. No experimento de pré-cultivo e exposicao observou-se que, em trés dias,
ndo houve alteracdo nas concentragdes de ficobiliproteinas. Em baixas intensidades
luminosas, maior concentracdo de pigmentos estd relacionada com aumento na
capacidade coletora de energia luminosa (WYMAN e FAY, 1986). Como ndo se
observou diferenca nas concentragdes destes pigmentos, comparando-se o pré-cultivo
com a subsequente exposicdo por trés dias a 0, 5 ¢ 10 umoles m™~ s, provavelmente a
célula ainda ndo tenha conseguido adequar a sintese destes pigmentos a este ambiente

de luz.
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4.3.2 — Isolado Nostoc CCLFM VIII

Apods cinco dias de cultivo de Nostoc CCLFM VIII a 15 e 75 pmoles m™ s,
foram produzidos, respectivamente, 8,25 e 12 mg de massa seca. Esses valores sdo
diferentes entre si (critério de Scott-Knott, a 5 % de significancia), no entanto o valor de
massa seca obtido a 15 pmoles m™ s™' ndo difere do valor de massa seca da biomassa
inoculada nos frascos, no inicio do experimento. Nao houve variagdo significativa na
concentragdo em nenhum dos pigmentos, entre as duas condi¢des de pré-cultivo e entre
estas e o pré-inoculo.

Nostoc CCLFM VIII pré-cultivado a 15 pmoles m™ s, ndo produziu biomassa
quando subsequentemente exposto a 0, 5 e 10 pmoles m™ s, Também ndo houve
significativa alteracdo na concentragdo de ficobiliproteinas, entre as intensidades de
exposicao e nem entre estas e a intensidade de pré-cultivo. Esses resultados corroboram
aqueles da Curva de Resposta (Tabela 1).

A Figura 5 apresenta aspectos da colonia e de filamentos vegetativos do pré-
indculo, mantido a 30 umoles m™ s™. Apos cinco dias de pré-cultivo a 15 pmoles m™ s”
! observou-se um aumento no numero de acinetos, e apds subsequente exposi¢do a 0, 5
e 10 pmoles m™ s™ também se observou o mesmo padrdo. O pré-cultivo a 15 pmoles m™
2 s ¢ a subsegiiente exposicio deste Isolado a 0, 5 ¢ 10 pmoles m™ s, resultou em
expressiva diferenciagdo de acinetos. Essa resposta do Nostoc CCLFM VIII diferiu da
apresentada por Nostoc CCLFM I, que ndo diferenciou acinetos (Figuras 3 ¢ 4).

Os acinetos, esporos de resisténcia produzidos por alguns géneros de
cianobactérias, sao diferenciados em condi¢oes de estresse ambiental, como caréncia de
fosfato e limitagdo de luz (ADAMS e DUGGAN, 1999; MEEKS et al., 2002;
ARGUETA et al. 2006; FLORES ¢ HERRERO, 2010). Desta forma, 15 pmoles m™s™,
pode ser considerada uma intensidade luminosa que, além de ndo permitir a produgdo de
biomassa, induz a diferenciagdo de acineto em Nostoc CCLFM VIII.

No entanto, em nenhuma das imagens citadas observam-se apenas acinetos,
havendo também filamentos vegetativos. Muito pouco se sabe sobre a dindmica do
processo de diferenciacao de acinetos (ARGUETA et al., 2006), mas, especula-se que
nem todas as células de um mesmo filamento ou da cultura sejam igualmente

susceptiveis a diferenciagdo e que pelo menos em Anabaena circinalis a diferenciagdo
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de acinetos também dependa de uma queda na atividade da nitrogenase e na frequéncia

de heterocitos (FAY, et al., 1984).

Figura 5. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM VIII. Em a, aspecto da colonia e de filamento
vegetativo, presente no pré-indculo mantido a 30 pmoles m™ s™'. Em b, colonia apresentando
grande ntiimero de filamentos vegetativos e acinetos, apods 5 dias de pé-cultivo a 15 pmoles m™
s'. Em ¢, amostra pré-cultivada a 15 pmoles m™ s ¢ exposta a 0 pmoles m™~ s, apresentando
predominancia de acinetos. Em d, amostra pré-cultivada a 15 pmoles m™ s e exposta a 5
umoles m” s, apresentando predomindncia de acinetos. Em e, amostra pré-cultivada a 15
umoles m”s™ e exposta a 10 pmoles m™” s™', apresentando predominancia de acinetos. Barras =
10 pm.
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Biomassa pré-cultivada a 75 pmoles m™ s, quando exposta por trés dias a 0, 5 e
10 umoles m> s'l, gerou as seguintes massas: 10,875; 11,25 e 10,875 mg. Estes valores
sdo iguais entre si, e iguais ao valor de massa seca obtido ao final do pré-cultivo, ndo
havendo, portanto, produ¢do de biomassa. Nao houve diferenca na concentracdo de
ficobiliproteinas, entre as intensidades de exposi¢do e nem entre estas ¢ intensidade de
pré-cultivo. Tais resultados s@o semelhantes ao obtido para o pré-cultivo deste isolado a
15 pmoles m™s™.

No entanto, as interpretacdes para a ndo alteracdo na quantidade de biomassa
produzida sdo diferentes. Através das andlises microscOpicas, observou-se uma
diferenca nos tipos celulares predominantes: poucos acinetos e predominadncia de
filamentos vegetativos. Entre estes observaram-se diferencas nas dimensdes das células
(Figura 6), além da presenga de filamentos apresentando rompimento parcial na ligagdo

heterdcito-célula vegetativa.

Figura 6. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM VIII. Em a, filamentos apods cinco dias de pré-
cultivo a 75 umoles m™ s, Em b, filamentos vegetativos com células de diferentes dimensoes,
apos 5 dias de pé-cultivo a 75 pmoles m™ s™' e exposi¢do a 0 umoles m™ s™'. Em ¢, amostra pré-
cultivada a 75 pmoles m™ s e exposta a 5 pmoles m™ s™', também apresentando filamentos com
células de diferentes dimensdes. Em d, amostra pré-cultivada a 75 pmoles m™ s™ e exposta a 10
pmoles m™ s™, apresentando filamentos rompidos na regido de ligagdo entre heterdcitos e

células vegetativas. Barras =10 pm.
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Nostoc CCLFM VIII, semelhante a Nostoc CCLFM 1, ndo apresentou
hormogonios livres em nenhum ponto. Mas, para ambos a auséncia de crescimento apos
os trés dias de exposicao as baixas intensidades luminosas e os padrdes morfoldgicos

observados, possivelmente indiquem diferenciacdo de hormogonios.

4.3.3 — Isolado Nostoc CCLFM XXI

Nostoc CCLFM XXI, apds cinco dias de cultivo a 15 ¢ 75 pmoles m™ s™,
produziu, respectivamente, 14,25 e 19,125 mg de massa seca. Esses valores sdo
diferentes entre si (Scott-Knott, a 5 % de significancia), e também diferem do valor de
massa seca obtido quando do cultivo em frascos, no inicio do experimento. Esse
resultado ¢ diferente do apresentado pela Curva de Resposta (Tabela 1), na qual, ndo

25! Uma

houve variagdo na produg¢do de biomassa, na faixa de 0 a 15 pmoles m
possivel explicacdo ¢ a diferenca de biomassa inoculada nos dois experimentos, a saber:
13,125 mg na Curva de Resposta ¢ 6,75 mg no experimento de Pré-cultivo e Exposi¢ao.
Na curva de crescimento deste isolado, a 15 pmoles m™ s™' evidenciou-se que no inicio
da fase estaciondria a massa acumulada era de 11,62 mg. A grande quantidade de
biomassa inoculada na Curva de Resposta (Tabela 1) pode ter intensificado os efeitos da
filtragdo seletiva da luz, de 0 a 15 pmoles m™ s, a tal ponto que a luz disponivel nio
foi suficiente para o crescimento. As concentracdes de ficocianina e de aloficocianina

foram maiores no pré-cultivo a 75 pmoles m™ s’

, comparado ao pré-cultivo a 15
umoles m™ s, da mesma forma que na Curva de Resposta (Tabela 1).

Biomassa pré-cultivada a 15 pmoles m™ s, quando exposta por trés dias a 0, 5 e
10 umoles m> s'l, gerou as seguintes massas: 14,625; 20,25 e 16,875 mg. Tais valores
sdo estatisticamente iguais entre si, € nao diferem do valor de massa seca obtido ao final
do pré-cultivo a 15 pmoles m™? s, 14,25 mg. Mais uma vez a quantidade de biomassa
no inicio da Exposicdo a 0, 5 e 10 umoles m? s foi caracteristica de fase estaciondria.
Ressalta-se que na Curva de Crescimento a 60 pmoles m™ s detectou-se aumento
significativo de biomassa até o valor de 26,25 mg, indicando que a massa seca maxima
¢ dependente da intensidade luminosa disponivel.

Os resultados do experimento de Curva de Resposta (Tabela 1), os quais

mostram que ndo héd incremento na producdo de biomassa em intensidades luminosas
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abaixo de 45 pmoles m™” s, quando comparado ao valor de massa seca da biomassa
inoculada, corroboram os resultados obtidos nessa etapa.

A figura 7 apresenta fotomicrografias correspondentes ao pré-indculo e ao Pré-
cultivo a 15 pmoles m™ s e subseqiiente Exposi¢do a 0, 5 ¢ 10 pmoles m™? s”'. Foram
observados grande quantidade de filamentos vegetativos juntamente com acinetos no
pré-indculo, mantido a 30 umoles m™ s”. Ao final do pré-cultivo a 15 pmoles m™ s™
observa-se uma predominancia de acinetos, padrdo mantido apds as subsequentes
exposi¢des a 0, 5 e 10 pmoles m™ s, Esses resultados indicam que a diferenciagio de
acinetos ¢ uma resposta a limitacdo de energia luminosa.

O fator ambiental mais importante a estimular a diferenciacdo de acinetos em A.
circinalis ¢ a limitacdo de luz ou de energia, existindo diferencas em relagdo ao cultivo
de culturas diluidas em baixas intensidades, e a diminui¢do da intensidade luminosa por
processos de filtragcdo devido ao adensamento das coldnias. A principal diferenca nestes
dois casos, seria a limitagdo na radiagdo capaz de estimular a fotossintese. Em culturas
diluidas, nas quais ainda ndo ha efeito do auto-sombreamento, as células estdo
igualmente expostas a uma vasta faixa de radiagdes luminosas. No entanto, quando a
cultura atinge uma densidade critica, as células mais proximas da luz incidente agem
como um filtro seletivo (FAY et al., 1984), absorvendo a maior parte da luz capaz de
estimular a fotossintese, fazendo com que nas camadas mais internas da col6nia chegue
luz enriquecida na regido do verde. Espectros de luz com essa composicdo sdo
incapazes de estimular o fluxo de elétrons nos heterocitos, uma vez que estes nao
apresentam ficobiliproteinas como sistema antena, reduzindo a atividade da nitrogenase.
A diferenciacdo de acinetos seria entdo uma resposta a caréncia de nitrogénio, devido a
diminui¢do da atividade dos heterdcitos em razao a limitagcdo de energia luminosa (FAY

etal., 1984).

40



Figura 7. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI. Em a, aspectos de filamentos vegetativos,
presentes no pré-indculo mantido a 30 pmoles m™” s™. Em b, grande niimero de acinetos, ap6s 5
dias de cultivo a 15 pmoles m™” s”'. Em ¢, fotomicrografia de amostra submetida & pré-cultivo a
15 umoles m™ s™', por cinco dias e exposi¢do a 0 umoles m™ s. Em d, fotomicrografia de
amostra submetida & pré-cultivo a 15 pmoles m™ s™', por cinco dias e exposi¢do a 5 pmoles m™
s”. Em e, fotomicrografia de amostra submetida a pré-cultivo a 15 pmoles m™ s™', por cinco dias
e exposi¢io a 10 pmoles m™ s™'. Nas trés tltimas imagens, predominancia de acinetos. Barras =
10 pm.

Apos pré-cultivo dos isolados Nostoc CCLFM VIII e XXI a 15 pmoles m™ s e
subsequente exposicdo a 0, 5 ¢ 10 umoles m™ s, observou-se a mesma resposta:

diferenciagdo de acinetos.
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Biomassa pré-cultivada a 75 pmoles m™ s, quando exposta por trés dias a 0, 5 e
10 pmoles m™? s™, gerou as seguintes massas: 25,875; 28,5 ¢ 23,25 mg. Estes valores
sdo iguais entre si, diferindo do valor de massa seca obtido ao final do pré-cultivo,
19,125 mg. Portanto, a exposi¢do a baixas intensidades luminosas, apds o pré-cultivo a
75 umoles m? s, permitiu o crescimento ¢ a producio de biomassa. Ocorreram
diferencas nas concentragdes de ficocianina e aloficocianina, que reduziram apds a
exposicdo as baixas intensidades luminosas, quando comparadas as concentra¢des do
pré-cultivo, confirmando os dados obtidos na Curva de Resposta (Tabela 1).

A figura 8 apresenta as micrografias referentes ao pré-cultivo a 75 pmoles m™~ s™
e subseqiiente exposicdo a 0, 5 ¢ 10 umoles m™ s, Apos cinco dias de cultivo a 75
umoles m? s sdo observados predominantemente filamentos vegetativos. Na
subsequente exposi¢io a 0 pmoles m™ s’ observou-se uma maior quantidade de
acinetos, apesar de os filamentos vegetativos ainda predominarem. Nas condigdes de
exposicio a 5 ¢ a 10 pumoles m™? s, hd também predominincia de filamentos
vegetativos, no entanto, estes apresentam células com diferentes morfologias quando
comparados aos observados apés Exposi¢do a 0 pmoles m™? s, Os filamentos que
apresentam células de menores dimensdes podem ser um indicativo de diferenciacao de
hormogonios (HERDMAN e RIPPKA, 1988, CAMPBELL e MEEKS, 1989,
CAMPBELL et al., 1993, CAMPBELL, 1994), assim como no caso dos Isolados
Nostoc CCLFM I e VIII.

H4 também uma diferenga no padrio de agregacdo dos filamentos,
possivelmente conseqiiéncia do processo de diferenciagdo de hormogodnios. O padrdo de
sobreposi¢do de filamentos apresentado pela colonia apods os cincos dias de cultivo a 75
umoles m™ s (Figura 8a) é extremamente intenso. Apds os trés dias de exposi¢do as
intensidades mais baixas, hd& um afrouxamento neste padrdo, especialmente na
exposicdo a 10 pmoles m™ s (Figura 8, b-d).

Os resultados apresentados nesse experimento permitem a conclusao de que em
condicdes nas quais ndo ha incidéncia de luz nas coldnias, a diferenciagdo de acinetos ¢
o evento predominante. No entanto, quando ha disponibilidade de luz, mesmo em
baixas intensidades, 5 ¢ 10 pmoles m™ s, possivelmente a tendéncia ¢ de diferenciacio

de hormogonios.
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Figura 8. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI. Em a, aspectos de filamentos, apos 5 dias
de cultivo a 75 pmoles m™ s™'. Em b, fotomicrografias de amostras submetidas a pré-cultivo a
75 pmoles m? s, por cinco dias e exposi¢do a 0 pmoles m™? s'. Em ¢, fotomicrografias de
amostras submetidas a pré-cultivo a 75 pmoles m™ s™, por cinco dias e exposi¢do a 5 pmoles m™
*s'. Em d, fotomicrografias de amostras submetidas a pré-cultivo a 75 pmoles m™ s, por cinco
dias e exposi¢do a 10 pmoles m™ s™'. Barras = 10 pm.

4.5 — Analise do crescimento de Nostoc CCLFM XXI a 15 e 60 pmoles m™” s
4.5.1 — Curva de crescimento de Nostoc CCLFM XXI a 15 pmoles m?’s?

A Figura 9 apresenta a curva de crescimento de Nostoc CCLFM XXI cultivado
por 240 horas em meio BG11, a 27 °C e 110 rpm e sob luz branca a 15 pmoles m™ s™".

Os aspectos morfologicos correspondentes as diferentes fases de cultivo deste isolado

estdo apresentados nas Figuras 10 a.

43



3,5 1

3,0

2,5

In de Massa seca (mg)

2,0 A

1,6 - T : T )
0 50 100 150 200 250
Tempo (horas)

Figura 9. Curva de crescimento de Nostoc CCLFM XXI, cultivado por 10 dias em meio
BG11,a27°C e 110 rpm, sob luz branca de intensidade 15 pmoles m™ s, O grafico apresenta a
variacdo do In da quantidade de massa seca (mg) com o tempo (horas).

Nostoc CCLFM XXI cultivado a 15 pmoles m™ s™ (Figura 9), permaneceu em
fase lag até, no minimo 12 horas. A cultura apresentou crescimento logaritmico de 36 a
48 horas, seguido de fase de desaceleragdo de 48 a 60 horas. Entre 60 e 96 horas ocorre
uma fase de queda na biomassa. Apds este periodo, observa-se uma alternancia entre
pequenas fases de aumento e outras de decréscimo na biomassa. Visto que o pré-indculo
para esse experimento também foi cultivado a 15 pmoles m™ s, ndo se esperava a fase
lag observada. No entanto, observa-se uma tendéncia de progressivo aumento no
numero de acinetos até 24 horas (Figura 10). Portanto esta fase lag pode ser explicada
pela qualidade inicial do inéculo, formado por células em processo de diferenciagdo.
Sabe-se que alguns processos de diferenciacdo sdo irreversiveis, como o do heterdcito
(MEEKS et al., 2002; FLORES ¢ HERRERO, 2010). Provavelmente, o mesmo se

observa para a diferenciagdo de acinetos.
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Figura 10. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI, referentes aos pontos 0 (a e b), 12 (c e
d) e 24 horas (e e f). As setas indicam filamentos vegetativos; het = heterdcito; Ac = acineto.
Barras = 10 um.

Um aumento na quantidade de filamentos vegetativos foi observado de 48 a 60
horas, seguido de um novo aumento no numero de acinetos a 60 horas. Esta alternancia
de tipos celulares explica a fase de desaceleracao entre 48 e 60 horas. Na fase de
reducdo de biomassa, entre 72 e 96 horas (Figura 20) observou-se, microscopicamente,

um numero crescente de acinetos na cultura (Figura 11).
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Figura 11. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI, referentes aos pontos 72 h (a e b), 84 h
(ced)e96h(eecf). Barras =10 pm.

Esta tendéncia de reducdao da massa seca seria uma etapa inerente ao processo de
diferenciac¢do de acinetos? Essa pergunta se faz necessaria, pois durante o cultivo a 60
pumoles m> s'l, também foram feitas as mesmas observagdes; todavia ndo foram
encontrados registros sobre estes fendmenos. Apesar de os acinetos apresentarem baixa
atividade metabolica, em especial baixas taxas de fotossintese e de fixacao de nitrogénio
(ADDAMS e DUGGAN, 1999; MEEKS et al., 2002; FLORES ¢ HERRERO, 2010), a
taxa de respiragdo ¢ frequentemente elevada (HERDMAN, 1987), embora dependa da
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idade, uma vez que a capacidade respiratoria é perdida em acinetos velhos (ADDAMS e
DUGGAN, 1999). Muito pouco se sabe sobre a diferenciacdo de acinetos (ARGUETA
et al., 2006). Foi apresentada a hipotese de que nem todas as células de um mesmo
filamento sejam igualmente susceptiveis a diferenciacdo e que pelo menos em A.
circinalis a diferencia¢dao de acinetos também dependa de uma queda na atividade da
nitrogenase e na frequéncia de heterdcitos (FAY, et al., 1984).

Desta forma, se ha uma queda na atividade da nitrogenase e se as taxas de
respiragdo sdo altas, é provavel que a queda na produ¢do de biomassa seja realmente um
fato recorrente quando do processo de diferenciagdo de acinetos. No entanto, a
afirmacao definitiva da ocorréncia deste padrao ainda depende de estudos nos quais
pardmetros como taxas respiratorias e de fixagdo de nitrogénio sejam avaliados.

Apds 96 horas de cultivo a alternancia observada (Figura 20) pode ser explicada
pela germinagdo de alguns acinetos que atingem a superficie dos agregados, seguida de
nova fase de diferenciacdo. Ao final da curva de crescimento, a partir de 216 horas, ha
grande quantidade de acinetos em todos os pontos (Figura 12).

Colonias que passam por intenso processo de diferenciacdo de acinetos
apresentam mudangas no padrdo tipico de arquitetura de suas colonias. Apesar de os
acinetos de espécies do género Nostoc se formarem em cadeia, o processo de
diferenciagdo ¢ concluido quando essas cadeias se rompem, liberando os acinetos
(MEEKS et al., 2002). Desta forma, no caso de Nostoc CCLFM XXI, a fragmentacao
dos filamentos durante o processo de diferenciacdo de acinetos representa um desmonte
do padrio intenso de auto-agregacdo e de sobreposi¢ao dos filamentos. A ocorréncia
desse desmonte permite a dispersao da coldonia, o que favorece o aproveitamento da luz
incidente. Essa pode ser uma explicacdo para o aumento na quantidade de biomassa na

faixa de 156 a 180 horas de cultivo.
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Figura 12. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI, referentes aos pontos 216 (a e b), 228 (¢
e d) e 240 horas (e e f). Barras = 10 um.
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4.5.2 — Curva de crescimento de Nostoc CCLFM XXI a 60 pmoles m?s’!

A curva de crescimento de Nostoc CCLFM XXI cultivado 60 pmoles m? s™
(Figura 13), apresenta em sequéncia: fase lag até 12 horas, seguida de uma primeira fase
de crescimento entre 12 e 24 horas; fase de parada do crescimento até 60 horas; fase de
crescimento de 60 até 84 horas; fase de parada do crescimento de 84 a 120 horas; fase

de crescimento entre 120 e 204 horas e fase de decréscimo até 240 horas.
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Figura 13. Curva de crescimento de Nostoc CCLFM XXI, cultivado por 10 dias em meio
BG11,a27°C e 110 rpm, sob luz branca de intensidade 60 pmoles m™ s, O grafico apresenta a
variag@o do In da quantidade de massa seca (mg) com o tempo (horas).

Ao contrario do observado a 15 pmoles m? s, a 60 pmoles m? s, também
foram diferenciados hormogonios, além de acinetos, sendo que os primeiros se
diferenciaram na fase de parada entre 24 e 60 horas.

A Figura 14-a apresenta o aspecto microscopico de uma colonia de Nostoc
CCLFM XXI, mostrando o intenso padrao de sobreposicdo dos filamentos. As demais
imagens da Figura 14 apresentam os tipos morfologicos predominantes nas primeiras 24
horas de cultivo, caracterizada por uma pequena fase lag, de 0 a 12 horas e por uma fase
de crescimento de 12 a 24 horas. Entre 24 e 60 horas de cultivo, momento no qual
ocorreu a primeira parada na producdo de biomassa, houve predominancia de
hormogénios (Figura 15), diferentemente do que aconteceu na curva a 15 pmoles m™ s”
' na qual todos os eventos de parada na produgdo de biomassa foram relacionados com

a diferenciagdo de acinetos.
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Figura 14. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI, referentes aos pontos 0 (a e b), 12 (c e
d) e 24 horas (e e f). Barras = 10 um.
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Figura 15. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI, referentes ao ponto 36 horas. As setas
indicam os hormogonios. Horm = hormogonios. Barras = 10 pm.

A partir de 60, at¢ 84 horas, ha uma segunda fase de crescimento. Muito
provavelmente, esse aumento de biomassa ¢ conseqiiéncia da retomada da biossintese,
no inicio do desenvolvimento dos hormogdnios posicionados na periferia da colonia,
em novos filamentos jovens.

No ponto 84 horas, observa-se uma grande quantidade de acinetos, mas no ponto
96 horas também se observa a presenca de hormogdnios. Nos pontos 108 e 120 horas

também sdo observados os mesmo tipos celulares. Todavia, ha um expressivo aumento
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na quantidade de acinetos acompanhado de uma expressiva queda no nimero de
hormogodnios. Portanto, os aspectos morfoldgicos indicam que nesta faixa, a parada de
crescimento deve estar mais relacionada com a diferenciacao de acinetos.

Graficamente, a fase entre 120 e 180 horas de cultivo caracteriza-se como uma
nova fase de crescimento. A presenca de grande quantidade de acinetos livres em
suspensdo sempre foi observada quando nos agregados também havia muito acineto.
Logo, a retomada do crescimento possivelmente ¢ consequéncia da germinagdo destes
acinetos, que alcancaram ambientes com maior disponibilidade de energia luminosa. O
ponto 180 horas apresenta grande quantidade de acinetos, condi¢do que persiste até o
final da curva. De 204 horas de cultivo em diante, ha progressivamente, cada vez mais
acinetos e novamente ocorre um evento de queda na produ¢do de biomassa, semelhante

ao ocorrido entre 108 e 120 horas de cultivo, e ao ocorrido na curva a 15 pmoles m™~ s™.

Figura 16. Fotomicrografias de Nostoc CCLFM XXI, referentes aos pontos 216 (a), 228 (b) e
240 horas (¢ e d). Barras = 10 um.




Hé relacao entre a intensidade luminosa na qual Nostoc CCLFM XXI foi
2 -l

cultivado e os eventos de diferenciacdo celular. Quando cultivado a 15 pmoles m™ s™,
ndo foi observada diferenciacdo de hormogonios em nenhum ponto. Ja no cultivo a 60
umoles m™ s houve uma primeira parada na produgio de biomassa relacionada com
predominancia de hormogonios. Apds 84 horas verificou-se um aumento progressivo no
nimero de acinetos.

Como ja discutido anteriormente, o processo de diferenciagdo de acinetos ¢
dependente de eventos de filtragdo seletiva da luz, que levem a uma excitagdo
preferencial do fotossistema II (PSII), em A. circinalis (FAY et al., 1984). Como os
heterocitos sdo desprovidos de PSII, e a realizagdo da fotossintese nesta célula ¢
dependente unicamente do PSI, que apresenta como molécula coletora apenas clorofila
a, a luz que chega ao interior das colonias, ndo ¢ capaz de permitir a geragdo de ATP
através da cadeia transportadora de elétrons (CTE). A diminuicao do funcionamento dos
heterdcitos, em fung¢do de qualidades luminosas inadequadas a fotossintese nestas
células, levaria ao processo de diferenciacdo de acinetos.

O processo de diferenciagdo de hormogonios também ¢ dependente de eventos
que ocorrem na cadeia transportadora de elétrons. Comprimentos de onda que excitam
preferencialmente fotossistema I (PS I), levando a uma oxidagdo do pool de
plastoquinonas, desencadeiam o processo de diferenciagdo de hormogdnios
(DAMERVAL et al., 1991; CAMPBELL et al., 1993). Desta maneira, os dois processos
sdo desencadeados pela excitagdo diferencial ou pela nido excitagdo de diferentes
componentes de cadeia transportadora de elétrons (CTE), em resposta a diferentes
qualidades espectrais de luz.

A diferenciacdo de acinetos parece depender de um estresse mais intenso, uma
vez que se pressupde que sua diferenciacdo ocorra em condigdes de ndo excitagcdo da
CTE dos heterocitos (FAY et al.,, 1984). Esse estresse mais intenso foi no caso de
Nostoc CCLFM XXI, tanto o cultivo em baixa intensidade luminosa — 15 pmoles m™ s™
— quanto a propria atenuagdo da luz pelos filamentos da colonia na maior intensidade
luminosa. Provavelmente, a diferenciacdo de acinetos apenas em fases mais adiantadas
desta curva de crescimento seja em fungdo da densidade celular minima necessaria para
desencadear tal processo, como propostos por FAY et al. (1994).

Outro aspecto importante ¢ que em intensidades luminosas acima de 45 pmoles

20 A . ~ ..
m~ s~, Nostoc CCLFM XXI apresenta as maiores concentragdes de ficocianina e
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aloficocianina (Tabela 1), o que em determinadas condi¢des pode intensificar o
processo de filtracao seletiva da luz em qualidades que induzem a diferenciagdo de
hormogénios. Inicialmente, para Nostoc CCLFM XXI, cultivado 60 pmoles m™ s™', o
processo de diferenciacdo de hormogdnios é preponderante sobre a diferenciagdo de
acinetos. Sendo que a diferenciagdo de acinetos ¢ mais importante no final da curva de

crescimento.
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5 - CONCLUSOES

Foram obtidas culturas puras de trés isolados com padrdes distintos de auto-
agregacdo e de produgdo de exopolissacarideos. O uso de solugdes diluidas de
hipoclorito de sédio, precedido ou ndo de etapas de remocdo de exopolissacarideos
mostrou-se eficiente no processo de remogao dos contaminantes heterotroficos.

Nostoc CCLFM 1, VIII e XXI apresentaram padrdes distintos de resposta a
varia¢do na intensidade luminosa de cultivo. Em Nostoc CCLFM 1, a maior produgdo de
biomassa foi obtida a 20 pumoles m? s, sendo esta mantida constante nas maiores
intensidades luminosas analisadas. Em Nostoc CCLFM VIII, a maior produgdo de
biomassa foi obtida a 45 pmoles m™” s, sem variar nas maiores intensidades. Nostoc
CCLFM XXI apresentou maior producio de biomassa a 75 pmoles m™ s™', também sem
apresentar variagdo com aumentos na intensidade luminosa. Sendo que Nostoc CCLFM
VIII e XXI apresentaram as maiores producdes de biomassa.

Em Nostoc CCLFM 1, a concentracdo de ficoeritrina foi maxima a 15 pmoles m’
2 5", decrescendo progressivamente apds essa intensidade luminosa. Em Nostoc
CCLFM VIII a concentragdo de nenhum pigmento variou em resposta a intensidade
luminosa. Ja em Nostoc CCLFM XXI, as concentra¢des de ficocianina ¢ aloficocianina
foram maximas a 45 pmoles m™ s”', permanecendo constantes apos esta intensidade
luminosa.

O pré-cultivo dos trés Isolados a 15 pmoles m™ s™' e subsequente exposi¢do a

baixas intensidades luminosas permitiu a produ¢dao de biomassa apenas em Nostoc
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CCLFM 1. Possivelmente, este isolado use os exopolissacarideos, em fun¢do do seu
crescimento a 0 pmoles m? s, Além disso, a diminui¢io nas concentracdes de
ficobiliproteinas pode indicar o seu uso como fonte de aminoacidos em condi¢des de
limitacdo de energia luminosa. Nestas condi¢cdes de pré-cultivo e exposi¢do ocorreu
intensa diferenciacdo de acinetos, o que explica a ndo producdo de biomassa nos
isolados Nostoc CCLFM VIII e XXI.

O pré-cultivo dos trés Isolados a 75 pmoles m™ s e subsequente exposi¢io a
baixas intensidades permitiu a produgdo de biomassa apenas em Nostoc CCLFM XXI.
Em Nostoc CCLFM 1 e VIII observaram-se filamentos com menores dimensoes
celulares além de filamentos rompidos na ligacdo heterdcito-célula vegetativa,
provaveis indicativos de diferencia¢do de hormogdnios.

Nostoc CCLFM XXI cultivado a 15 pmoles m™ s™', mostrou uma fase log de 24
a 48 horas. Apds 48 horas observaram-se pequenas variagdes na quantidade de
biomassa, resultantes de periodos intercalados de decréscimo e incremento dessa
biomassa. Possivelmente esta alternancia seja explicada pela morte de algumas células,
durante a diferenciacdo de acinetos, e germinag¢do de acinetos fora dos agregados,
respectivamente. Quando cultivado a 60 pmoles m™ s, observou-se mais de uma fase
de crescimento, sendo estas fases intercaladas por periodos de parada no crescimento.
Na primeira parada foram observadas quantidades significativas de hormogonios, € a
partir da segunda parada de crescimento e em todo o restante do experimento observou-
se um numero crescente de acineto na cultura.

Propde-se que a diferenciagdo de hormogonios tenha acontecido em momentos
iniciais do cultivo a 60 pumoles m™ s, pois ainda ocorreu a percepcdo de uma
disponibilidade minima de energia luminosa. Esta seria suficiente para sustentar a
retomada da biossintese no inicio do desenvolvimento dos hormogdnios em filamentos
jovens. Por outro lado, em fases adiantadas deste cultivo, provavelmente o auto-
sombreamento intensificado tenha reduzido a disponibilidade de energia luminosa
abaixo deste minimo, sendo plausivel relacionar esta condi¢cdo com a diferenciagcdo de
acinetos. Portanto, ¢ compreensivel a ndo diferenciacdo de hormogdnios, mas sim de
acinetos, desde momentos iniciais do cultivo a 15 pmoles m™ s

Ressalta-se a importancia de avancar no conhecimento destes efeitos da
intensidade luminosa em cianobactérias, pois um problema no dimensionamento e
operacdo de foto-biorreatores ¢ a limitagdo de energia luminosa em fun¢do do auto-

sombreamento.
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