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RESUMO

PINTO, Gillian Nunes, M.Sc.,Universidade Federal de Vicosa, julho de 2016.
Caractetizacdo taxonbmica e respostas fisiologicas em cianobactérias
morfologicamente distintas.Orientador: Wagner L. Araujo.

As cianobactérias sdo micro-organismos aerébicos fotoautotréficos simples
Cujos processos vitais requerem somente agua, didxido de carbono, substancias
inorganicas e luz. A fotossintese € o principal modo de obtencédo de energia para o
metabolismo desses micro-organismos, cuja origem foi estimada em cerca de 3,5
bilhdes de anos pela descoberta de fésseis na Australia. Os objetivos desse estudo
permeiama caracterizagdo taxondmica de trés linhagens baseando-se em dados
morfologicos, moleculares e ecoldgicos (taxonomia polifasica) e a sua caracterizacao
fisiolégica e metabdlica em condicdes de cultivo padrao. Os resultados filogenéticos
aqui obtidos indicam classificacbes de géneros inéditos para Colecdo de
Cianobactérias e Microalgas (CCM-UFV) do Laboratério de Ficologia da
Universidade Federal de Vicod#s, demonstrando, assima eficiéncia da
abordagem taxondmica polifasica. A caracterizacdo dos parametros fisioldgicos,
metabdlicos e de crescimento nas linhagens de cianobactérias sugere que o maior
crescimento observado para algumas linhagens estd associado, aparentemente,
manutencdo do pH do meio e a uma rapida adaptacdo explicada, ao menos
parcialmente, da morfologia distinta entre as linhagens. Assim, foi possivel
verificar também o grande potencial da linhagem unicelular Synechococcus sp.
PCC7942 para a producdo de massa seca e proteinas totais. Os resultados obtidos
nesse estudo demonstram também a importancia e a necessidade de caracterizacdes
fisiol6gicas mais detalhadas dos organismos desse filo. Isso se faz necessario nao
somente com 0 objetivo de se entender as diferentes morfologias usualmente
observadas entre as linhagens, como também para um melhor entendimento das
relacbes metabdlicas e moleculares existentes nesse grupo, possibilitando assim a

selecdo de linhagens com alto potencial biotecnoldgico.

Palavras-chave:Cianobactérias, filogenia, fisiologia, metabolismo.
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ABSTRACT

PINTO, Gillian Nunes, M. Sc., Universidade Federal de Vicaady, 2016.
Taxonomic characterization and physiological responses in morphologically
distinct cyanobacteria. Adviser: Wagner L. Araujo.

Cyanobacteria are photoautotrophic aerobic micro-organisms. The vital processes of
those organisms require only water, carbon dioxide, and inorganic light.
Photosynthesis is their primary mode of obtaining energy for metabolism of these
prokaryotes micro-organisms. Their origin was estimated at about 3.5 billion years
by the discovery of fossils in Australia. Here, we performed a taxonomic
characterization of three strains based on morphological data, molecular and
ecological (polyphasic taxonomy) coupled with a physiological and metabolic
characterization of these selected strains under standard growth conditions. The
phylogenetic analysis obtained here demonstrated the efficiency of the polyphasic
taxonomic approach and indicated the classification of umprecedent genus available
at the Collection of Cyanobacteria and microalgae from the Laboratory of
Phycology, Plant Biology Departament at the Universidade Federal de Vicosa
(UFV). By further performing characterization for growth, physiological, and
metabolic traits in three cyanobacterial strains our results suggests that the increased
growth of some strains appears to be associated with pH maintainance and rapid
adaptation to the medium that is explained, at least partially, by the distinct
morphology of the strains. Thus, it was possible to infer the great potential of the
unicellular strainSynechococcus s?CC7942 for dry matter yield and total protein
content. The results obtained here also demonstrated the importance and the need of
a deep and extensive physiological characterization of organisms of this phylum.
This is required not only to further understand the different morphologies usually
observed between the strains, but also to obtain a better understanding of the
metabolic and molecular relationships exist in this group, thus enabling a more

adequate selection of strains for biotechnological potential.

Keywords: Cyanobacteria, phylogeny, physiology, metabolism



INTRODUCAO GERAL

As cianobactérias (dominio Bacteria, filo Cyanobacteria) sdo micro-
organismos procariotos, gram-negativos, fotoautotroficos oxigénicos e que surgiram
na Terra ha pelo menos 3,5 bilhdes de anos (Schopf, 1993; Altermann; Kazmierczak,
2003). O surgimento destes organismos propiciou um aumento na concentracao de
O> na atmosfera(Buick, 1992). A maquinaria fotossintética presente em
cianobactérias é semelhante a das plantasiji€stee Cohen-Bazire, 1977),
apresentando como produtos finais deste processo basicamente aclUcates e O
Entretanto, diferentemente das plantas, esses micro-organismos apresentam uma
cadeia transportadora de elétrons mista, com a presenca de complexos proteicos
associados a fotossintese e a respirbdgd@Smith et al., 2015).

As cianobactérias possuem clorofila a e os fotossistemas | e Il realizando,
assim, a fotossintese em presenca de oxigénio. Sdo também as Unicas a possuirem
ficobilissomos, com os pigmentos acessorios ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina
(Reviers, 2006).

Atualmente, a taxonomia destes organismos fundamenta-se na chamada
abordagem polifasica, isto €, a identificacdo taxonbmica de acordo com
caracteristicas de mudltiplas areas de pesquisa, tais como morfologia, ecologia,
fisiologia, ultraestrutura e biologia molecular (Komarek 2005).

A principal reserva de carboidratos nesses organismos é o glicogénio, um
polissacarideo formado por residuos de glicose unidos via ligagdes glicosidicas a-1,4
e ramificagoes a-1,6. Estes polimeros sdo de especial interesse, pois podem ser
também usados pela industria para producdo de biocombustiveis, incluindo biodiesel

e bioetano[Alam et al., 2012).



Estudos utilizando cianobactérias sao particularmente atraentes uma vez que,
guando comparados com plantas terrestres, esses organismos apresentam maiores
taxas fotossintéticasganhos de biomassa em relacdo ao aproveitamento da energia
luminosa. No entdn, pouco ainda se conhece acerca da grande diversidade
metabolica e fisiolégica do filo Cyanobacteria. Assim, pesquisas sdo ainda
necessarias para se compreender melhor o metabolismo e potencialidades das
cianobactérias (Dismukes et al., 2008).

Em funcéo da grande diversidade apresentada pelas cianobactérias, resultando
em numerosos tipos morfolégicos e genodtipos ecologicamente especializados
(Anagnostidis e Komarek, 1985), pouco ainda se conhece acerca do seu potencial
metabolico, fisiolégico e de producdo de compostos de interesse. Assim, a
caracterizacdo taxondmica das linhagens e de metabdlitos primarios faz-se altamente
pertinente e, em ultima instancia, pode permitir a selecdo de micro-organismos uteis
do ponto de vista de ciéncia basica e biotecnoldgico. Embora seja um grupo
filogeneticamente coerente (Kozlikova-Zapomelova et al., 2016), a sisteméatica das
cianobactérias vem sendo constantemente revisada.

Diante dos fatos expostos, o0 objetivo desse estudo foi caracterizar
taxonomica, metabdlica e fisiologicamente trés linhagens distintas de cianobactérias
em condigbes de cultivo padrdo com o intuito de se verificar o crescimento
diferencal dessas linhagens. Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que as
linhagens CCM-UFV034 €CM-UFV017 estavam previamente classificadas em
géneros distintos aos aqui encontrados. Adicionalmente, vale mencionar que para
cada padrdo morfolégico analisado observaram-se diferencas na fisiologia,

metabolismo e crescimento.



CAPITULO |

CARACTERIZACAO TAXONOMICA DE LINHAGENS DE
CIANOBACTERIAS MORFOLOGICAMENTE DISTINTAS

1-INTRODUCAO

As cianobactérias (dominio Bacteria, filo Cyanobacteria) sdo micro-
organismos procariotos gram-negativos (Feng e Doolittle, 1987). As cianobactérias
sao fotoautotroficas, ou seja, sdo capazes de realizar fotossintese oxigénica, de forma
similar aos fotoautotréficos eucarioticos. A fotossintese oxigénica, além de sua
principal funcdo na producgéo de ermite a fixacdo do C producédo de agucares
e outros compostos de interesse. No entanto, alguns grupos de cianobactérias
apresentem metabolismo heterotréfico sendo, assim, designados mixotroficos
(Govindjee, 2011). Ademais, algumas espécies de cianobactérias sdo também
capazes de realizar o processo de fixacdo biolégica de nitrogénio atmggféppo
et al., 2010).

Estudos fésseis e moleculares sugerem que esses micro-organismos existam
h& aproximadamente 2,7 bilhdes de anos (Mangan e Brenner, 2014). Estes micro-
organismos sdo amplamente distribuidos em termos geograficos e apresentam
adaptacdes varias que os permitem colonizar diversos habitats (Herdman et al.,
2001). Nao obstante, as cianobactérias destacam-se por serem produtores primarios
bem como os primeiros organismos capazes de realizar a fotossintese oxigénica
(Govindjee, 2011). As cianobactérias apresentam papel fundamental no processo da
evolucdo da vida na Terra, pois, além da producéo-déafotossintese, também
participam como agentes nos ciclos biogeoquimicos do carbono e do nitrogénio

(Flores e Herrero, 2010).



Com efeito, a fotossintese requer primeiramente a hidrolise da agua, ou seja a
guebra da molécula para extracéo de elétrons, além de uma acdo coordenada dos dois
fotossistemas (PSI e PSII) gerando, por fim, um gradiente de protons para producéo
de energia para células na forma de ATP. No caso especifico das cianobactérias, a
cadeia transportador de elétrons caracteriza-se por ser mista (CTE MISTA)
abrigando em um mesmo trecho de membrana componentes das cadeias
fotossintética e respiratori@ripp et al., 2010). Sendo assim, além do oxigénio,
produto da fotossintese, pode ocorrer a formacdo de &agua, como produto da
respiracdo, nas proximidades dessa CTE MISTA. Tendo esta caracteristica em vista,
a oxidase terminal pode receber elétrons oriundos do PSII prevenindo, assim, uma
reducdo excessiva dos intermediarios da cadeia transportadora de elétrons presente
nas membranas dos tilacdides, particularmente em condicfes de estresse (Barber e
Archer 2001).

Ao longo dos ultimos anos, as cianobactérias tém sido alvo de varios estudos
fisiologicos, metabdlicos e de engenharia genética; porém, pouco ainda se sabe
acerca da sua diversidade tanto fisiologica quanto taxonémica. Embora seja um
grupo filogeneticamente coerente (Kozlikova-Zapomelova et al., 2016), sua
sistematica vem sendo constantemente revisada. Inicialmente, a caracterizacdo de
linhagens de cianobactérias foi conduzida baseando-se em critérios morfologicos e
dados de amostras ambientais, priorizando, assim, informacées morfométricas e
ecologicas. Cabe ressaltar que se verificou, posteriormente, que essas informacdes
nao sdo muito estaveis (Anagnostidis e Komarek, 1985), fato devido, principalmente,
ao ambiente onde tais organismos podiam encontrar-se. Portanto, além dos critérios
morfologicos e ecoldgicos, a incorporacao da filogenia molecular (baseada no rRNA

16S, por exemplo) e da analise da ultraestrutura dos tilacéides, como parametros para



um correto posicionamento taxondmico das linhagens em estudo faz-se necessaria
Adicionalmente, critérios bacteriolégicos, como isolamento e manutencdo de
culturas (Herdman et al., 2001) como, por exemplo, a Colecdo de Cianobactérias e
Microalgas da Universidade Federal de Vigcosa (CCM-UFV), mantida para studo
fisioldgicos e moleculares, vém sendo amplamente difundidos, para que o0 acesso as
linhagens e as informacdes produzidas seja cada vez mais amplo.

Trabalhos em sistematica, o estudo da classificacao biolégica, buscam, mais
especificamente, descobrir e descrever todos os organismos (Senna e Magrin 1999).
Tais estudos sdo de suma importancia para o conhecimento da real diversidade,
tanto de organismos cultivaveis quanto de nao cultivaveis. Isso ndo é diferente no
caso das cianobactérias, uma vez que esses organismos apresentam numerosos tipos
morfologicos e gendtipos ecologicamente especializados (Anagnostidis e Komarek,
1985), merecendo, portanto, estudos ainda mais aprofundados. Para identificacédo
taxondmica mais adequada, além dos caracteres morfologicos e de ciclo de vida,
com auxilio de bibliografia especializada, seguindo as chaves de classificacdo
previamente descritas (Komarek e Anagnostidis, 2005) e artigos nos quais novos
géneros de cianobactérias vém sendo descritos, critérios bacteriolégicos, como
descritos acima, passam a ter fundamental importancia. Nesse cordexto,
abordagem polifasica tem sido amplamente recomendada para a caracterizacéo
taxondmica das linhagens, levando-se em consideracdo aspectos morfoldgicos,
filogenéticos, ultraestruturais, fisioldgicos e ambientais/ecolégicos (Hoffmahn et
2005).

Cabe mencionar a existéncia de uma grande diversidade morfologica e
evolutiva dentro do grupo das cianobactérias, como por exemplo, morfotipos

unicelulares (solitarias ou coloniais) e filamentosos (homocitados ou heterscitado



com ramificacdes verdadeiras ou falsas). Dentre as cianobactérias, apenas a ordem
Nostocales apresenta células diferenciadas, denominadas heterécitos e acinetos
(Hoffmann et al., 2005). Os heterdcitos sao células morfologica e fisiologicamente
diferenciadas, responsaveis pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN); por outro
lado, os acinetos sdo semelhantes a esporos e se caracterizam pela alta resisténcia a
fatores ambientais extremos (células de resisté(Raaniemi et al., 2005).

Dessa forma, o principal objetivo deste capitulo foi caracterizar
taxonomicamente duas linhagens de cianobactérias, baseando-se em dados
morfologicos, moleculares e ecoldgicos. As analises morfoldgicas foram obtidas por
estudo de morfometria e do ciclo de vida; os dados moleculares foram baseadas no
sequenciamento e analise filogenética do gene que codifica para o rRNA 16S; e os
ewmlogicos foram baseados nos dados de coleta das linhagens como dados

geograficos, substrato e temperatura.



2-MATERIAL E METODOS

2.1-Obtencéao e selecdo de linhagens de cianobactérias

Trés linhagens de cianobactérias mantidas na Colecdo de Cianobactérias e
Microalgas (CCM-UFV) do Laboratério de Ficologia, Unidade de Crescimento de
Plantas, da Universidade Federal de Vicosa, foram utilizadas nesse trabalho. O
sistema de classificacdo proposto para a classificacdo de cianobactérias (Hoffmann,
etal., 2005) foi utilizado conforme as ordens propostas na Figura 1. A selecdo dessas
linhagens foi baseada em caracteres morfolégicos contrastantes e, assim, foram
utilizadas: Synechococcus sp. PCC7942, linhagem unicelular isolada a partir de
amostras de agua do@alifornia, EUA, 1973) ¢ gentilmente cedida pelo “Pasteur
Culture Collection”, Paris, Franga; Phormidiaceae CCM-UFV034, linhagem
filamentosa homocitada isolada em 2007, a partir de crescimento cianobacterial em
balde de descarte de material contaminado com arsénio, presente na Unidade de
Crescimento de Plantas (UCP-UFV), Vicosa, MG, Brasil; Nostocaceae CCM-
UFV017, linhagem filamentosa heterocitada isolada a partir de amostras de agua
doce, coletada no Corrego do FuMiro Preto-MG, Brasil, 2007).

A linhagem Synechococcus sp. PCC7942 é amplamente caracterizada em
termos morfoldgicos e moleculares e é considerada a linhagem de referéncia para o
género Synechococcus (Herdman et al., 2001). No entanto, para fins de conferéncia
do material estudado, essa linhagem também foi aqui registrada e teve sua
morfometria reanalisada. Dessa forma, apenas as linhagens CCM-UFV017 e CCM-

UFV034 foram molecularmente caracterizadas.



Cyanobacteria
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Figura 1. Esquema das seis ordens (caixa em amarelo) propostas para classificacdo deérianobac

2.2-Caracterizacao morfologica e morfométrica

A caracterizacdo morfométrica, o registro de imagens e os dados
microscopicos foram obtidos com o auxilio de um microscépio Olympus IX50. As
medicdes celulares (morfometria) foram realizadas de acordo com o esquema
apresentado na Figura 2. Os registros fotograficos e as medi¢cbes foram realizados
com o auxilio do programa Q Capture Pro7 e para a montagem das pranchas foi
utilizado o programa online Pixrl.

Para a linhagem CCM-UFV017, que apresenta células diferenciadas (Figura 2
A), foram analisadas a largura e comprimento de heterdcitos (20 células); acinetos
(25 células) e células vegetativas em tricomas integros (medicdo de pelo menos 5
células por tricomas em pelos menos 14 tricomas). Na linhagem CCM-UFV034,
filamentosa homocitada (Figur8® foram medidas células em 15 tricomas, com no
minimo cinco células vegetativas por tricoma. Por fim, para a linhagem

Synechococcus sp. PCC7942 foram medidas 30 células individualizadas (Figura 2C).
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2.3-Caracterizacado molecular

A extracdo do DNA gendmico foi realizada com d“kittraClean® Microbial
DNA Isolation Kit”, MO BIO (Carlsbad, CA, EUA), utilizando-se 3 mL de células a
partir de culturas-estoque com 10-14 dias de cultivo. Para analise de integridade e
estimativa da concentracio dos DNAs extraidos (N4, féram utilizados 5 pL, a0os
quais acrescentaras-3 uL de tampdo de carregamento (azul de bromofenol 0,25
%, glicerol 30 % e Gel-R&d0,1 % — Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). O
volume resultante- 8 uL. — foi aplicado em gel de agarose 1,2 % e submetido a
corrida eletroforética (70 V, por 3035 min) em tampédo 1 X TAE ( Tris 40 mM,
acido acético 20 mM, EDTA 1mM pH 8,0). A estimativa de concentracao foi feita
por comparacdo com o marcador de tamanho e massa molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

O fragmento do gene RNAr 16S e a regido intergénica 16-23S ITS
(aproximadamente 2000 pb) foram amplificados em um produto Unico utilizado o
conjunto de oligonucleotideos iniciadores 27F1 (5’-AGAGTTTGATCCTGCTCAG-

3”) e 23S30R (5’-CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT’), previamente descritos



(Taton et al., 2003). A reac&o ocorreu em solucao contendo tampaorpaca@em
cadeia da polimerag®CR) 1 X (20 mM Tris HCI, pH 8,4 e 50 mM KCI); 0,1 mM
de cada dNTP; 3 mM Mggl1,5 U de Platinuf Tag DNA polimerase (Invitrogen
Life Technologies, Brasil); 10 nge DNA; 0,2 pmol de cada iniciador e agua
ultrapura (Milliporé®) esterilizada, para um volume final de 25 pL. A ciclagem
utilizada foi de acordo com Genuario et al. (2013). As reacdes foram realizadas em
termociclador “ProFlex™ — PCR System (Applied Biosystems by Life
Technologies). Em seguida, a analise do tamanho, concentracdo e integridade dos
produtos de PCR obtidos foi realizada conforme descrito anteriormenteapara
extracdo de DNA gendmico.

A clonagem dos fragmentos obtidos apds as PCRs foi realizada utilizando-se
0 kit “pGEM®-T Easy Vector Systems” (Promega, Madison, WI, EUA). O vetor
utilizado possui 3.015 pb e é oferecido linearizado com a enzima de restri¢gdo Eco
V e com a adi¢ade 3’ terminal timidina nas extremidades. Esse vetor contém sitio
de resisténcia a ampicilina, sitio para multipla clonagem e um fragmento LacZ. Os
procedimentos para a clonagem foram realizados conforme as instru¢cdes do
fabricante.

O vetor contendo o inserto de interesse foi introduzido em células
competentes de Escherichia c@lHS5a por meio de transformagdo por choque
térmico. Aliquotas de 10 puL do produto da reacdo de ligacao e 50 uL de suspensao
de células competentes foram adicionadas em microtubos esterilizados, misturadas
gentilmente e incubadas em banho de gelo durante 30 min. ApOs esse periodo, 0
microtubo foi transferido imediatamente para banho-maria a 42 °C e mantido por 40
s sendo, em seguida, resfriado em gelo por 2 min. Posteriormente, foram adicionados

ao microtubo 250 puL de meio Luria-Bertani (LB) liquido a temperatura ambiente e a
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mistura foi incubada a 36,8 °C durante 1h30min. As células transformadas foram
plagueadas em meld solido (Himedia, Mumbai, india), em uma concentragio de
25 g- L%, solidificadas em agar 1,5 %, e suplementado com ampicilina (100 pg-mL™?)

(USB Corporation, Cleveland, OH, EUA) e &al (50 ug-mL™Y) (Invitrogen Life
Technologies). As placas foram incubadas por 14-16 h, em estufa a temperatura
constante de 36,8 °C.

Apés a incubacdo das placas, cerca de cinco colbnias brancas foram
selecionadas e individualmente transferidas para tubos do tipo Falcon (15 mL de
volume), contendo 4 mL de meio LB liquido suplementados com ampicilina (100
ug-mL™?). Os tubos foram incubados por 14-16 h em estufa a 36,8 °C, propiciando o
crescimento das células transformadas.

Para a confirmacao da presenca do fragmento do gene 16-23S foi utilizado o
conjunto de iniciadores especificos para regido V3-V4 do RNAr 16S de
cianobactéria, CYA359F (5-GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3), CYA781aR (5'-
GACTACTGGGGTATCCTAATCCCATT-3) e CYAT781bR (5°-
GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3), cujo produto sabe-se ter
aproximadamente 420 pb (Nubel; Garcia-pichel; Muyzer, 1997). A amplificacéo foi
realizada em solucdo contendo tampédo para PCR 1X (Tris-HCI 100 mM, pH 8,8;
KCI 500 mM; Triton X-100 1 %); 0,2 mM de cada dNTP; 1,0 mM MgQl5 U de
Tag DNA Polimerase (Sinapse Inc.); 0.4 uM de cada iniciador; agua ultrapura
(Millipore®) esterilizada para um volume final de 12,5 pL. Um total de 1,0 pL da
cultura de células de E. c@H5a foi adicionado a 11,5 uLL de PCR, em substituigdo
ao DNA. A reagdo foi realizada em termociclador “ProFlex™ — PCR System

(Applied Biosystems by Life Technologies).
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As extracbes de DNA plasmidial foram realizadas com ¢WitraClean®
Standard Mini Plasmid Prep Kit”, conforme recomendagdes do fabricante. OS DNAS
plasmidiais extraidos foram visualizados em gel de agarose e quantificamos
utilizando como referéncia o marcador de tamanho molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

A PCR para o sequenciamento foi realizada com o uso do kit BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems/Life Technologies, Foster
City, CA, EUA). As sequéncias geradas foram processadas para remocao de bases
produzidas com baixa qualidade (indice de qualidade < 20) e assentadas em contigs
por meio do pacote que contém os programas Phred/Phrap/Gamased; Hillier;

Wendl, 1998) em sistema operacional Linux. Posteriormente, essas sequéncias foram
comparadas com outras sequéncias previamente depositadas no GenBank, do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), usando a ferramenta Basic

Local Aligment Search Tool (BLASTKarlin; AltschulL, 1990).
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3-RESULTADOS

3.1-Caracterizagdo morfoldgica das linhagens

A linhagemCCM-UFV034 caracteriza-se por ser filamentosa homocitada, ou
seja, sem células com diferenciacdo morfolégica como heterdécitos e acinetos (Figura
3A, 3B e 3C). As células sdo em geral quadraticas ou mais largas que longas. Esta
linhagem, em funcédo do tipo de tricoma, forma e tamanho celular deve, a principio,
ser incluida dentro da familia Phormidiaceae. As células vegetativas da linhagem
CCM-UFV034 apresentaram comprimento maximo de 3,15 um e largura de até 5,03
um; ja os valores minimos foram 1,02 um para comprimento e 3,22 um largura

(Tabela 1).

Tabela 1 Dados morfométricos das linhagens analisadas neste trabalho.

CCM-UFV017 C. Max C. Min L. L. MédiaC MédiaL Variagdo Variagdo
Max Min L c

Cél. Vegetativa ~ 5,82* 3,60 4,90 361 444 4,34 1,29 0,84

Heterocito 7,49 5,12 5,72 365 651 4,78 2,07 2,37

Acineto 11,80 7,88 7,91 511 1023 6,41 2,80 3,92

CCM-UFV034

Cél Vegetativa 315 1,02 5,03 322 2,10 4,08 1,81 2,13

PCC7942

Cél. Vegetativa 3 74 151 2,61 122 1,90 1,79 1,39 1,23

*Os valores apresentados nesta tabela encontram-se enC:ueomprimento;L: largura; Max:
valores méaximos obtidos em cada mediaghlin: valores minimos obtidos em cada medicdo
medicdes.

Os resultados morfométricos obtidos para a linhagem CCM-UFV017
mostraram-se bastante interessantes, pois, trata-se de uma linhagem filamentosa
heterocitada, com trés diferenciacfes celulares: células vegetativas, heterdcitos e
acinetos (Figura 3D, 3E 3F). Essa linhagenapresentou células vegetativas com
maximo de 5,82 um de comprimento e 4,90 um de largura, ao passo que 0S

heterécitos apresentaram maximos comprimento de 7,49 um e largura de 5,72 pum.
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Ao se avaliar os acinetos, valores maximos de 11,80 um de comprimento e
7,91 um de largura foram obtidos (Tabela 1). Os tricomas dessa linhagem sao retos
ou levemente curvados, apresentando producdo de conteldo mucilaginoso
extracelular. Em estagios avancados do cultivo, ha intensa presenca de acinetos, 0s
quais se diferenciam em cadeia (Figura 3D), com posterior individualiz@sao
heterdécitos intercalares sdo predominantes sendo rara a observacao de heterécitos
terminais (Figura 3F). As células vegetativas apresentam, em sua maioria, forma de
barril, variando de levemente quadraticas a mais longas do que largas e com
constricdo bastante evidente.

A linhagem Synechococcus sp. PCC7942 apresentou valores maximosde 2,74
um de comprimento e 2,61 um de largura, compativel com a morfologia em cocos
ou levemente bacilar (Tabela 1), correspondendo ao comumente registrado na
literatura (Jezberovd e Komarkova 2007). Células individualizadas foram
predominantes (Figurad3 3H e 3), com formacéo esporadica de pseudofilamentos.

Na linhagem CCM-UFV017 foi possivel, com os resultados de microscopia,
observar que as células diferenciais da linhagem filamentosa heterocitada
apresentaram tricomas com coloracdes distintas. Esse fato encontra-se associado
diretamente a quantidade de pigmentos fotossintetizantes (Figura 4A). Nas imagens
microscépcas foram observadas células diferenciaa@don acineto, (Figura 4B) e
com um tamanho superior em relacdo as células vegetativas e ainda com acumulo
visivel de granulos de reserva (Figura 4D). Heterdcitos, que sao scélula
especializadas na fixagdo do nitrogénio atmosférico, também foram observados
(Figura 4C).

Em algumas etapas do ciclo de vida foram observados pequenos tricomas

semelhantes a hormogobnios (Figura 4E). No entanto, a aparente auséncia de
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vesiculas gasosas e de motilidade por deslizamento ndo permitem a caracterizacao
destes pequenos tricomas como hormogdénios. Uma possibilidade é se tratar de
tricomas recém-germinados a partir de acinetos desdiferenciados.

A linhagem CCM-UFV034 (filamentosa homocitadaapresenta
caracteristicas muito semelhantes aquelas encontradas no género Phormidium, tais
como presenca de bainha e células apicais com morfologia distinta das demais
células vegetativas. Na linhagem CCM-UFV034 foi observado uma grande variacao
morfologica entre as células, principalmente nas células apicais da linhagem. Estas,
geralmente, eram mais amareladas e maiores que as demais células. . As células
terminais sdo arredondadas na extremidade, diferentemente das demais células
vegetativas (Figura 4F, 4G e YHEm algumas situacdes percebeu-se que os tricomas

encontravam-se paralelamente uns aos outros, como na Figura 4l.
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Figura 3. Micrografias das linhagens em estudd), (B) e (C) Tricomas da linhagem CCM-
UFV034; (D), (E) e (F) Tricomas da linhagem CCM-UFV017G), (H) e (I) Células da linhagem
Synechococcus sp. PCC794R) Seta aponta para acinetos em cad@a;Seta aponta a morfologia
diferenciada de uma célula termin@¥) Circulo ressaltando possivel heterécito termig@al, (H) e

(I) Setas apontam células isoladas; As imaganhyB), (C), (D), (E)e (F) estdo em escala de 20 um;
(G), (H) e(l) estdo em escala de 10 um.
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Figura 4. Micrografias das linhagens em estudo. As imadé)s- (E) correspondem a linhagem
CCM-UFV017. As imagens identificadas com as letflas - (I) correspondem a linhagem CCM-
UFV034. As setas indicanA) Célula vegetativa em fissdo binar{8) Formagdo de um acineto a
partir de uma célula vegetativéC) Heterdcito intercalar(D) Granulos de reserva em acinetf)
Hormogénio (tricoma diferenciado geralmente em condigcdo de esti@gs€Elulas vegetativag(s)
Célula apical diferenciada denominada caliptkd); Célula apical em diferenciacdo morfolégi¢e)
Presenca de bainh@d) Tricomas homocitados tipicos da linhagem CCM-UFV034. Barra de escala =
10pum.
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3.2-Caracterizacdo molecular baseada no rRNA 16S

Duas sequéncias do gene que codifica para o rRNA 16S foram obtidas sendo
uma com 851 pares base (pb) para a linhagem CCM-UFV034 e outra com 1414 pb
para a linhagem CCM-UFV017. A comparagao entre essas sequéncias e outras
disponiveis no GenBank mostrou valores de identidade que variaram de 90,8 a 99,2
% (Tabela 2. A sequéncia obtida da linhagem CCM-UFV017 apresentou valores de
identidade > 98,5 % com sequéncias de morfotipos do género Trichormus. No
entanto, valores de identidade maiores que 97 % foram obtidos em relacdo a
sequéncias dos géneros Anabaerdydrocoryne. Por outro lado, para a sequéncia
da linhagem CCM-UFV034, os maiores valores de identi¢add %) foram com
sequéncias afiliadas ao género Ancylothrix, o qual foi recentemente descrito a partir
de morfotipos inicialmente descritos como pertencentes ao género Phormidium
(Martins et al., 2016).

A arvore filogenética obtida a partir de linhagens com morfotipos
heterocitados indicou que a sequéncia de rRNA 16S da linhagem CCM-UFV017 se
agrupou com 87 % de valor de bootstrap com sequéncias afiliadas a morfotipos dos
géneros Anabaena e Trichormus (Figura 5). Esse clado abriga a sequéncia da
linhagem reconhecida como referéncia do género Trichormus, T variabilis HINDAK
2001/4(Rajaniemi et al., 2005) (Figura 5). No caso da linhagem CCM-UFV034, sua
sequéncia ficou agrupada com sequéncias de linhagens do género Ancylothrix, sem
suporte por analise de bootstrap. No entanto, esse clado apresentou dois subgrupos
internos, 0s quais apresentaram valor de bootstrap de 88 e 77 %, resmatgiva

(Figura 6).
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Tabela 2.Porcentagem de identidade entre as sequéncias de RNAr 16S geradas neste estudo e
sequéncias? previamente depositadas no GenBank

Cadigo Identificagdo Morfolégica Tamanho Organismo mais préximo no GenBank C* |**
(pb)
(n° de acesso) (%) (%)
CCM- Anabaena sp. CCM-UFV017 1414 Trichormus variabilis HINDAK 2001/4 100 99,2
UFV017 (AJ630456)
Trichormus variabilis GREIFSWALD 100 98,5
(AJ630457)
Anabaena sp. SAG 28.79 (KT290328) 98 99,1

Anabaena catenula SAG 1403-1 (KT290323 98 98,6

Anabaena viguieri SAG 27.79 (KT290327) 97 98,6

Anabaena sp. DR-MII (KT290331) 96 98,5
Hydrocoryne sp. CENA393 (KC346265) 100 97,2
Anabaena augstumalis SCMIDKE 100 97,2

JAHNKE/4a (AJ630458)

Hydrocoryne sp. UFV-ANT32 (KC346268) 100 97,1
Hydrocoryne sp. UFV-ANT31 (KC346267) 100 97,1
Hydrocoryne sp. CENA398 (KC346266) 100 97,1

Anabaena cylindrica PCC7122 (NR_102457, 100 97,1

CCM- Phormidium sp. CCM- 851 Ancylothrix sp. 13PC (KT819202) 100 97,5
UFV034 UFV034
Ancylothrix sp. 11PC (KT819200) 100 97,5
Ancylothrix sp. 10PC (KT819199) 100 97,5
Ancylothrix sp. 12PC (KT819201) 100 974
Ancylothrix sp. 9PC (KT819198) 100 94,0
Ancylothrix sp. 7PC (KT819196) 100 94,0
Ancylothrix sp. 8PC (KT819197) 100 939
Phormidiaceae cyanobacterium CENA533 99 91,0
(KF246499)
Lyngbya sp. MA2 (AB857842) 99 90,9
Lyngbya sp. MaedaD5 (AB863124) 99 90,9
Geitlerinema cf. acuminatum CCALA 141 99 90,8
(EU196627)
Arthrospira platensiSp-11 (DQ279771) 99 90,8

aSequéncias publicadas e obtidas de linhagens cultivaveis, *Cobertura, ** Identidade
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Figura 5 - Andlise
filogenética de
sequéncias de RNAr
16S de linhagens da
ordem Nostoclags
usando o método de
maxima
verossimilhanca (ML).
A sequéncia obtida
nesse trabalho estd em
negrito e marcada com
circulo preenchido de
preto. Os valores de
reamostragem acima de
50 % estdo
apresentados em cada
no
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Figura 6 - Andlise
filogenética de
sequéncias de RNAr
16S de linhagens da
ordens
Pseudanabaenales e
Oscillatorilaes
usando o método de
maxima
verossimilhanca
(ML). A sequéncia
obtida nesse trabalho
estd em negrito e
marcada com circulo
preenchido de preto.
Os valores de
reamostragem acima
de 50 % estao
apresentados em cad
no.
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4-DISCUSSAO

Os dados apresentados aqui fornecem as primeiras evidéncias acerca de duas
linhagens morfologicamente distintas de cianobacateria disponivé&CNaUFV
obtidos a partir de uma abordagem polifasica baseada em dados gico)lo
ecold@icos, fisiol@icos e moleculares. Assim, a linhagem CCM-UFV034 apresenta
caracteristicas morfolégicas semelhantes as da ordem Oscillat¢Fatksrson et
al., 2011), que se trata de uma ordem bem definida e distinta, englobando varios
géneros como, por exemplo, Phormidium. Nas andalises morfolégicas a linhagem
apresentou tricomas longos e homocitados, com células mais largas que longas
(Tabela 1). E importante mencionar que, além dos caracteres acima mencianados,
linhagem apresentou caracteristicas muito semelhantes aquelas encontradas no
género Phormidium, tais como presenca de bainha, ausente em alguns géneros como
Planktothrixe Trichodesmiune células apica com morfologia distinta das demais
células vegetativas (Capone et al., 1997; Koméarek e Anagnostidis, 2005). Assim,
tomados em conjunto, esses dados indicam que a linh&@eUFV034 se
assemelha morfologicamente ao género recentemente descrito Ceph@dlone
et al.,, 2015). As células vegetativas da CCM-UFV034 apresentaram ainda
comprimento médio de 2,10 um e largura de 468(Tabela 1), valores proximos
aos previamente descritos para o género CephalofMaione et al., 2015)
Ademais, as células terminais modificadas, com presenca de caliptra sdo uma
importante caracteristica que possibilita diferenciar a linhagem CCM-UFV034 de
outros morfotipos de Phormidium, bem como de outros géneros recém-descritos,
como Oxynema (Chatchawan et. al, 2012).

Cumpre mencionar também que as analises moleculares aqui realizadas,

incluindo a tabela de identidadeesconstrucéo filogenética, corroboraram os dados
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morfologicos de inclusdo da linhagem CCM-UFV034 dentro da familia
Phormidiaceae (ordem Oscillatoriales). Adicionalmente, esta linhagem parece ser
uma nova espécie dentro do género Ancylothrix. Nao obstante, para uma definicdo
final sobre o posicionamento taxondmico dessa linhagem sera importante analisar a
morfologia de linhagens daquele novo género, comparando-a com a morfologia da
CCM-UFV034. E importante mencionar aqui que essa comparacdo nao foi realizada
neste capitulo, uma vez que a versao definitiva do artigo que descreve o género
Ancylothrix ndo se encontra ainda disponivel para consulta. Além disso, a regido
gendmica correspondente ao rRNA 16S sera novamente sequenciada para esta
linhagem, objetivando a obtencdo de uma sequéncia completa, tornando as analises
sobremodo mais robustas. Adicionalmente, outros marcadores moleculares, como a
regido ITS, também serdo utilizados para uma melhor resolucdo taxondémica da
linhagemCCM-UFV034. Espera-se, portanto, uma completa definicdo acerca dessa
linhagem com a possivel descricdo de uma nova espécie.

As caracteristicas morfolégicas apresentadas pela linhagem CCM-UFV017
colocam-na dentro da ordem Nostocales, familia Nostocaceae, possivelmente do
género Trichormus, em funcdo de heterdcitos predominantemente intercalares,
formacdo @ acinetos em pontos ndo adjacentes aos heterécitos e auséncia de
colbnias microscopicas e hormogonios. De acordo com os dados moleculares,
principalmente a reconstrucao filogenética, a sequéncia de rRNA 16S desta linhagem
agrupou-se com 87 % de valor de bootstrap com sequéncias obtidas de linhagens
associadas a espécie-tipo de género Trichormus. Esseseg#itnde acordo com 0s
resultados de identidade e, juntamente com as analises de morfologia, permitem a

classificacéo da linhage@®CM-UFV017 como Trichormus sp.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA E METABOLICA DE TRES
LINHAGENS DE CIANOBACTERIAS COM CARACTERES
MORFOLOGICOS DISTINTOS

1-INTRODUCAO

As cianobactérias sdo possivelmente um dos grupos mais importantes como
produtores primarios e em produc¢éo de oxigénio. Adicionalmente, as cianobactérias
sdo altamente bem-sucedidas em termos ecoldgicos sendo organismos cosmopolitas
encontrados nos mais diversos ambientes. Tal fato se justifica, ao menos em parte,
pelo fato de as cianobactérias serem organismos com varias morfologias e uma alta
plasticidade metabdliggajaniemi et al., 2005).

E possivel verificar a presenca de cianobactérias nos mais diversos ambientes,
sejam com temperaturas variadas, radiacbes contaminantes ou mesmo locais com
variada disponibilidade de nutrientes, dentre outros fatores (Flores e Herrero, 2010).
E importante salientar que variacdes ambientais e temporais no que respeita
irradiancia, principalmente, G& & parecem funcionar como for¢ca motriz para a
evolucdo, aquisicdo de genes e propriedades fisiolégicas nos mais diversos
organismos (Price et al., 2008).

As cianobactérias ocupam o0s mais variados nichos ecoldgicos apresentando,
portanto, grande diversidade em termos de habitat, fisiologia, morfologia, capacidade
metabolica e propriedades moleculaflegssier, et al., 2006). Acredita-se que estes
fatores tenham sido importantes para o sucesso evolutivo e ecoldgico das
cianobactérias (Beck et al.,, 2012). As cianobactérias apresentam uma enorme

diversidade em termos de tamanho de genoma o que se traduz em uma complexa
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organizacdo metabdlica (Beck et al., 2012). Nesse contexto, as cianobactérias
apresentam uma grande plasticidade metabdlica e morfolégica dentro do dominio
Bacteria (Wright et al., 2001)Essa plasticidade pode ser observada pela sua
capacidade de reducdo do didéxido de carbono via fotossintese e também da fixacéo
bioldgica do nitrogénio atmosférico realizada por alguns grupos (Skulberg e Utkilen,
1999). Tomadas em conjunto, tais caracteristicas coeinlgrandemente para a
fertilidade dos solos e aguas, tornando esses organismos de fundamental importancia.

Apesar de sua natureza tipicamente fotossintética aerdbica, algumas
cianobactérias sdo heterotroficas facultativas, crescem no escuro e na presenca de
certos substratos organic@Kazmierczak e Iryu, 1999). Por apresentarem um
sistema fotossintético altamente eficiente na conversdo e fixacdo de carbono
(Mangan e Brenner, 2014), as cianobactérias vém sendo alvo de varios estudos
fisiol6gicos, metabdlicos e de engenharia genética. Esses estudos séo particularmente
atraentes uma vez que estes organismos, quando comparados com as plantas
terrestres, apresentam maiores taxas de fotossintese, fixacdo de carbono e ganho em
biomassa. Cumpre mencionar, portanto, que cianobactérias apresentam capacidade
fotossintética para converter até 10 % da energia solar em biomassa, em comparacao
com o 1 % registrado em culturas energéticas converngitaia como o milho ou
canade-aclcar, ou 0s 5 % obtidos por algas (Parmar et al., 2011).

Cianobactérias, assim como algumas plantas, possuem mecanismos
concentradores de carbono (CCM). De maneira particular, em cianobactérias
destacasea presenca dos carboxissomos, que se caracterizam por serem envoltérios
proteicos que concentram enzimas como rubisco e anidrase carbonica. Esse fato
culmina coma capacidade de inibir a fotorrespiracdo, potencializando assim a

fotossintese e o ganho em biomassa (Durall e Lindblad, 2015). Registre-se também
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gue as cianobactérias apresentam-se como organismos vantajosos para utilizacdo em
aplicacdes industriais, uma vez que possuem crescimento celular rapido,
necessidades nutricionais basicas (luz solar, agua # €@levadas taxas de
mutacédo, o que lhes confere grande potencial para serem geneticamente modificadas
(Heidorn et al., 2011)Registre-se também que pouco ainda se conhece acerca da
enorme biodiversidade presente no filo Cyanobacteria e, dessa forma, um melhor
entendimento sobre o seu metabolismo e potencialidades é ainda necessario
(Dismukes et al., 2008). Coletivamente, essas informacdes se traduzem em um
grande potencial no uso de cianobactérias com vistas a aplicacdes biotecnoldgicas.
Diante do exposto acima e levando-se em consideracdo a grande diversidade
apresentada pelas cianobactérias, que resulta em numerosos tipos morfologicos e
genotipos ecologicamente especializados (Anagnostidis e Komarek, 1885),
plausivel sugerir a existéncia de um grande, mas inexplorado potencial metabdlico,
fisiologico e de producdo de compostos de interesse por estes organismos. Portanto,
a presente proposta buscou analisar o crescimento e algumas respostas metabdlicas
em trés linhagens de cianobactérias com caracteres morfolégicos distintos, cultivadas
em condicdes padrdo. Também se objetivou a obtencao de informacdes que possam,
futuramente, ser usadas para fins biotecnolégicos, em industrias farmacéuticas,
alimenticias ou até mesmo pela industria de biocombustiveis. Essa pormenorizada
caracterizagao possibilitou a inferéncia dos distintos mecanismos de crescimento e de

aclimatacao metabdlica diferencial em cianobactérias morfologicamente distintas.
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2-MATERIAL E METODOS

2.1-Obtencao e selecéo de linhagens de cianobactérias

Trés linhagens de cianobactérias foram utilizadas, as quais sdo mantidas na
Colecéo de Cianobactérias e Microalgas do Laboratério de Ficologia (CCM-UFV). A
selecdo dessas linhagens foi baseada em caracteres morfoldgicos contrastantes e,
assim, foram utilizadas:Synechococcus sp. PCC7942, linhagem unicelular
Ancylotrix sp. CCM-UFV034, linhagem filamentosa homocitada e Trichormus sp.
CCM-UFV017, linhagem filamentosa heterocitada.

A linhagem Synechococcus sp. PCC 7942 tem sido bem caracterizada em
termos morfolégicos e moleculares e é considerada a linhagem de referéncia para o
género Synechococcus (Herdman et al., 2001). Essa linhagem foi selecionada, pois,
por ser amplamente estudada, os resultados gerados nesse trabalho puderam ser
comparados com 0s previamente registrados na literatura. Adicionalmente, essa
linhagem foi utilizada como padrdo comparativo em relacdo as linhagens CCM-

UFV017 e CCM-UFV034, sobre as quais esse trabalho € a primeira referéncia.

2.2-Condicdes de cultivalo pré-indculo

As culturas estoque de cada linhagem foram mantidas em sala de crescimento
em frascos Erlenmeyers (125 mL) contendondD de meio de cultivo BG-11
(Rippka et al., 1979) com ou sem (BGg)ladicao de nitrogénio (N), de acordo com
as exigéncias fisioldgicas das linhagens. Para a producéao de inoculos, aliquotas de
1000 pL foram retiradas das culturas estoque e inoculadas em Erlenmeyers (1 L de
volume) contendo 250 mL de meio de cultivo. Os frascos foram mantidos em sala de

cultivo sob fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro), temperatura de 24 + 2 °C, intensidade
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luminosa de 30 pmol Bs! e sem agitacdo durante o periodo de producdo do pré-

in6culo dos experimentos.

2.3-Montagemdos experimentos

Os experimentos foram montados em frascos do tipo Erlenmeyer (125 mL)
contendo 60 mL de meio de cultivo BG-11 para as trés linhagens. Adicionalmente, o
meio BG-11y (sem suplementacdo por N) foi utilizado para a linhagsoMm-
UFV017.A linhagem Synechococcus sp. PCC7942 néo realiza fixacdo biolégica do
nitrogénio, e para a linhagem CCM-UFV034 essa informacé&o ainda ndo € conhecida,
no entanto, sabse que algumas cianobactérias homocitadas podem realizar a
fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) atmosférico (Tobergte e Curtis 204.3).
linhagem CCM-UFVO017 é capaz de realizar a FBN sendo normalmente mantida em
meio BG-13, o qual ndo contém fonte inorganica de nitrogénio. Com o intuito de
verificar o crescimento dessa linhagem em meio suplementado com nitrogénio (uso
de meio BG-11) e suas consequéncias metabdlicas e fisiologicas, optou-se pela
realizacdo deste teste.

Para a montagem dos experimentoonfirmacdo da quantidade inicial de
células utilizadas como inéculo, utilizou-se a determinacdo de densidade 6ptica
(turbidez), em comprimento de onda de 750 nm Mz). Esse comprimento de
onda tem sido sugerido, bem como o de 730 nm, pois ambos evitam a interferéncia
de pigmentos fotossintéticos na determinacdo dos valores de absorbancia. Os
experimentos foram padronizados p&rem ao seu inicio um in6culo com valor
inicial de DGsonm= 0,1. Os experimentos foram conduzidos com 4 repeti¢cdes (n=4),
por um periodo total de 9 dias, totalizando 10 pontos amostrais, sendo o primeiro

ponto (PO) equivalente ao dia da montagem do experimento.
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2.4-Determinacdo de massa seca

A determinacdo do ganho de biomassa dos cultivos, ou seja, a analise dos
sélidos totais das amostras foi realizada conforme procedimento descrito no
Standard Methods for Examination of Water and Wastewater, de 2005, com
adaptacOes. Para esta determinacdo foram utilizadas membranas de nitrato de
celulose, com poros de 0,22 um e diametro de 47 mm previamente secas em estufa a
60 °C por 24h. Apds esse periodo as membran&sram transferidas para dessecador,
sendo mantidas por 30 minutos (suficiente para atingir temperatura ambiente
constante) e, em seguida, pesadas em balanca analitica eletrénica.

Para a determinacdo do incremento em biomassa, 10 mL de suspensédo
homogénea do cultivo foram filtrados em membranas previamente secas e pesadas,
as quais foram acopladas a um sistema de filtracdo ao vacuo. ApoGs a filtracéo
completa, a membrana contendo a biomassa aderida foi seca em @ééti€ar
um periodo de 24 h. A determinacdonaassa foi realizada conforme descrito para a
membrana. Desta forma, a biomassa seca correspondeu ao valor da massa da

membrana apos filtracdo subtraida pela massa da membrana limpa.

2.5-Curvas de crescimento

Para identificar as diferentes fases de crescimento (lag, log e estacionaria),
curvas de crescimento foram realizadas. Foram utilizados frascos do tipo Erlenmeyer
(125 mL) contendo 60 mL de meio BG-11, para as trés linhagds; oy paraa
linhagemCCM-UFV017. As curvas de crescimento foram interrompidas apds o

décimo dia de experimento.
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2.6-Ensaios bioquimicos

Para os ensaios bioquimicos, as amostras foram coletadas de 24 em 24 h ao
longo das curvas de crescimento. Aliquotas de 5 mL obtidas durante as amostragens
foram centrifugadas a 13.000 xego sobrenadante descartado. Em seguida, estas
aliquotas foram ressuspendidas em 2 mL de meio BG-11 e transferidas para
microtubos de 2 mL, novamente centrifugadas a 13.000 x g, sendo o sobrenadante
descartado. O pélete foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C para
Seu uso a posteriori.

Os ensaios bioguimicos foram realizados para as amostras coletadas em
pontos de cada curva de crescimento. Esses pontos foram selecionados por serem
considerados relevantes, uma vez que caracterizavam cada uma das fases de
crescimento: (P0O) = dia inicial do experimento; (P3) final da fase lag ou inicio da
fase log; (P6) ponto dentro da fase log; e (P9) ponto final do experimento,

coincidente com a fase estacionaria.

2.7-Pigmento fotossintetizante

Para a extracdo de clorofila a foram utilizados 5 mL de cultura. Esse volume
foi centrifugado a 15.000 g por 8 minutos, submetendo-se o precipitado a extracao
etandlica a quente. Para isso foram adicionados 250 pL de etanol 98 % (v/v) aos
microtubos que continham as aliquotas. As amostras foram homogeneizadas e
incubadas por 20 minutos a 80 °C sob agitacdo constante de 500 rpm. Apds esse
periodo as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 15.000 x g a 22 °C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado em um novo microtubo de 2 mL. O
precipitado resultante foi submetido a duas sequéncias de extracdes conforme

descrito acima, utilizando-se 250 pL de etanol 80 % (v/iv) e 50 % (v/v). Os
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sobrenadantes obtidos foram misturados e assim como precipitados resultantes
armazenados a -80 °C. A concentracdo de clorofila a foi determinada
espectrofotometricamente imediatamente apds a extracdo, sendo a absorbancia
determinada a 665 nm. A concentrac&o de clorofila a (chl a) foi expressa @it pg

de massa seca, sendo os valores de absorbancia multiplicados por 13,9 (coeficiente
de extingdo molar da clorofila a neste conjunto de solventes), seguida de correcdo em

relacdo aos volumes de extrato utiliza{fesrra et al., 1989).

2.8-Proteinas totais

Para extracdo de proteinas totais foram utilizados 5 mL de cultura, os quais
foram centrifugados a 15.000 x g por 8 min e ressuspendidos em 1 mL de solucéo
salina. Ap6és nova centrifugacédo a 10.000 x g por 8 min, 500 pL de NaOH (0,1 M),
contendo 1 % (p/v) de dodecil-sulfato de sodio (SDS), foram adicionados ao
precipitado. Posteriormente, os tubos foram mantidos por 30 minutos a 90 °C,
seguidos de resfriamento em gelo por 5 minutos. Em seguida ao resfriamento,
adicionou-se ao extrato obtido 125 puL de HCI (0,4 M), procedendo-se a
homogeneizacgéo e nova centrifugacdo a 11.000 x g por 10 minutos. Por fim, 100 pL
do sobrenadante foram transferidos para placa de ELISA, os quais foram mantidos a
temperatura ambiente por 20 minutos no escuro. Em seguida adicionou-se 100 uL da
solucéo de folin fenol (folin fenol/agua destilada, 1:1 (v/v)), manteedoreacdo no
escuro a temperatura ambiente por 40 minutos. Para a determinacdo das
concentracdes de proteinas totais a absorbancia da solugéo foi determinada a 750 nm

(Randall e Lewis, 1951).
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2.9-Aminoécidos totais

A concentracdo de aminoacidos totais foi determinada como previamente
descrito(Morgan et al., 2008). Para este ensaio utilizou-se o pélete obtido do extrato
etandlico proveniente dos mesmos 5 mL de cultura. O precipitado obtido foi
submetido a extracdo etandlica a quente, como descrito acima. Por fim, montou-se
uma reacado em placa de Elisa, aplicando em cada poco os seguintes volumes: 50 pL
de extrato etandlico, 50 pL de tampdao citrato de sodio (1M) com 0,2 % (p/v) acido
ascorbico pH 5,2 e 100 pL de ninhidrina 1 % (p/v). A reacgéao foi mantida a 95 °C por
25 minutos no escuro, procedendo-se a leitura da absorbancia a 550 nm para a
determinacdo da concentracdo de aminoacidos totais, contra uma curva padrao

utilizando diferentes concentracdes de leucina.

2.10-Delineamento experimental e analises estatisticas

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado
sendo realizadas 4 repeticbes para cada tratamento. Todos os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si
pelo teste de Tukey (R 0.05) utilizando-se o software ASSISTAT 7.7. As figuras
foram organizadas utilizandse o software SIGMAPLOT 11.0As andlises de

velocidade maxima de crescimente4gl foram realizadas no EXCEL 2016.
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3-RESULTADOS

3.1-Curvas de crescimento

Foi possivel observar para a linhagem Synechococcus sp. PCC7942, em
DO7sonm Uma pequentase lag com duracése apenas 24 h (Figura 1A). A fase log
foi bastante evidente para essa linhagem iniciaadw ponto 1 (P1) e terminando
no ponto 6 (P6) ao passo que a fase estacionaria teve inicio no ponto 6 (P6) com leve
declinio ao final do experimento (FigurA)l

A linhagem CCMUFV034 apresentou uma maior fase lag, do ponto 0 (P0) até
o ponto 4 (P4), enquanto a fase log foi do ponto 4 (P4) ao ponto 9 (P9). Assim, para
essa linhagem néo foi possivel observar uma &seeionaria no periodo de anélise
(Figura B).

A linhagem CCMUFV-017 quando cultivada em meio BG-11 ndo apresentou
uma fase lag; ademais, sua fase log durou até o sexto dia de cultivo momento a partir
do qual houve uma clara desaceleracdo do crescimento (Figura 1C). Em seguida, a
partir dos dias 6-7, esta linhagem entrou em fase estacionaria (Figura 1C). Essa
mesma linhagem quando cultivada em meio Bgapresentou um padrdo similar de
cinética de crescimento, com uma fase lag inexistente e iniciando a fase de

desaceleracéo no ponto 5 (Figura 1D).
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Figura 1: Curvas de crescimento das linhagens Synechococcus sp. PQBY98ZM-UFV034 (B),
CCM-UFV017 em meio BG41 (C) e CCM-UFV017 em mei®BG-11, (D). No eixo Y, log de
DO7sonm NO eixo X, 0 tempo em dias. Aos dados amostrais aplicou-se une sigmnoidal para
analise do perfil de crescimento; os valores depresentam o quanto a cuis@ajusta aos pontos
amostrais.

As curvas de crescimento obtidas a partir de dados de incrementos de massa
seca (Figura 2) apresentaram perfis bastante similares aos obtidos cofgoa DO
como parametro de crescimento (Figura 1). A linhagem Synechococcus sp. PCC7942
(Figura ) ndo apresentou fase lag evidente, tendo a fase log durado até o quarto
dia. No quinto dia observou-se uma clara desaceleracdo, seguida de fase estacionaria,
a partir do dia 6 sem entrar, no entanto, em fase de declinio (morte) (Figura 2A).

A linhagem CCM-UFV034, corroborando os dados obtidos [@®7sonm

apresentou uma maior fase lag, que durou até o quarto-quinto dia de cultivo (Figura
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2B). Em seguida uma fase log foi evidenciada, a qual se estendeu até o final do
experimento. Assim, para essa linhagem néo foi possivel observar a fase estacionaria
express@&mtermos de massa seca, durante os 9 dias de experimento (Figura 2B).

A linhagem CCM-UFV-017 cultivada em meio BG-11 ndo apresentcal um
fase lag quando expressa a partir de massa seca (Figura 2 C). A fase log se prolongou
até o dia 4, sendo seguida por 24 horas de desaceleracdo e uma fase estacionaria a
partir do dia 6. A mesma linhagem quando cultivada em meio BGFidgura 2D)
apresentou um padrdo temporal bem distinto de quando cultivada em meio BG-11
(Figura 2C). Novamente ndo se observou uma fase lag evidente; no entanto, a fase
log teve apenas 48 horas de duracdo. Apds o segundo dia de cultivo observou-se uma

tendéncia de desaceleracéo, com fase estacionaria a partir dos dias 3-4 (Figura 2D).
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Figura 2: Curvas de crescimento baseadas em incremento de massa seca (Log de massa sec
mg-mL1). (A) Synechococcus sp. PCC794B) CCM-UFV034; (C) CCM-UFV017 em meio BG:1

e O) CCM-UFV017 em meio BA-1,. Aos dados amostrais aplicou-se uma curva sigmoidal para
analise do perfil de crescimento e os valores depresenta 0o quanto a curs@ajusta aos pontos
amostrais.

As analises de pH, realizadas a cada 24 horas, revelaram um padrédo
semelhante entre as diferentes linhagens, com tendéncias de aumento ao longo do
periodo de cultivo com valore de pH flutuando entre 6 e 11 (Figura 3). A linhagem
Synechococcus sp. PCC7942, ao final do cultivo, apresentou os maiores valores de
pH (aproximadamente 11,0) dentre as linhagens estudadas (Figura 3). A linhagem
CCM-UFV017, quando cultivada em meio BGelapresentou valores de pH
relativamente estaveis (5;57,0) e inferiores aos observados quando do cultivo em

meio BG-11 (6,0- 9,5). A linhagem CCM-UFV034 apresentou valores de pH
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variando entre 6,0 e 8,0, sendo o maior valor observado no ultimo dia de cultivo

(Figura 3).

14

I PCC7942
12 4 | &1 CCM-UFV034
Emm CCM-UFV017 BG11, T

- 1 CCM-UFV017 BG11

T ry

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo(dias)

Figura 3: Valores do pH do meio de cultura durante os dez dias de experimentcai@® lias
afericbes foi as 14:00éutilizaram-se 4 repeticbes por ponto em todas as linhagens.

Embora tenham sido cultivadas nas mesmas condi¢cdes, as linhagens aqui
investigadas apresentaram padrdes de crescimento distintos, evidenciado tanto em
analise de D&@onmquanto de massa seca, o0 que se refletiu na producéo diaria e final
de biomassa (Figura .4A\ linhagem Synechococcus sp. PCC7942 apresentou um
maior incremento médio de massa seca diaria (9L -d"), ao passo que o
menor incremento foi notado em CCM-UFV034 (0,032 mg-'mL!-d'). Cabe
mencionar também que ocorreram diferengas no incremento de biomassa no

crescimento da linhaget@8CM-UFV017, quando comparados os cultivos com 0s
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meios BG-11 (0,058ng- mL!-d!) e BG-13%. (0,039mg- mL!-d!). O maior valor
final de producao de biomassa também foi obtido para a linhagem Synechococcus sp.
PPC7942 (0,596 mg-mL™"), seguida da linhagem CCM-UFV017 em BG-11,

linhagem CCM-UFV017 em BG-11y e da linhagem CCM-UFV034 (Figura 5).

Figura 4: Variagdo de producéo entre biomassa ini@&) e final BS) e a produtividade diaria de
cada linhagem.

T Bi inicial (BS)) Bi final Produtividade diari
LINHAGEN S Iﬂmlssﬂ::;c::;il;r]: lomaﬁ;sf)eca na I'?Blsl:lilnf;";) laria
mgmL! (mg-mL1-dY)
PCC7942 0,061 0,596 0,059
CCM-UFV034 0.094 0.384 0,032
CCM-UFV017 BG-11 0.032 0.560 0.058
CCM-UFV017 BG-11, 0.051 0.405 0,039

Outro parametro utilizado para a analise do crescimento das linhagens em
estudo foi a velocidade de crescimento na fase log, ou seja, a velocidade maxima de
crescimento (may. De modo geral, esse parametro reflete o quao inclinado é a curva
de crescimento duranta sua fase logaritmica, ou seja, maiores inclinacées
correspondem a maiores valores dextA linhagem Synechococcus sp. PCC7942
apresentou o maior valor dengt 0,1966 (Figura A). A linhagem CCM-UFV034
obteve phaxde 0,1278 (FiguraB). A linhagem CCM-UFV017, quando cultivada em
BG-11 e BG-13% apresentou valores de 0,0936 e 0,0954, respectivamente (Figuras

5Ce D).
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Figura 5. Regressdo linear dos pontos correspondentes a fase de crescimento logaritmica
determinacdo da velocidade méaximandt (A) Synechococcus sp. PCC794B) (Phormidiaceae
CCM-UFV034. (C) Nostocaceae CCM-UFV018m meio BG-11 e D) Nostocaceae CCM-UFV017

em meio BG11,.

As duas analises utilizadas para o crescimento e montagem das curvas de
crescimento (massa se@ DOrsonn) apresentaram alta correlagcdo seguralo
coeficiente de Pearson. Assim, para as linhagens aqui analisadas Synechococcus sp.
PCC7942, CCM-UFV034CCM-UFV017 em meio BG-11 e CCM-UFV017 em
meio BG-13} obtiveramse valores de r iguais a 0,958, 0,986, 0,840,80]
respectivamente (Figura 6). Esses resultados indicam alta coeréncia entre as analises

utilizadas.
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Figura 6: Correlagdo de Pems@bservada entre densidade oOtica e massa seca das diferentes linhagens
(A) Synechococcus sp. PCC794B) (Ancylothrix sp. CCM-UFV034¢) Trichormus sp.CCM-
UFV017emmeio BG-11 e) Trichormus spCCM-UFV017 em meio BGHy.

3.2-Proteinas e aminoacidos totais

De forma geral, verificou-se que as concentracdes de proteinas totais

apresentaram pequena variacao entre os morfotipos analisados, principalmente entre

as linhagens unicelular e homocitada (Figura 7A). Nao obstante, a linhagem

heterocitada CCM-UFV017 apresentou maior variagdo nas concentragbes de

proteinas, em ambos meios testados (Figura 7A). Salienta-se aqui a alta concentragédo

de proteinas encontrada no ultimo dia de quantificacdo das proteinas totais para

CCM-UFV017 gquando cultivada em meio BG-11, que foi a Unica linhagem a

apresentar diferencas significativas entre os dois Ultimos pontos de andlise.
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As trés linhagens, independentemente do meio de cultivo utilizado,
apresentaram uma tendéncia de incremento nos niveis de amino acidos totais ao
longo dos dias de cultivo (Figura 7B). Para todas as linhagens foi possivel observar
gue até o terceiro dia ndo houve uma grande variagcdo nos niveis de aminoacidos, 0s
quais sofreram incrementos conspicuos nos pontos 6 e 9 (Figura Tinhagem
CCM-UFV017 quando cultivada em meio BG-11 apresentou o maior nivel e
incremento de aminoacidos, embora tenha apresentado também o menor valor no dia

inicial de cultivo (Figura B).
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Figura 7: Quantificacdo do conteddo de proteinas e aminoacidos tGaaifroteinas totais €B)
Aminoécidos totais5 % de probabilidade, pelo teste Tukey, comparadas entre pontos e ndo entre as
diferentes linhagens, as letras indicam as diferencas significativas para a analise.

3.3-Clorofila a

As concentracbes de clorofila a mostrarserbastante variaveis entre as
linhagens (Figura 8). Nota-se, no entanto, que a despeito das pequeréassuaisa
dois primeiros dias, incrementos nos niveis de clorofila a foram obsersaddongo
dos ultimos dias analisados (Figuda éxceao feita paraalinhagem CCM-UFV017
em meio BG-14 que, no Udltimo ponto de coleta, apresentou um declinio

significativo nos niveis de clorofila.aSalienta-se que a linhagem CCM-UFV034
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apresentou as maiores concentragdes de clorofila a no ultimo ponto analisado (Figura

8).
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Figura 8: Quantificacdo de clorofila .aAs andlises estatisticas foram realizadas a 5 % de
probabilidade, pelo teste Tukey, comparadas entre pontos e ndo entre as slifetexgens, as letras
indicam diferencas significativas entre os pontos dentro de uma mesaggelimh

4-DISCUSSAO

Neste trabalho, trés linhagens morfologicamente distintas foram analisadas
em termos de crescimento e caracterisiticas metabolicas em condi¢cdes oOtimas de
cultivo. Adicionalmente, realizou-se um tratamento extra para a linhagem CCM-
UFVO017, cujo crescimento foi investigado em meios com e sem fonte de nitrogénio
inorganico (N). Dessa forma, buscou-se compreender a relagéo entre a morfologia
distinta dessas diferentes linhagens, bem como o cultivo de uma linhagem
reconhecidamente fixadora de nitrogénio atmosférico com e sem disponibilizacéo de

N em meio de cultura, nos parametros cinéticos e em alguns metabdlitos chave.
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Tendo essas premissas em vista, foi possivel observar diferencas no que respeita o
crescimento (fases de crescimento e duracéo de cada fase), nos valores de velocidade
maxima de crescimento k), bem como producdo de biomassa, variacdo do pH e

na concentracdo de metabdlitos ao longo do cultivo dessas linhagens. Cabe ressaltar
que as variacbes ora observadas podem ter relacdo direta ndo somerde com
morfologia de cada organisn{dezberovae Komarkova, 2007), mas também com
aspectos ecoldgicos, relacionados aos sitios de origem de cada linhagem.

A linhagem Synechococcus sp. PCC7942, unicelular, apresentou crescimento
rapido e ndo apresentou uma fase lag evidente (Figuras 1A e 2A), sugerindo que as
células utilizadas como pré-inéculo ja se encontravam aclimatadas as condicdes de
cultivo ou, alternativamente, se aclimataram em periodo de tempo inferior a 24
horas, que foi intervalo entre os pontos amostrais. Os quatro dias de fase log
associados a um valor degdrelativamente alto (quando comparado com as demais
linhagens em estudo; Figura 5) possibilitaram g®a linhagem obtivesse a maior
producao final e incremento diario de biomassa (Figura 4). Ndo obstante, alteracdes
nos valores de pH foram maiores para essa linhagem (Figura 3), com maiores
incrementos a partir do terceiro dia de cultivo, coincidindo com o meio da fase log.
Apesar dessas caracteristicas, a partir do quartminto dias de cultivo, eas
linhagem entrou em fase estacionéria indicando a ocorréncia de alguma deficiéncia
nutricional ou mesmo de um estresse ambiental. Tomados em conjuntos, esses
resultados indicam que, possivelmente, deficiéncia em fontes de nitrogénio e auto-
sombreamento acoplados ao efeito prejudicial dos altos valores de pH,
principalmente a partir do sexto dia de cultivo (> 10,0), tenham contribuido, em larga
escala, para essa paralisacdo do crescimento. Ademais, considerando-se que a

concentracdo de clorofila a ao longo do cultivo, tenha alcancado os maiores valores
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ao final do cultivo (Figura 8), € plausivel sugerir que a entrada na fase estacionaria
nao se deva a reducdes nas taxas fotossintéticas. O aumento nas concentracdes deste
pigmento deve estar, em ultimo caso, associado a manutencdo do funcionamento
adequado da cadeia transportadora de elétrons, objetivando uma melhor absorcao da
energia luminosa disponivel, mesmo em fase do auto-sombreamento (Flores e
Herrero 2010). Adicionalmente, concentracdes crescentes de proteinas totais também
foram observadas (Figura 7) indicando possivéis aumentos nos complexos de reserva
(granulos de cianoficina) e, principalmente, incremento de ficobiliproteinas, que
correspondem a até 70 % do conteudo proteico de uma célula cianobacteriana (Flores

e Herrero 2010). Essa classe de proteinas € a base dos complexos-antena associados
ao Fotossistema Il e, em menor escala, ao Fotossistema |. Desse modo, embora dados
experimentais adicionais sejam ainda necessarios, é plausivel sugerir que o rapido
crescimento dessa linhagem culmine em um estresse energético, causado
principalmente pelo auto-sombreamef@uesada e Vincent, 1997). Como forma de
reverter essa situacdo, a sintese de clorofila a e proteinas associadas aos
fotossistemas é aumentada, potencializando, assim, a eficiéncia de captacdo da
energia luminosa. No entanto, em funcdo do acelerado crescirégrussivel que

outros metabdlitos ou nutrientes tenham também limitado o crescimento, que poderia
ser restabelecido com a diluicAo dessa cultura (desfazendo os efeitos do auto-
sombreamento) ou com o fornecimento continuo de nutrientes.

A linhagem CCM-UFV034, filamentosa homocitada, por outro lado,
apresentou uma fase lag bastante longa (4 a 5 dias- Figuras 1 e 2), sugerindo uma
aclimatacdo mais tardia as condi¢des de cultivo. Apesar de uma fase log tardia, o
valor de phax registrado para essa linhagem foi o segundo maior (Figura 5),

indicando que ela apresenta uma rapida capacidade de crescimento. Ndo @ébstante,
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ainda necessario um melhor entendimento acerca das condicbes O6timas de
crescimento para essa linhagem, objetivando a reducédo da fase lag. Assim, uma
longa fase de aclimatacdo (lag) refletiu, sobremodo, na producdo de biomassa ao
final do periodo de 9 dias (Figura 4). Em conjunto, os resultados de pH e
concentracdo de cloradila corroboram essa entrada tardia na fase log, uma vez que

o pH sofreu alteracfes significativas apenas apds o sétimo de cultivo (Figura 3) e a
clorofila a apresentou sua maior concentracdo no ultimo ponto de cultivo (Figura 8)
Cumpre mencionar que a elevada concentracao de clorofila a pode refletir, ao menos
em parte, a necessidade de manutencéo de taxas fotossintéticas relativamente altas
gue, em ultima analise, refletem maior fixacdo de carbono inorganico e producéo de
biomassa. Experimentos adicionais, visando a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo
além de uma investigacdo mais detalhada, com a coleta de mais pontos amostrais,
sdo ainda necessarios para confirmar e melhor entender o comportamento
apresentado por essa linhagem.

A linhagem UFV017, filamentosa heterocitada, independemente do cultivo,
com ou sem suplementacdo com N, apresentou crescimento similar, com uma rapida
aclimatacdo ao meio caracterizada pela curta ou mesmo ausente fase lag (Figura 1 e
2). No entanto, em funcéo da auséncia de N no meio observou-se uma fase log muito
curta (48 h apenas) e uma rapida desaceleracdo do crescimento. Considerando-se 0s
valores inferiores de pH observados nesse meio (Figura 3) eatsimilar entre os
diferentes meios sugere-se que as diferencas observadas nas curvas ndo estejam
associadas ao pH, mas provavelmente a limitacdes nutricionais. De modo
interessante, pequenas diferengcas foram observadas nos niveis de proteinas totais
para essa linhagem nos dois meios de cultivo; no entanto, incrementos consideraveis

foram observados nos niveis de aminoacidos ao final de cultivo em meio
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suplementado com N. Em conjunto, esses resultados indicam que o nitrogénio
fornecido esta sendo possivelmente assimilado e convertido em aminoacidos sem, no
entanto, alterar o contetdo proteico e a taxa de crescimento. Registre-se também que
0s maiores teores de clorofila a ao final do experimento, associados aos maiores
niveis de aminoacidos, sugerem que a maior fracdo da energia obtida via fotossintese
esteja sendo direcionada para a assimilacdo do nitrogénio disponivel sem, no entanto,
se traduzir em ganhos de biomassa ou crescimento. Tomados em conjunto, esses
resultados indicam que a linhagem UFV017, caso mantida por um periodo mais
prolongado de experimento obteria vantagens produtivas por apresentar uma célula
diferenciada (heterdcito), capaz de fixar o nitrogénio gasosavertélo, assim, em

uma forma assimilavel para o metabolismo cianobacteriano. Cumpre mencionar
também que as alteracbes nos niveis de aminoacidos sem ganhos em biomassa
devem influenciar largamente a relacdo carbono/nitrog@rsiorent et al., 2005) e,

em Uultima instancia, impactar o crescimento. Nesse contexto, trabalhos futuros
devem buscar entender melhor os impactos dessa relacdo e da sua aleracao
crescimento de linhagens capazes de fixar nitrogénio bem como a presenca desse
nutriente no meio afetaria (ou ndo) o estabelecimento dessas linhagens.

Tomados em conjunto, os resultados desse trabalho, aliados a trabalhos
anteriores do grupo de pesquisa, em condicdes 6timas (Esteves-Ferreirae,e2013)
resposta ao estresse por salinidade (Alvarenga, 2015) indicam que uma
caracterizagéo detalhada de um maior numero de linhagens de cianobactérias faz-se
ainda necesséaria, de modo a selecionar ndo somente organismos com elevadas taxas
de crescimento, mas também aquelas linhagens com alto potencial de acumulo de

substancias de interesse, como protefvidsla et al., 2003).
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Nesse sentido, fage necessario a selecdo e caracterizacdo de um maior
namero possiel de linhagens e também uma analise sndetalhada do seu
metabolismo principalmente do nitrogénio e das condi¢cdes de cultivo voltadas
especificamente para sua pro@lacColetivamente, essas informacoes se traduzirdo
em impactos cientificos além de maximizar a prodwgfcescala industrial ou até

mesmo biotecnoldgica dessas linhagens.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados filogenéticos aqui obtidos indicam que as linhagens CCM-
UFV034 e UFV017 estavam previamente classificadas em géneros distintos aos aqui
encontrados, fato devido a primeira vez que estas linhagens de cianobactérias foram
caracterizadas a nivel genétidais resultados demonstram a forca da abordagem
polifasica aqui utilizada. Embora ainda que preliminares, cumpre mencionar que 0s
resultados aqui apresentados, em longagraossibilitam uma caracterizacdo
molecular mais detalhada permitindo a identificacdo de metabdlitos e genes alvos
associados a caracteristicas intrinsecas nas diferentes linhagens estudadas. Ainda,
espera-se que esse conhecimento possa, a médio e longo prazo, contribuir para o
desenvolvimento de plantas e cianobactérias tolerantes aos mais variados estresses
através da engenharia genética.

A caracterizacdo dos parametros fisiologicos, metabdlicos e de crescimento
em linhagens de cianobactérias sugere que o0 maior crescimento de algumas
linhagens aparenta estar associadmanutencdo do pH do meio e a uma rapida
adaptacdo e morfologia diferencial. Em adicdo, foi possivel verificar tanasbém
grande potencial da linhagem unicelular PCC7942 para a producdo de massa seca e
proteinas totais.

E importante mencionar também que para cada padrdo morfolégico analisado
aqui foi possivel inferir como as variacbes apresentadas por essas linhagens
acarretaram alteracdes na fisiologia, metabolismo e crescinragstre-se também
que essas alteragbes sdo particularmente semelhantes dentro um mesmo grupo

morfolégico, como previamente observado (Esteves-Ferreira, 2013).
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Os resultados obtidos demonstram também a importancia e a necessidade de
caracterizacOes fisiologicas mais detalhadas dos organismos desse filo. Isso se faz
necessario ndo somente com o objetivo de se entender as diferentes relacbes casuais
usualmente observadas entre as linhagens, como também para um melhor
entendimento das relagcbes metabdlicas e moleculares existentes nesse grupo,
possibilitando assim a selecéo de linhagens com alto potencial biotecnolégico.

Em sintese, os resultados obtidos aqui indicam que o crescimento diferencial
observado entre os morfotipos estudados associado ao uso da taxonomia polifasica
baseada em uma maior gama de informacGes fornecem uma taxonomia mais
refinada. Nao obstante, mais estudos e com diferentes linhagens fazem-se ainda
necessarios com o intuito de se explorar ao maximo as potencialidades desses micro-

organismos.
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