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RESUMO

ALMEIDA, Allan Victor Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2023. Bases fisiolégicas e moleculares em cianobactérias em resposta a
presenga de arsénio Orientador: Wagner L. Araujo. Coorientador: Marcelo Gomes
Marcal Vieira Vaz

As cianobactérias sdo bactérias gram-negativas, que realizam fotossintese oxigénica
e possuem uma grande variagdo morfologica. Elas ainda apresentam uma grande
diversidade metabdlica e fisioldgica, permitindo que colonizem uma gama de habitats
aquaticos e terrestres. Em muitos destes ambientes ocorre a presenca e acumulo de
diversos metais pesados, bem como de outros elementos téxicos, como o arsénio
(As). O As é encontrado naturalmente no ambiente, mas, nos ultimos anos, tem
ocorrido um aumento em suas concentragcdes em decorréncia predominantemente da
mineragdo. Devido a sua diversidade metabdlica, as cianobactérias sdo capazes de
habitarem ambientes contaminados com As, e também participam do ciclo
biogeoquimico desse elemento. Cumpre mencionar que, ao longo do processo
evolutivo, as cianobactérias desenvolveram diversas estratégias de resisténcia e
tolerancia ao As, incluindo multiplas biotransformacdes deste elemento. Alteracdes
morfoldgicas, fisioldégicas e bioquimicas também estdo envolvidas na resposta ao
estresse por As. Neste contexto, o operon ars (arsBHC) responde pelo principal
mecanismo de resisténcia ao As em cianobactérias: arsC codifica para uma redutase
do arsenato, ao passo que arsB ou acr3, codificam uma permease do arsenito.
Ressalta-se ainda que, dentre as diferentes morfologias apresentadas por
cianobactérias, morfotipos filamentosos parecem possuir uma menor tolerancia ao As
quando comparadas a linhagens unicelulares. Porém, pouco se sabe sobre qual(is)
fator(es) permitem as cianobactérias unicelulares apresentarem essa maior tolerancia.
Desta forma, o estudo de linhagens de cianobactérias diversas, incluindo as isoladas
de ambientes contaminados por As, pode ajudar a elucidar alguns processos e
também desvendar novos mecanismos relacionados a essa resisténcia/tolerancia
diferencial. Neste estudo, trés organismos isolados de ambientes hostis foram
identificados e classificados. Também se examinou o crescimento, as alteracdes
metabdlicas, fisiologicas e morfologicas de seis cianobactérias expostas a duas
concentragdes de arsenito. Destaca-se a notavel flexibilidade desses organismos em
colonizar ambientes contaminados com arsénio, evidenciando sua capacidade de
resposta mesmo em altas concentragbes desse elemento. Algumas linhagens
conseguiram manter ou recuperar padrdes de crescimento proximos as condi¢des
controle, ressaltando a presenca de mecanismos eficientes na mobilizagao do arsénio.
Percebe-se, também, que a produgcdo de um polimero celular externo (EPS) e o
aumento nos padrdes de agregacdo celular e tricomas s&o respostas comuns a
exposig¢ao ao arsenito, indicando um papel na reducdo da mobilidade e contato do
arsénio com as células. Este estudo fornece insights sobre como o metabolismo
desses organismos € afetado pelo arsénio, revelando padrdes de resposta que podem



ser explorados em estudos futuros. A coleta, identificacdo e caracterizacdo desses
organismos isolados de ambientes contaminados s&o de grande importancia,
destacando o potencial uso biotecnoldgico dessas cianobactérias em ambientes
afetados por arsénio. Além disso, o entendimento de seu metabolismo nessas
condigdes contribui para diversas areas cientificas.

Palavras-chave: arsénio, cianobactérias, filogenia, metabolismo, morfologia.



ABSTRACT

ALMEIDA, Allan Victor Martins, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December
2023. Physiological and molecular basis of the response to the presence of
arsenic in Cyanobacteria Advisor: Wagner L. Araujo. Co-Advisor: Marcelo Gomes
Marcal Vieira Vaz

Cyanobacteria, a group of Gram-negative bacteria capable of oxygenic
photosynthesis, exhibit extensive morphological diversity and a broad range of
metabolic and physiological adaptations, enabling colonization of diverse aquatic and
terrestrial habitats. Many of these environments host elevated concentrations of heavy
metals, including arsenic (As), a naturally occurring element that has increased in
presence due to mining activities. Leveraging their metabolic diversity, cyanobacteria
thrive in As-contaminated habitats and actively participate in the biogeochemical
cycling of this element. Through evolutionary processes, cyanobacteria acquired
diverse strategies, including morphological, physiological, and biochemical
adjustments to resist and tolerate arsenic-induced stress. In this context, the ars
operon (arsBHC) emerges as the primary mechanism conferring As resistance in
cyanobacteria, where arsC encodes an arsenate reductase and arsB or acr3 encodes
an arsenite permease. Notably, among different cyanobacterial morphotypes,
filamentous morphotypes exhibit lower As tolerance compared to unicellular strains.
However, the factors contributing to the enhanced tolerance of unicellular
cyanobacteria remain poorly understood. This study investigates diverse
cyanobacterial strains, including those isolated from As-contaminated environments,
shedding light on processes and unveiling novel mechanisms underlying this
differential resistance/tolerance. Three organisms isolated from hostile environments
were identified and classified. The growth, metabolic, physiological, and morphological
changes of six cyanobacteria exposed to two arsenite concentrations were examined.
These organisms displayed remarkable flexibility in colonizing arsenic-contaminated
environments, showcasing their adaptive responses even in high arsenic
concentrations. Some strains maintained or recovered growth patterns similar to
control conditions, emphasizing the efficiency of arsenic mobilization mechanisms.
Additionally, the production of an extracellular polymeric substance (EPS) and
increased cellular and trichome aggregation were common responses to arsenite
exposure, suggesting a role in reducing arsenic mobility and contact with cells. This
study provides insights into how arsenic affects the metabolism of cyanobacteria,
revealing response patterns that can be explored in future studies. The identification
and characterization of these organisms isolated from contaminated environments are
crucial, emphasizing the biotechnological potential of cyanobacteria in arsenic-affected
habitats. Understanding their metabolism under these conditions contributes to various
scientific fields.

Keywords: arsenic, cyanobacteria, phylogeny, metabolism, morphology.
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INTRODUGAO GERAL

As cianobactérias (dominio Bacteria, filo Cyanobacteria) sédo bactérias gram-
negativas, que realizam fotossintese oxigénica, e que possuem uma grande variagao
morfoldgica, apresentando desde formas unicelulares a filamentosas heterocitadas
(Komarek and Kastovsky, 2003). Em adigdo a isso, elas apresentam uma grande
diversidade metabdlica e fisioldgica, permitindo-as colonizarem uma variada gama de
habitats aquaticos e terrestres (de Alvarenga et al., 2018; Obuekwe et al., 2019;
Schirrmeister et al., 2013). Como individuos fotossintéticos, as cianobactérias sao
afetados pela disponibilidade e qualidade de luz (Thurotte et al., 2015; Xu et al., 2012).
Nesses organismos, a coleta de luz é realizada pelos ficobilissomos (analogo ao
complexo antena de plantas) (Mullineaux, 2008), que transferem a energia da luz para
a clorofila a presente no centro de reagao dos fotossistemas | (PSI) e Il (PSIl) (Liu et
al., 2013). Vaérias espécies de cianobactéria também possuem a capacidade de
realizar a fixagdo biolégica de nitrogénio (FBN) (Esteves-Ferreira et al., 2017;
Postgate, 1982), tornando esses organismos importantes agentes nos ciclos
biogeoquimicos do carbono (C) e do nitrogénio (N) (Vitousek and Howarth, 1991;
Zhang et al., 2018).

Morfologicamente, as cianobactérias sdo comumente divididas em trés grandes
grupos, as unicelulares, as filamentosas homocitadas e as filamentosas heterocitadas
(Anagnostidis, 1985). Os membros das ordens filamentosas possuem diferentes
niveis de diferenciagéo celular e morfolégica (Komarek et al., 2014). Os membros das
ordens filamentosas possuem diferentes niveis de diferenciacéo celular e morfolégica
(Komarek et al., 2014). Neste contexto, espécies da ordem Nostocales possuem dois
tipos de células especializadas: os heterdcitos, células com um microambiente
anoxico especializado para a ocorréncia da FBN, e os acinetos, células dormentes e
envelopadas com paredes mais grossas, que funcionam como esporos de resisténcia
(Flores and Herrero, 2010; Komarek and Anagnostidis, 1989; Meeks et al., 2002).

Devido a sua grande diversidade metabdlica as cianobactérias sdo capazes de
habitar uma ampla gama de ambientes (Schirrmeister et al., 2013; Taton et al., 2006).
Em muitos destes ambientes, como rios e lagos, ocorre a presenga e acumulo de
diversos metais pesados, como Fe, Mg, Al, entre outros. Adicionalmente, como
relatado por Figueiredo et al. (2007a) e Huertas et al. (2014), o arsénio (As) também
tem sido acumulado nestes ambientes. O As é um metaldide, que ocorre

principalmente em formas inorganicas, sendo as mais prevalentes o arsenato [As(V)]
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e o arsenito [As(ll1)] (Zhu et al., 2014). Em condigbes naturais no solo, o As apresenta
diferentes formas e estados oxidativos, sendo esses influenciados pelo
comportamento da fase no qual ele se encontra (De Andrade et al., 2008), e por
condicdes abioticas como pH e condutividade elétrica (P. Wang et al., 2014). No Brasil,
a contaminacéo por As € conhecida em locais especificos. Na regido sudeste, por
exemplo, destaca-se o Quadrilatero Ferrifero, onde grandes quantidades de As foram
langadas em drenagens, solos e atmosfera, como resultado da mineracéo de ouro que
vem ocorrendo nos ultimos trés séculos (Figueiredo et al., 2007; Obuekwe et al.,
2019). Adicionalmente, contaminagdo por As também €& observada na regido
amazodnica, onde o As esta associado aos minérios de manganés extraidos nos
ultimos 50 anos (Figueiredo et al., 2007).

As cianobactérias, como mencionado acima, podem habitar varios ambientes,
incluindo aqueles contaminados com As, como por exemplo, corpos de agua doce,
que servem de efluentes de residuos de mineracao (Obuekwe et al., 2019). Além
disso, sabe-se que esses microrganismos também participam de etapas do ciclo
biogeoquimico desse elemento (Yang et al., 2018). Ao longo do processo evolutivo,
as cianobactérias desenvolveram diversas estratégias de resisténcia e tolerancia a
esse elemento, incluindo mais comumente a oxidagao ou metilacdo de arsenito
[(As(II1)] em espécies menos toxicas, bem como a extrusao ativa desta forma da célula
(Achour et al., 2007). Diversos registros de cianobactérias isoladas de ambientes
contaminados existem na literatura, como Synechocystis, Synechococcus (Miyashita
et al., 2016a), Oscillatoria (Kulp et al., 2008), Tolypothrix (Susana G. Ferrari et al.,
2013), Phormidium, Anabaena (Bhattacharya and Pal, 2011), Pseudanabaena,
Nostoc, Desmonostoc, Kamptonema, Anagnostidinema (Celekli and Lekesiz, 2021;

Obuekwe et al., 2019), Hydrocoleum, Microchaete (Maeda et al., 1987), entre outros.

A presenca desse metal no ambiente também impacta grandemente a
utilizacdo dos recursos contaminados, como agua e solo, sendo as cianobactérias
organismos capazes de lidar com esses contaminantes, e até, metaboliza-los
(Miyashita et al.,, 2016a). Como ja demonstrado por alguns trabalhos, as
cianobactérias, além de suas comunidades microbianas associadas, possuem uma
capacidade de nao so crescer na presenca do As, mas de oxidar, metilar e volatilizar
esse elemento, diminuindo sua concentracao efetiva no solo (Mestrot et al., 2011; Yin
et al., 2011; Zanganeh et al., 2021).
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Em cianobactérias, alteragdes morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas, bem
como gendmicas (expressao e regulagao) e protedbmicas estao envolvidas na resposta
ao estresse por As (Huertas et al., 2014; Pandey et al., 2013; Srivastava et al., 2009).
Além disso, varias cianobactérias mostraram ser capazes de acumular e resistir ao As
por meio de multiplas biotransformagdes deste elemento (Huang et al., 2012; Wang et
al.,, 2013). Por exemplo, em Synechocystis sp. PC6803, que é a linhagem de
cianobactéria mais bem caracterizada quanto a resisténcia e metabolismo do As, o
operon ars (arsBHC) responde pelo principal mecanismo de resisténcia ao arsénio
(Huertas et al., 2014).

O estudo de linhagens diversas de cianobactérias pode ajudar a elucidar alguns
processos, e também desvendar novos mecanismos de tolerancia relacionados a
essa resisténcia/tolerancia diferencial. Sendo assim, o entendimento sobre os
processos de metabolizagao e resisténcia a contaminantes pode ser extremamente
importante para o desenvolvimento cientifico. Entender quais estratégias permitem
esses organismos tolerar concentracgdes altas de arsénio, assim como suas diferengas
que permitem tolerar de forma diferencial o As, pode permitir o desenvolvimento de
diversas aplicagbes tecnoldgicas, a partir do entendimento desses processos em

métodos biorremediadores (Chen et al., 2014).
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RESUMO

As cianobactérias sao bactérias gram-negativas capazes de realizar fotossintese oxi-
génica. Esses organismos sao influenciados pela disponibilidade e qualidade da luz,
e algumas espécies também sao capazes de fixar biologicamente o nitrogénio, tor-
nando-as importantes para os ciclos biogeoquimicos do carbono e do nitrogénio. Cia-
nobactérias apresentam ainda uma grande variedade metabdlica e fisiologica, o que
permite que colonizem diversos habitats aquaticos e terrestres. A classificagao taxo-
ndémica das cianobactérias tem sido revista e atualizada ao longo dos anos com base
em analises gendmicas e filogenéticas, culminando, atualmente, com a divisdo deste
grupo em 20 ordens distintas. O género Synechocystis constitui um grupo de cia-
nobactérias unicelulares amplamente estudado, utilizado como modelo em varias
areas de pesquisa, como fotossintese, evolugéo e biotecnologia. Entretanto, estudos
filogenéticos mostram que o género, em sua descricdo meramente morfologica, € po-
lifilético. O género Ancylothrix, composto de linhagens filamentosas homocitadas, am-
plamente distribuido em termos geograficos, foi recentemente descrito a partir de li-
nhagens morfologicamente relacionas ao género Phormidium, e tem sido pouco estu-
dado. Ja o género Trichormus, que apresenta linhagens filamentosas heterocitadas,
tem causado discussdes taxonémicas devido ao seu carater polifilético. Algumas es-
pécies desse género ja mostram origem filogenética diferente do grupo tipo, e estudos
aprofundados sao necessarios para classificar adequadamente linhagens morfologi-
camente identificadas como pertencentes a este género. A classificagdo precisa das
cianobactérias é essencial para compreender seus papéis nos ecossistemas aquati-
cos e terrestres, bem como para avaliar os riscos associados a diferentes espécies,
algumas das quais podem produzir toxinas prejudiciais a saude humana e animal.
Estudos mais aprofundados sdo necessarios para entender a diversidade, ecologia e
biologia dessas cianobactérias e explorar seu potencial biotecnoldgico para diversas
aplicagdes. O presente trabalho buscou, portanto, caracterizar, em uma abordagem
polifasica, linhagens morfologicamente e ecologicamente distintas, derivadas de am-
bientes hostis. A linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 demonstra diferengas
substanciais em carater filogenético, assim como seus dobramentos da estrutura se-
cundaria da regido do ITS quando se comparada a outras linhagens préximas. Os
dados obtidos aqui para a linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 mostram que esse
individuo tem caracteristicas suficientes para sua classificacdo como A. terrestris
CCM-UFV034. Seus padrdes de dobramento da regidao ITS caem dentro do padrao
esperado para linhagens dessa espécie, além de uma posigao filogenética que corro-
bora com essa classificacdo. Esse trabalho também mostra que linhagens desse gé-
nero podem habitar locais contaminados com arsénio, possuindo provavelmente me-
canismos capazes de mitigar a exposicdo e o dano causado por esse elemento, e
ampliam a diversidade ecologica desse género. Por outro lado, os resultados para
linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 indicam que essa linhagem possui diferencas
suficientes para uma classificagado ao nivel de espécie diferente das espécies ja des-
critas dentro do género Trichormus, mesmo com uma % de Identidade do 16S de
99,50% em relacdo a espécie T. variabilis (AJ630456). Nesse contexto, é proposto
que a linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 seja denominada T. flavodiazotum sp.
nov.CCM-UFV035. E importante ressaltar que linhagens aqui descritas e caracteriza-
das apresentam um enorme potencial para estudos futuros, principalmente devido ao
seu habitat de isolamento, abrindo possibilidades para a descoberta de novos meca-
nismos de tolerancia a estresses abioticos. Com efeito, a caracterizacdo dessas linha-
gens contribui significativamente para o avan¢o do conhecimento da biodiversidade
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encontrada em paises tropicais. Compreender a diversidade microbiana presente nes-
ses ambientes é, portanto, essencial para a conservacao e para o desenvolvimento
de estratégias de manejo sustentavel desses ecossistemas.

Palavras chave: Cianobactérias, filogenia, taxonomia, Synechocystis, Ancylothrix,
Trichormus, ambientes hostis.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are gram-negative bacteria capable of performing oxygenic photosyn-
thesis. They exhibit a wide metabolic and physiological diversity, enabling them to col-
onize aquatic and terrestrial habitats. These organisms are influenced by the availabil-
ity and quality of light, and some species are able to biologically fix nitrogen, making
them important in the carbon and nitrogen biogeochemical cycles. The taxonomic clas-
sification of cyanobacteria has been revised and updated over the years based on
genomic, phylogenetic, and molecular analyses. Currently, they can be divided into 20
distinct orders. The genus Synechocystis is a well-studied group of cyanobacteria,
used as a model in various research fields such as photosynthesis, evolution, and bi-
otechnology. However, phylogenetic studies have shown that the genus is paraphy-
letic. The genus Ancylothrix, composed of filamentous homocytous strains, has been
recently described and is not extensively studied. It consists of species distributed in
various continents. On the other hand, the genus Trichormus, comprising filamentous
heterocytous strains, has caused taxonomic discussions due to its paraphyletic nature.
Some species within this genus have shown a different phylogenetic origin from the
type group, requiring further in-depth studies for accurate classification of these strains.
Accurate classification of cyanobacteria is essential to understand their roles in aquatic
and terrestrial ecosystems and to assess risks associated with different species, some
of which may produce toxins harmful to human and animal health. More profound stud-
ies are necessary to comprehend the diversity, ecology, and biology of these cyano-
bacteria and to explore their biotechnological potential for various applications. This
study aimed to characterize morphologically and ecologically distinct strains derived
from hostile environments using a polyphasic approach. The Synechocystis sp. CCM-
UFV039 strains demonstrates substantial differences in phylogenetic character, as
well as in the secondary structure folding of the ITS region compared to other closely
related strains. Data obtained for the Ancylothrix sp. CCM-UFV034 strain show that
this individual possesses sufficient characteristics for its classification as Ancylothrix
terrestris CCM-UFV034. The ITS region folding patterns fall within the expected range
for strains of this species, further corroborating this classification. This work also re-
veals that strains of this genus can inhabit arsenic-contaminated locations, likely pos-
sessing mechanisms to mitigate exposure and damage caused by this element. On
the other hand, the results for the Trichormus sp. CCM-UFV035 strain indicate that it
exhibits sufficient differences for classification at the species level, distinct from the
species already described within the Trichormus genus. In this context, it is proposed
that the Trichormus sp. CCM-UFVO035 strain be named Trichormus flavodiazotum
CCM-UFVO035. It is essential to highlight that the described and characterized strains
hold significant potential for future studies, especially due to their hostile habitat, offer-
ing possibilities for the discovery of new mechanisms of abiotic stress tolerance. In
effect, characterizing these native strains significantly contributes to advancing
knowledge of biodiversity found in tropical countries. Understanding the microbial di-
versity present in these environments is, therefore, crucial for conservation and the
development of sustainable management strategies for these ecosystems.

Keywords: Cyanobacteria, filogeny, taxonomy, Synechocystis, Ancylothrix, Trichor-
mus, hostile environments.
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1. INTRODUGAO

As cianobactérias sao bactérias gram-negativas que realizam fotossintese
oxigénica e apresentam uma grande diversidade metabdlica e fisioldgica, permitindo-
as colonizar uma variedade de habitats aquaticos e terrestres (Komarek & Kastovsky,
2003). Com efeito, as cianobactérias sdo afetadas pela disponibilidade e qualidade de
luz (A. K. Singh et al., 2009). Além disso, varias espécies de cianobactéria sado
capazes de fixar biologicamente o nitrogénio (FBN), tornando-as importantes nos
ciclos biogeoquimicos do carbono e do nitrogénio (Esteves-Ferreira et al., 2017;
Postgate, 1982). Morfologicamente, as cianobactérias sao divididas em unicelulares,
filamentosas homocitadas e filamentosas heterocitadas (Anagnostidis, 1985). As
unicelulares podem ainda ser divididas em solitarias e coloniais, e as filamentosas
heterocitadas, em ramificadas e ndo ramificadas (Rippka et al., 1979). Além disso, as
linhagens filamentosas ramificadas ainda podem apresentar variagbes quanto as
ramificacbes de acordo com o plano de divisdo celular, sendo denominadas do tipo
verdadeiro ou falso (pseudo-ramificagao)(Gugger & Hoffmann, 2004).

Estudos taxondmicos mais recentes, no entanto, ttm demonstrado que essa
classificagao/separagao, baseada em critérios morfolégicos, ndo se suporta quando
analisada em um contexto filogenético/evolutivo (Hammerschmidt et al., 2021;
Komarek et al., 2014). Em 2014, Komarek et al. conduziram uma importante revisao
taxonbmica do sistema de classificacdo de cianobactérias, abrangendo niveis
hierarquicos de ordens e familias. Essa revisdo combinou clados/grupos/géneros
tradicionais com outros descritos recentemente, utilizando uma abordagem polifasica
e envolveu também analises gendmicas e filogenéticas. No entanto, na época, a
cobertura dessas analises era relativamente limitada. Desde entdo, novos dados de
genomas e sequéncias de alta qualidade se tornaram disponiveis, permitindo uma
melhor compreensao das relagdes evolutivas entre esses organismos. Recentemente,
novas perspectivas para esse assunto foram adicionadas, considerando dados de
filogenia molecular, principalmente reconstrugées baseadas no rRNA 16S e analises
de genomas completos (Strunecky et al., 2022). Com base nesses dados, as
cianobactérias podem ser divididas, atualmente, em 20 ordens distintas.

Strunecky et al., 2022 reforca a classificacéo de varias ordens ja reconhecidas
na literatura, incluindo Gloeobacterales (Cavalier-Smith, 2002), Chroococcales
(Schaffner, 1922) e Chroococcidiopsidales (Komarek et al. 2014), com organismos

unicelulares, Oscillatoriales (Schaffner, 1922), Pseudanabaenales (Komarek e
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Anagnostidis, 1988), Synechococcales (Hoffmann et al. 2005) e Spirulinales (Komarek
et al. 2014) com organismos tanto de morfotipo unicelular quanto filamentoso
homocitado, e a ordem Nostocales (Borzi, 1914) com organismos unicamente
filamentosos heterocitados. Além disso, duas novas ordens tiveram, nesse trabalho,
sua classificacdo reforgada, Thermostichales (Komarek and Strunecky 2020), e
Gloeomargaritales (Moreira et al. 2017), ambas com organismos unicelulares
originarios de ramos evolutivos mais basais. A revisdo taxonémica de Strunecky et al.,
2022 propde ainda 10 novas ordens de cianobactérias, com o objetivo de agrupa-las
em grupos monofiléticos e esclarecer algumas das relagdes evolutivas em clados
hierarquicos superiores. Algumas dessas novas ordens incluem apenas um
organismo representante, como Prochlorotrichales (Prochlorothrix) e
Aegeococcocales (Aegeococcus), enquanto outras atualizam a taxonomia e a
nomenclatura de alguns grupos procariotos (Hugenholtz et al., 2021; Oren et al., 2022)
e géneros ja descritos, que apresentavam uma resolugdo taxondmica em clados
hierarquicos superiores pouco definida. E importante ressaltar que diversos géneros
ainda estdo alocados provisoriamente em certas familias, requerendo a necessidade
de uma sistematica mais aprofundada (Strunecky et al., 2022). No entanto, essas
novas ordens representam importantes avangos na classificagdo de cianobactérias, e
ajudam a entender melhor a diversidade e evolugéo deste grupo.

Dentre as linhagens unicelulares, o género Synechocystis € um grupo de
cianobactérias amplamente estudado, e possui uma grande importéncia em diversas
areas de pesquisa (Blanc-Garin et al., 2022; Muro-Pastor et al., 2005; Varman et al.,
2013). (Guiry & Guiry, 2020; Jeong et al., 2021). Individuos desse género tém sido
utilizados como modelos em estudos de fotossintese (Yu et al., 2013), evolugéao,
biotecnologia e biologia sintética (Liu & Pakrasi, 2018), tornando-se um clado de
grande interesse cientifico. Essas cianobactérias sdo cosmopolitas, habitando locais
tanto de agua doce quanto salgada, além de ambientes terrestres. Filogeneticamente,
Synechocystis pertence a ordem Chroococcales e a familia Microcystaceae
(Strunecky et al., 2022)

Os estudos filogenéticos moleculares indicam que o género Synechocystis &
um grupo polifilético, composto por espécies distribuidas em diversos clados distintos.
Atualmente, o cluster tipico do género € designado como Synechocystis (Sauv. 1892),
tendo S. Aquatilis como espécie-tipo, Synechocystis sp. PCC6803 como linhagem de

referéncia (Komarek, 2010b; Korelusova et al., 2009). A utilizacdo da sequéncia dessa
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linhagem vem do fato de a linhagem tipo do género Synechocystis (S. aquatilis) nao
possuir sua sequéncia disponivel. Com isso, a literatura adotou a sequéncia da
linhagem modelo PCC6803 como referéncia do género, porém, nao sendo o individuo
holétipo do grupo (Komaérek, 2010b). E importante ressaltar que, embora a linhagem
Synechocystis sp. PCC6803 seja um organismo de extrema importancia para
pesquisas em geral, esta linhagem nunca foi definida taxonomicamente ao nivel de
espécie (JuterSek et al., 2017). Com efeito, outros clados formados nas reconstrugdes
filogenéticas com presenga de sequéncias classificadas como Synechocystis em
outros agrupamentos que n&o o tipo vem sendo revisadas, gerando a descricéo de
novos géneros, como Geminocystis (Korelusova et al., 2009) e Geminobacterium
(Brito et al., 2017). A compreensao da filogenia do género Synechocystis é importante
para entender a diversidade genética e biolégica dessas cianobactérias e seu papel
nos ecossistemas aquaticos e suas diversas aplicagdes na pesquisa e biotecnologia.
Junto a isso, a caracterizacdo e estudo de cianobactérias nativas desse género
mostra-se de importancia na descoberta de mecanismos fisioldgicos € moleculares,
que podem ou nao estar relacionados a posicao filogenética dessa linhagem.

Ja dentre as linhagens filamentosas homocitadas, podemos destacar aqui o
género Ancylothrix. Sua descrigao é recente (Martins et al., 2016) e poucos estudos
foram realizados com individuos desse género, e além disso, apresenta, desde sua
descrigdo, um carater monofilético. E um género pertencente a ordem Oscillatoriales
(Schaffner 1922) e a familia Microcoleaceae (Komarek et al. 2014). O género
Ancylothrix deriva de linhagens antes classificadas a nivel de familia como
Phormidiaceae, possuindo uma morfologia similar a organismos desse grupo. Apenas
duas espécies foram descritas até o momento, e séo identificadas como A. terrestris
e A. rivularis (Martins et al., 2016), em referéncia aos habitats desses individuos. Esse
género possui como uma caracteristica morfoldgica diacritica a presenga de uma
curvatura na célula apical. Em relagao aos caracteres ecologicos desse género, temos
a presenca de individuos isolados no Brasil, originalmente habitando solos, superficies
de arvore e corpos de agua doce (Martins et al., 2016). Novas sequéncias
classificadas como Ancylothrix vem sendo depositadas nos bancos de sequéncias
genéticas, com origem em paises como Portugal e Iraque, mostrando que essa
linhagem também possui distribuicdo em outros continentes.

Em se tratando das linhagens heterocitadas, destaca-se o género Trichormus.

Esse género foi pouco abordado em virtude da sua diversidade e dos individuos que
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o compde, pois seu carater polifilético na descrigao trouxe e traz muita discussao em
torno das relagdes filogenéticas entre esses organismos (Komarek, 2010a; Rajaniemi
et al., 2005). Especificamente, individuos dos géneros Anabaena, Nostoc, Trichormus
entre outros (Nostocaceae), foram, a principio, classificados morfologicamente em
clados hoje observados como parafiléticos. Diversas espécies classificadas
morfologicamente como Trichormus (e.g. T. azollae e T. dolium) ja mostram uma
origem filogenética diferente do grupo tipo (contendo a espécie T. variabilis (Rajaniemi
et al., 2005). Autores que abordaram esse clado, e tentaram classificar a partir de uma
abordagem polifasica esses individuos, trazem o grupo tipo de Trichormus dentro do
clado que contém as sequéncias referéncias T. variabilis HINDAK (AJ630456) e T.
variabilis GREIFSWALD (AJ630457) (Choi et al., 2012; Komarek, 2010a; Rajaniemi et
al., 2005). Mesmo apés o aprimoramento das técnicas de taxonomia e sistematica,
linhagens classificadas como Trichormus que n&o estdo no clado tipo ainda nao
possuem uma identificacdo mais apropriada, se tratando da descricdo de novos
géneros a partir de linhagens Trichormus-like.

Tendo em vista as informacgdes apresentadas acima, a classificacdo precisa de
cianobactérias nativas e de ambientes pouco explorados € essencial para
compreendermos 0s papéis desses organismos nos ecossistemas aquaticos e
terrestres. Ademais, tal classificacdo pode ajudar a avaliar os riscos associados a
diferentes tipos de cianobactérias em ambientes distintos. Como algumas espécies
podem produzir toxinas prejudiciais a saude humana e animal, essa classificagao
pode ainda orientar agcdes de controle e prevencao. Neste contexto, estudos mais
aprofundados sé&o necessarios para entender a diversidade, a ecologia e a biologia
dessas cianobactérias, bem como seu potencial biotecnoldgico para diversas
aplicagdes. O presente trabalho buscou, portanto, caracterizar, em uma abordagem
polifasica, linhagens morfologicamente e ecologicamente distintas, derivadas de
ambientes hostis. A caracterizacdo dessas linhagens nativas contribui
significativamente para o avang¢o do conhecimento da biodiversidade encontrada em
paises tropicais e subtropicais. Compreender a diversidade microbiana presente
nesses ambientes ¢é, portanto, essencial para a conservagdo e para o0

desenvolvimento de estratégias de manejo sustentavel desses ecossistemas.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Selegao das linhagens

Trés linhagens morfologicamente e ecologicamente distintas (Tabela 1), as
quais estdo mantidas na Colegdo de Cianobactérias e Microalgas da Universidade
Federal de Vigosa (CCM-UFV), foram selecionadas para este estudo. Essas linhagens
foram previamente classificadas em trés morfotipos: Synechocystis sp. CCM-UFV039
(unicelular); Ancylothrix sp. CCM-UFV034 (filamentosa homocitada); e Trichormus sp.
CCM-UFVO035 (filamentosa heterocitada). As linhagens selecionadas foram ent&o
caracterizadas morfolégica e filogeneticamente (com base em sequéncias do rRNA
16-23S).

2.2 Caracterizagao morfolégica e morfométrica

Para caracterizagdo morfologica, as linhagens foram crescidas em fotoperiodo
16/8h (claro/escuro), luminosidade de 60 uymol-m=2-s', 21 °C e agitagdo a 115 rpm.
Durante a fase logaritmica (log) (culturas de 2 a 5 dias) foram coletados 2 mL de cultivo
para observagao em lamina em microscépio o6tico de luz (Microscopio Zeiss Axioskop
40). Também foram realizados registros fotomicrograficos (Sistema de imagem digital
AxioVision LE 4.6) para as analises morfométricas, obtendo-se as dimensdes
celulares dos organismos analisados. Para os morfotipos unicelular e filamentoso
homocitado foram medidos o didmetro de células vegetativas (n=50), e para o
morfotipo filamento heterocitado, para cada tipo celular, sendo esses célula

vegetativa, heterdcito e acinetos (n=20).

2.3 Extracao do DNA genémico e amplificagao do 16-23S rRNA.

A extragao de DNA foi realizada a partir de 2 mL de biomassa coletada na fase
log de crescimento. Para tal, foi utilizado o kit de Extragdo Wizard® Genomic DNA
Purification Kit [PROMEGA (A1125)], conforme descricdo do fabricante. A
amplificagdo da regido do gene para o 16-23S rRNA foi realizada por PCR (Almeida
et al., 2023).

2.4 Sequenciamento dos fragmentos obtidos nas PCR
Para sequenciamento dos fragmentos génicos relativos as sequéncias do 16-
23S rRNA, os produtos das amplificagdes do item 2.3 foram ligados em vetor

plasmidial (0 GEM®-T Easy Vector) de acordo com o fabricante, e transformados em
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células competentes de E. coli Dh5a. Posteriormente, a extracdo do DNA plasmidial
foi realizada utilizando o kit StrataPrep Plasmid MiniPrep Kit (Agilent) e entdo enviados

para sequenciamento pelo método de Sanger (ACTGene).

2.5 Reconstrugoes filogenéticas das linhagens em estudo

Foram realizadas reconstrugdes filogenéticas baseadas nas construgdes de
arvores filogenéticas para cada uma das linhagens. Foram utilizados métodos
diferentes para cada arvore de acordo com o Best-Fit Model (Tamura et al., 2021)
sendo para a linhagem unicelular e heterocitada o método K2+G+l (Kimura, 1980), e
para a linhagem homocitada o método GTR+G+| (Tavaré, 1986). Todas arvore foram

feitas com 1000 repeticdes amostrais (bootstrap=1000).

2.6 Dobramento da estrutura secundaria da regiao ITS

Para ajudar a resolver o status infragenérico das linhagens em estudo, as
regides 16S-23S ITS foram usadas para dobramento das estruturas secundarias. As
sequéncias completas do ITS 16S-23S de cada linhagem foram alinhadas e as regides
(D1-D1', D2, Box-B, V2 e V3) foram encontradas usando o software LocCARNA-
Alignment & Folding (Raden et al., 2018; Will et al., 2012 , 2007), considerando suas
sequéncias relativas mais proximas. Os genes de RNA de transferéncia (tRNA) foram
encontrados usando o software tRNAscan-SE 2.0 (Lowe e Chan 2016). As estruturas
secundarias (D1-D1, V2, Box-B e V3) foram dobradas usando o software Mfold
WebServer com as condigdes padrao, exceto a aplicagdo de corre¢ao para o loop
(untangle loop fix) (Zuker 2003).



3. RESULTADOS

3.1 Local de isolamento e dados ecoldgicos das linhagens em estudo

Considerando o

local
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de amostragem (caracteristicas ecologicas e

geograficas), as linhagens aqui analisadas foram isoladas de ambientes relativamente

hostis (Tabela 1). Para a linhagem unicelular, Synechocystis sp. CCM-UFV039, sua

origem geografica é o lago salino-alcalino, Laguna Amarga, Torres del Paine National
Park (50° 29’ 00” S e 72°45’ 00” W), Chile. Na amostragem, a temperatura da agua

era de cerca de 6 °C, e o valor de pH aproximadamente 9,5, com uma concentragao

de sddio de 28,77 g.L-' (equivalente a 1,25 M). As demais caracteristicas fisico-

quimicas e método utilizado para a quantificacdo desses parametros na amostragem

foram previamente descritos (Alvarenga et al. 2018).

Tabela 1. Linhagens/Cdédigos, local de isolamento e porcentagem de identidade das sequéncias para

o gene 16S rRNA de linhagens selecionadas, comparadas com aquelas depositadas no GenBank.

Linhagem Local de isolamento (Localizagdo)) Tamanho Organismo mais relacionado no C(%)*  W(%)**
(pb) GenBank (numero de acesso)
Synechocystis sp. Superficie de rochas (Laguna 1457 Synechocystis sp. CHAB QH201702.1 100 99.58
CCM-UFV039 Amarga- Torres Del Paine, Chile) (MT488061)
Cyanobacterium UTEX B 3003 100 99.58
(KP762345)
Cyanobacterium UTEX B 3001 100 99.51
(KP762344)
Synechocystis sp. CHAB QH201701 100 99.44
(MT488060)
Cyanobacterium UTEX B 3004 100 9944
(KP762346)
Synechocystis sp. LEGE 06079 9 9872
(HM217076)
Synechocystis sp. IPPAS B-1465 100 98.03
(CP028094)
Synechocystis  sp. PCC 6803 100 98.03
(CP073017)
Ancylothrix sp. CCM- Tanque de descarte de residuos de 1463 Ancylothrix terrestris 10PC (KT819199) 100 99.86
UFV034 arsénio (Vigosa-MG, Brasil)
Ancylothrix terrestris 11PC (KT819200) 100 99.86
Ancylothrix sp. WZU154 (OM237454) 100 99.86
Ancylothrix terrestris 12PC (KT819201) 100 99.79
Ancylothrix terrestris strain BEA0843B 99 99.79
(ON803474)
Ancylothrix terrestris 13PC (KT819202) 100 99.43
Ancylothrix  rivularis  strain  8PC 100 95.83

(KT819197)
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Trichormus sp. CCM- Tanque de descarte de residuos de 1462 Trichormus sp. WUC1775 (ON685858) 96 100
UFV035 arsénio (Vigosa-MG, Brasil)
Trichormus variabilis HINDAK 2001/4 100 99.50
(AJ630456)
100 99.29

Anabaena sp. Ms2 (HM573452)
Anabaena catenula SAG 1403-1 100 99.01

(MK953012)
Anabaena sp. KVSF7 (EU022720) 100 98.80
Trichormus variabilis strain  KCTC 100 98.80
AG10180 (DQ234832)

100 98.80

Trichormus variabilis GREIFSWALD
(AJ630457)

C*: cobertura, 1**: identidade.

Em relagao as linhagens filamentosas, ambas, Ancylothrix sp. CCM-UFV034 e
Trichormus sp. CCM-UFV035, foram isoladas a partir de um tanque de descarte de
residuos de arsénio, localizado na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP), DBV,
na Universidade Federal de Vigosa, Brasil. Os parametros fisico-quimicos desse

ambiente nao foram descritos no momento da amostragem.

3.2 Caracterizagao morfolégica e morfométrica das linhagens em estudo
As caracteristicas morfolégicas apresentadas pelas linhagens estudadas estéao

descritas nas Figuras 1, 2 e 3, e na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas morfométricas das linhagens utilizadas neste estudo.

Célula vegetativa Heterécito Acineto
Linhagem
Média Média largura Média Média largura Média Média largura
comprimento (desvio) comprimento (desvio) comprimento (desvio)
(desvio) (desvio) (desvio)
Synechocystis sp. 2.55(+0.34)
CCM-UFV039

Ancylothrix sp. CCM- 2.10(£0.48) 4.08(0.49)

UFV034
Trichormus sp. CCM- 4.44(+0.52) 4.34(+0.40) 6.51(+0.65) 4.78(+0.65) 10.23(1.07) 6.41(+0.58)

UFV035

Todos os valores estao em um. Pelo menos 50 réplicas foram usadas para células vegetativas e 20 para heterécitos e acinetos.

A linhagem unicelular Synechocystis sp. CCM-UFV039 apresenta células
arredondas a ovaladas (Figura 1), com didametro de 2.55 +0.34 um (Tabela 2). Nas
observagbes, durante a fase logaritmica, as células dessa linhagem costumam se
associar a uma matriz mucilaginosa, formando uma espécie de “microcolénia”, com

uma baixa a média densidade celular (Figura 1A e 1C). Tais agregados celulares
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possuem didametro de 5 a 40 um. As células dessa linhagem se dividem por fissao
binaria (Figura 1B e 1D) e foi observado nos registros microscopios que, apds a
divisao, algumas células se mantinham unidas pela mucilagem (setas azuis — Figura

1). A mucilagem foi também observada em células solitarias.

Figura 1. Prancha microfotografica da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039.
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As escalas das figuras 1A e C representam 20 um, e as escalas 1B e D, 50 ym. Setas azuis indicam células em divis&o.

A linhagem filamentosa homocitada, Ancylothrix sp. CCM-UFV034, apresentou
longos tricomas, com células achatadas (mais largas do que longas) e empilhadas
(Figura 2) com comprimento de 2.10 £ 0.48 um e largura de 4.08 £ 0.49 ym. Com
efeito, a linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 possui uma caracteristica morfoldgica
bem distinta, diacritica do género Ancylothrix, que é a formagédo de uma curvatura na
célula terminal do tricoma (Figura 2A, D, F e H, setas amarelas). Também foi
observada uma alta motilidade nessa linhagem, com grande movimentagcdo dos
tricomas durante as observacdes. Os tricomas estdo normalmente associados em
emaranhados, paralelamente ou n&do (Figure 2G), com as pontas dos tricomas

externas a esse emaranhado.

Figura 2. Prancha microfotografica da linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034.
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As escalas das figuras 2A, B, C e D representam 20 uym. As escalas 1E, F e G representam 80 ym e a escala 1H, 40 ym. As

setas amarelas indicam as células terminais.

Para a linhagem heterocitada, Trichormus sp. CCM-UFV035, observamos um
padrao tipico descrito para o género Trichormus. E possivel observar a formacéo de
colénias, com agregados de tricomas. Suas células sdo mais compridas que largas,
ovaladas e com as bordas arredondadas, em formato quadratico e possuem
comprimento de 4.44 £0.52 ym e 4.34 +0.40 pym de largura (Tabela 2). Os heterdcitos
possuem uma cor amarelada, com comprimento de 6.51 £0.65 ym e 4.78 £0.65 pm
de largura, sendo maiores que as células vegetativas. Apenas heterdcitos terminais
estado presentes nos tricomas vegetativos. Considerando os heterdcitos, os terminais
séo diferenciados durante os estagios iniciais de desenvolvimento dos tricomas (early-
log), enquanto os heterdcitos intercalares formados posteriormente. Hormogénios
também foram observados, principalmente na fase logaritmica (Figura 3H). Os
acinetos tém um comprimento de 10.23 £1.07 ym de largura de 6.41 £0.58 ym, sendo
mais frequentes na fase estacionaria e quase ausentes na fase logaritmica. O aspecto
microscopico das coldnias, formadas por um conjunto de tricomas emaranhados, é
visivel em todos os estagios de desenvolvimento (Figura 3G), porém mais presente

nos estagios finais do crescimento.

Figura 3. Prancha microfotografica da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035.



38

As escalas das figuras 2A, B, C e D representam 20 um. As escalas 1E e F representam 80 ym e as escalas 1G e H, 40 um. As

setas azuis, laranja e vermelhas indicam respectivamente os hormogdnios, heterdcitos e acinetos.

3.3 Caracterizacgao filogenética das linhagens nativas em estudo

As sequéncias codificantes para o RNA ribossomal (rRNA) 16-23S recuperadas
das linhagens Synechocystis sp. CCM-UFV039, Ancylothrix sp. CCM-UFV034 e
Trichormus sp. CCM-UFV035 apresentaram tamanho de 1852 a 2048 pb.
Considerando apenas a regido codante para a subunidade 16S, as sequéncias
apresentam um tamanho entre 1457 e 1462 pb (Tabela 1). Foi possivel recuperar e
identificar ndo apenas a regido da subunidade 16S rRNA, mas também a regido para
o Internal Transcribed Spacer (ITS). O tamanho da sequéncia codante para a regido
do ITS foi de 402 a 576 pb e o tamanho das suas regides internas estdo descritos na
Tabela 3.

Devido a distancia filogenética entre as linhagens aqui investigadas, foi
realizada uma arvore filogenética com base na sequéncia do gene para o 16S rRNA
para cada morfotipo aqui abordado, unicelular, homocitado e heterocitado. Além das
sequéncias desse trabalho, foram utilizadas sequéncias obtidas no National Center
for Biotechnology Information (NCBI) e que sao préximas hierarquicamente (a nivel

de género, familia e ordem) para construgéo da arvore filogenética.
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Tamanho das regides do ITS 16S-23S (pb)
Linhagem ITS completo (pb)

D1-D1’ tRNA" V2 tRNAA? Box-B Box-A D4 V3
Synechocystis sp. CCM-UFV039 553 64 74 ) - 34 11 6 98
Ancylothrix sp. CCM-UFV034
Trichormus sp. CCM-UFV035

576 54 74 21 76 34 1" 6 52
402 65 - - 25 1" 6 91

Tabela 3. Tamanho da regido 16S-23S ITS das linhagens em estudo.

3.3.1 A linhagem unicelular Chroococcales, Synechocystis sp. CCM-UFV039;

Na reconstrucao filogenética para a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039,
foi gerada uma matriz de 1487 pb, com 138 sequéncias (Figura 4). A topologia obtida
mostra um posicionamento da linhagem Synechocystis sp. CCM-UV039 (MT708207)
préoximo de outras linhagens descritas genericamente como Synechocystis (Figura 4),
em um cluster filogeneticamente robusto (96 bootstrap). Foi também possivel observar
gue na nossa reconstrugdo, o grupo Merismopedial Synechocystis esta apresentado
sendo possivel separar as linhagens desses géneros a partir das sequéncias do gene
16s rRNA disponiveis. O agrupamento descrito como Snowella também encontra-se
evidente na nossa reconstrugdo, com uma relagdo mais préxima ao grupo

Synechocystis.

Figura 4. Reconstrugéo filogenética com base em sequéncias do gene 16S rRNA. Nesta reconstrugéo
énfase foi dada para sequéncias obtidas de linhagens unicelulares, para melhor resolugdo do

posicionamento da sequéncia da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039.
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67 Synechocystis UTEX B 3003 (KP762345)
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Synechocystis minuscdla SAG 258.80 (KM019989)
Snowella spp. (6 UTOs)

Merismopedia spp. (4 UTOs)

Gloeothece spp. (4 UTOs)

Eucapsfs sp. 019 (KX151869)

Xyanothece aeruginosa SAG 87.79 (KM019992)

100
| (_If Eucapsis minor SAG 14.99 (KM019991)

Microcystis spp. (6 UTOs)

Synechococeus sp. PCC 8807 (AF448076)
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86 Cyanobactenium stanieri PCC 7202 (AF132782)
0 Synechococeus efongatus PCC 11801 strain CTR4 (OL467358)

60 Synechococcus sp. PCC 8806 (AF448077)
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100

) W‘I: Rippkaea orientalis (2 UTOs)

— Zehria spp. (4 UTCs)
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Prochlorococcus spp. (3 UTOs)
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100
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Arvore filogenética de maxima verossimilhanca (ML) baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA de linhagens cianobactérias
da ordem Chroococcales e outras ordens proximas filogeneticamente. A sequéncia recuperada da linhagem estudada esta
destacada em negrito com um circulo preto preenchido. Um teste de bootstrap envolvendo 1.000 reamostragens foi realizado e

valores de bootstrap > 50% estéo dispostos nos nos relevantes. O grupo de interesse esta destacado com uma barra lateral.

A linhagem Synechocystis sp. PCC6803 é a linhagem referéncia do género
Synechocystis (Komarkova et al., 2010). A sequéncia obtida da linhagem CMM-

UFV039 se agrupou proximo a sequéncia da linhagem de referéncia e dentro do grupo
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tipo para o género. Também podemos observar que a sequéncia da linhagem
Synechocystis sp. CCM-UFV039 se agrupou, de forma mais proxima, a dois grupos
de sequéncias classificadas como Synechocystis sp. UTEX B 3001,3003 e 3004, e as
sequéncias Synechocystis sp. CHAB QH201701.1 e QH201702.1. Em relagdo aos
valores de porcentagem de identidade (% ID) obtidos contra sequéncias derivadas
dos bancos de dados, observa-se que as maiores correspondéncias se deram contra
essas linhagens relacionadas na reconstrucgao filogenética, com valores entre 99,58%
para sequéncia Synechocystis sp. CHAB QH201702.1 a 99,46% para sequéncia
Synechocystis sp. QH201701.1 (Tabela 1). Em relagdo a sequéncia referéncia,
Synechocystis sp. PCC6803, um valor de 98,03% de % ID foi obtido (Tabela 1).

E possivel observar também a formacéo de outros grupos caracteristicos da
ordem Chroococcales, como os géneros Microcystis, Cyanobacterium, Zehria,
Crocosphaera e Geminocystis. Se relacionando de uma forma mais proxima do grupo
Synechocystis/Merismopedia (ambos da familia Microcystaceae) (Figura 4),
encontramos os clados que agrupam sequéncias do género Gloeothece, Microcystis

e Eucapsis, todos também da familia Microcystaceae (Strunecky et al., 2022).

3.3.2 A linhagem homocitada, Oscillatoriales, Ancylothrix sp. CCM-UFV034;

Na reconstrucéo filogenética para a sequéncia da linhagem Ancylothrix sp.
CCM-UFV034, foi gerada uma matrix de 1527 nt. Essa reconstrugdao agrupou 175
sequéncias (Figura 5). A linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 se posicionou dentro
do grupo monofilético descrito para o género Ancylothrix (Figura 5) (Martins et al.,
2016), corroborando com a prévia identificagcdo morfolégica. Esse agrupamento
genérico se formou com uma reamostragem (bootstrap) de 99 %, explicitando o
carater monofilético desse género. Cumpre registar que dentro desse cluster foram
descritas apenas duas espécies até o momento, A. terrestris, e A. rivularis (Martins et
al., 2016). A sequéncia para o gene do 16S rRNA da linhagem Ancylothrix sp. CCM-
UFV034 se agrupou de forma mais proxima as sequéncias das linhagens Ancylothrix
sp. WZU153 (OM237453), Ancylothrix sp. WZU154 (OM237454) e ao agrupamento
contendo sequéncias de linhagens da espécie A. terrestris [A. terrestris 11PC
(KT819200), A. terrestris 10PC (KT819199) e A. terrestris 12PC (KT819201)]. Além
disso, se referindo as porcentagens de identidade (%ID), a sequéncia da linhagem
Ancylothrix sp. CCM-UFV034 apresentou valores de 99,79 a 99,86% contra as

sequéncias descritas anteriores (Tabela 1).
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Figura 5. Reconstrugao filogenética com base em sequéncias do gene 16S rRNA. Nesta reconstrugéao

énfase foi dada para sequéncias obtidas de linhagens filamentosas homocitadas, para melhor

resolugcéo do posicionamento da sequéncia da linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034.
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Arvore filogenética de maxima verossimilhanga (ML) baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA de linhagens cianobactérias

da ordem Oscillatoriales e outras ordens

proximas filogeneticamente. A sequéncia recuperada da linhagem estudada esta

destacada em negrito com um circulo preto preenchido. Um teste de bootstrap envolvendo 1.000 reamostragens foi realizado e

valores de bootstrap > 50% estao dispostos nos noés relevantes. O grupo de interesse esta destacado com uma barra lateral.
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Como cluster mais proximo ao agrupamento Ancylothrix, se formou um
agrupamento com sequéncias classificadas como Planktothrix, com uma amostragem
de 54%. Como grupo irmédo ao agrupamento Ancylothrix/Planktothrix foi possivel
observar um cluster com os géneros Neolyngbya, Limnoraphis e Limnospira, todos
pertencentes a ordem Oscillatoriales. Mais externo a esses dois grupos, observa-se a
presenca de um clado com sequéncias para linhagens do género Baaleninema,
Sodalinema (Oscillatoriales) e Jaaginema (Leptolyngbyales). Esse ultimo
agrupamento se relacionou com 3 sequéncias, classificadas como Oscillatoriales
cyanobacterium KSU-AQIQ-8 (LN997858), Phormidiaceae cyanobacterium CENA533
(KF246499) e Geitlerinema cf. acuminatum CCALA 141 (EU196627). Foi também
observado na arvore a presenca de outros diversos géneros, de ordens como
Leptolyngbyales (Leptolyngbya, Alkalinema) e Coleofasciculales (Coleofasciculus,

Moorena e Anagnostidinema).

3.3.3 A linhagem heterocitada, Nostocales, Trichormus sp. CCM-UFV035;

Na reconstrugdo filogenética baseada em sequéncias de 16S rRNA de
membros da ordem Nostocales, para a avaliagdo do posicionamento da linhagem
Trichormus sp. CCM-UFV035, foi gerada uma matrix de 1521 pb com 138 sequéncias
(Figura 6). Essa reconstrugdao mostra a sequéncia dessa linhagem se agrupando com
outras sequéncias derivadas dos géneros Trichormus e Anabaena (Figura 6), também
corroborando com a identificagdo morfolégica. Esse grupo formado por sequéncias
derivadas de linhagens do género Trichormus e Anabaena é descrito como o grupo
tipo do género, no qual as sequéncias T. variabilis HINDAK 2001/4 e
GREIFSWALD/92 s&o consideradas sequéncias referéncia para o género (Rajaniemi,
Komarek, et al., 2005). Na reconstrugéo aqui obtida o grupo descrito como Trichormus

se formou com uma reamostragem de 96 % (bootstrap).
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Figura 6. Reconstrugao filogenética com base em sequéncias do gene 16S rRNA. Nesta reconstrugao

énfase foi dada para sequéncias obtidas de linhagens filamentosas heterocitadas, para melhor

resolucéo do posicionamento da sequéncia da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035.
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Arvore filogenética de maxima verossimilhanga (ML) baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA de linhagens cianobactérias

da ordem Nostocales e outras ordens préximas filogeneticamente. A sequéncia recuperada da linhagem estudada esta destacada
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em negrito com um circulo preto preenchido. Um teste de bootstrap envolvendo 1.000 reamostragens foi realizado e valores de

bootstrap > 50% estéo dispostos nos nés relevantes. O grupo de interesse esta destacado com uma barra lateral.

A sequéncia mais proximamente relacionadaa sequéncia em estudo foi obtida
da linhagem Trichormus sp. WUC1775 (ON685858). Também se relacionando de
forma mais préxima dentro desse agrupamento para o género Trichormus, as
sequéncias encontradas foram das linhagens A. catenula SAG 1403-1 (MK953012),
T. variabilis HINDAK 2001/4 (AJ630456) e Anabaena sp. SAG 28.79 (KT290328). Ao
se analisar os valores de %ID encontramos os maiores valores contra as sequéncias
T. variabilis HINDAK 2001/4 (AJ630456), Anabaena sp. Ms2 (HM573452) e A.
catenula SAG 1403-1 (MK953012), respectivamente 99,50%, 99,31% e 99,01%.

Como grupo mais proximo ao Trichormus, vemos a formagdo de um
agrupamento com sequéncias classificadas nos géneros Anabaena, Aphanizomenon
e Dolichospermum. Também é possivel observar a formag&o de outros agrupamentos
tipicos da ordem Nostocales na reconstrugao filogenética, como os géneros Nostoc,
Desmonostoc, Anabaena e Nodularia.

3.4 Estrutura da regidao 16-23S ITS;

Todas as regides internas do ITS foram identificadas (D1-D1’, Box-B, V2, V3,
D4, D5). O tRNA-Ile e Ala foram identificados apenas para linhagem Ancylothrix sp.
CCM-UFV034. No entanto, para a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 nao foi
possivel recuperar a regiao do tRNA Ala, nem a regido separadora V2. Ja para
linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035, a regido V2, assim como ambos tRNA nao
foram encontrados dentro da sequéncia 16S-23S ITS analisada. O tamanho de cada
regido interna do ITS das linhagens em estudo esta descrito na Tabela 3 (pagina 40).
Também foram realizados os dobramentos da estrutura secundaria para as regioes
D1-D1’ e Box-B em todas as linhagens. A estrutura secundaria das regides internas
do ITS das linhagens desse estudo foram entdo comparadas com as estruturas de

linhagens proximas e disponiveis nos bancos de dados (NCBI).

3.4.1 A linhagem unicelular, Chroococcales, Synechocystis sp. CCM-UFV039;

O tamanho das regides encontradas para as regides do ITS dessa linhagem
estdo descritas na Tabela 3 (pagina 40). A estrutura secundaria da regido D1-D1’ da
linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 mostra um dobramento com 5 bulbos,

sendo um bulbo unilateral basal (1:6), um grande bulbo interno (4-5), um pequeno
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bulbo unilateral terminal (5 nt), e dois pequenos bulbos, nas posi¢coes 17 e 47-48

(Figura 7A).

Figura 7. Dobramento da estrutura secundaria D1-D1’ da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039

linhagens relacionadas filogeneticamente.
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A: Synechocystis sp. CCM-UFV039, B: Synechocystis sp. CHAB QH201702.1 (MT488061), C: Synechocystis sp. CHAB

QH201702.2 (MT488062), D: Synechocystis sp. PAK12 (EF555570), E: Merismopedia sp. CZS_2_3 (KY379855), F: M. glauca
CCAP1448/3 (HF678499), G: Microcystis aeruginosa UTEX ‘LB 2388’ (HE975020), H: Snowella sp. CHAB6606 (MN796298).

O dobramento da regido Box-B da linhagem trouxe uma estrutura semelhante
a outras provindas de linhagens relacionadas filogeneticamente. Essa estrutura
apresenta um longo talo, com um bulbo bilateral terminal, composto de 6 bases. A
linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 se difere tanto na composi¢cado do talo

quanto do bulbo terminal (Figura 8A) quando se comparado as estruturas de outras
linhagens filogeneticamente proximas.
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Figura 8. Dobramento da estrutura secundaria Box-B da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 e
de linhagens relacionadas filogeneticamente.
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A: Synechocystis sp. CCM-UFV039, B: Synechocystis sp. PAK12 (EF555570), C: Merismopedia sp. CZS_2_3 (KY379855), D

M. aeruginosa UTEX ‘LB 2388’ (HE975020), E: Synechocystis sp. CHAB QH201702.1 (MT488061), F: Synechocystis sp CHAB
QH201702.2 (MT488062).
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3.4.2 A linhagem homocitada, Oscillatoriales, Ancylothrix sp. CCM-UFV034;

O tamanho das regides encontradas para as regides do ITS dessa linhagem
esta descrito na tabela 3. A linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 apresentou uma
estrutura secundaria da regido D1-D1’ similar as descritas para o género Ancylothrix
(Figure 9A), mais especificamente as linhagens A. terrestris 10PC (KT819199), A.
terrestris BEA0843B (ON803474) e Ancylothrix sp. WZU153 (OM237453) e WZU154
(OM237454) (Figuras 9B, C, E e F). A estrutura comum entre essas linhagens é a de

um bulbo unilateral basal (1-7), com uma Adenina (A) na posi¢cédo esquerda do bulbo
e um grande bulbo terminal (18).

Figura 9. Dobramento da estrutura secundaria D1-D1’ da linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 e
linhagens relacionadas filogeneticamente.
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A: Ancylothrix sp. CCM-UFV034, B: A. terrestris strain BEA0843B (ON803474), C: A. terrestris 10PC (KT819199), D: A. terrestris

11PC (KT819200), E: Ancylothrix sp. WZU153 (OM237453), F: Ancylothrix sp. WZU154 (OM237454), G: A. rivularis 8PC
(KT819197) H: A. rivularis 9PC (KT819198).

Para a regido Box-B da linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 foi encontrado
um dobramento também semelhante ao previamente reportado para o género

Ancylothrix (Figura 10A) (Martins et al., 2016), e novamente, paras as linhagens A.
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terrestris 10PC (KT819199), A. terrestris BEA0843B (ON803474) e Ancylothrix sp.
WZU153 (OM237453) e WZU154 (OM237454) (Figuras 9B, C, D e E). A estrutura
secundaria Box-B encontrada é a de 3 bulbos, um basal (2-1), intermediario (1-2) e
um bilateral terminal (10). As diferencas encontradas entre essas estruturas estdo

apenas na composigao de nucleotideos especificos no bulbo terminal (posigdes 14,
15 e 18).

Figura 10. Dobramento da estrutura secundaria Box-B da linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 e
linhagens relacionadas filogeneticamente
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A: Ancylothrix sp. CCM-UFV034, B: A. terrestris strain BEA0843B (ON803474), C: Ancylothrix sp. WZU154 (OM237454), D:

Ancylothrix sp. WZU153 (OM237453), E: A. terrestris 10PC (KT819199), F: A. rivularis 9PC (KT819198), G: A. rivularis 8PC
(KT819197), H: A. terrestris 11PC (KT819200).
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3.4.3 A linhagem heterocitada, Nostocales, Trichormus sp. CCM-UFV035;

Também foi realizado o dobramento da estrutura secundaria do ITS para a
linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035. Observando apenas a regiao D1-D1’, vemos
um padrdo semelhante a outras linhagens filogeneticamente proximas, identico a
linhagem Trichormus sp. WUC1775 (ONG685858) e A. catenula SAG 1403-1
(MK953012). Na estrutura secundaria da regido D1-D1’ das linhagens recuperadas
desse grupo, observa-se uma constancia na posigcao esquerda do bulbo basal (U-A).
Também é observado nas linhagens Trichormus spp. CCM-UFV035 e WUC1775 a
presengas de 2 calos (U e A) no talo e um bulbo médio intermediario . Na posigao
terminal de Trichormus spp. CCM-UFV035, WUC1775 (ON685858) e A. catenula SAG
1403-1 (MK953012) um loop terminal com 5nt foi observado.

Figura 11. Dobramento da estrutura secundaria D1-D1’ da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 e
linhagens relacionadas filogeneticamente.
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A: Trichormus sp. CCM-UFV035 B: Trichormus sp. WUC1775 (ON685858), C: A. catenula SAG 1403-1 (MK953012), D: A.
cylindrica PCC7122 (AP018166)

Para regido Box-B ITS, também observamos um dobramento idéntico a
linhagem Trichormus sp. WUC1775, e diferente das outras linhagens comparadas.

Essa estrutura possui 2 bulbos, sendo um bulbo bilateral e um bulbo terminal.
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Figura 12. Dobramento da estrutura secundaria Box-B da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 e
linhagens relacionadas filogeneticamente.
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cylindrica PCC7122 (AP018166).
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4. DISCUSSAO
4.1 Caracterizagdo ecolégica, morfolégica e filogenética da linhagem
Synechocystis sp. CCM-UFV039

Linhagens de cianobactérias em ambientes salino-alcalinos ja foram relatadas
(de Alvarenga et al.,, 2018), inclusive com a presenca de géneros especificos a
ambientes semelhantes, como Alkalinema e Patanalinema (Vaz et al., 2015) e Halotia
(Genuario et al., 2015). Com efeito, a linhagem foi coletada em um ambiente com
baixas temperaturas e um valor de pH elevado, além de uma alta concentragcdo de
sédio. Tais condigbes sdo desfavoraveis para a maioria dos organismos vivos. A
linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 apresenta-se como uma potencial
candidata para estudos envolvendo a adaptagcédo a ambientes extremos, devido a essa
origem ecologica. Neste contexto, o conhecimento acerca de caracteristicas
geograficas e ecoldgicas é fundamental para o entendimento de como tais organismos
sobrevivem em ambientes tdo hostis.

O tamanho celular encontrado para a linhagem Synechocystis sp. CCM-
UFV039 esta dentro do encontrado para outras linhagens desse género (1,5a 2,5 um)
(Zavrel et al., 2017). Ademais, a observagao de macrocolénias formadas por células
associadas por uma matriz mucilaginosa, indicam que essa linhagem apresenta a
capacidade de producao de exopolissacarideos (EPS). Tais EPS muito provavelmente
permitem a essa linhagem se adaptar a condigdes ambientais adversas, como a alta
concentracdo de sodio, encontrada no local de coleta. Em consonancia, EPS
apresentam-se como um importante fator na evitacdo ao dessecamento e ao estresse
salino em linhagens heterocitadas (de Alvarenga et al., 2020).

Considerando a posigéao filogenética da linhagem Synechocystis sp. CCM-
UFV039 dentro do grupo Synechocystis, uma maior relacdo com as linhagens
Synechocystis sp. UTEX B 3001, 3003 e 3004 ¢é aparente. Foi possivel ainda resgatar
a origem ecologica das linhagens Synechocystis UTEX B 3003 e 3004

(https://utex.org) notando-se que elas foram coletadas de um tapete microbiano em

fontes termais, em um ambiente com alta concentracdo de arsénio, salinidade
moderada e fluxo de carbono baixo, na bacia do Middle Geyser de El Tatio, Geyser
Field, Chile. Tais pontos mostram-se importante no entendimento da evolucéo e

relacdo dessa linhagem com outras espécies, uma vez que a linhagem Synechocystis
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sp. CCM-UFVO039 tem sua origem também em um ambiente hostil, com condi¢des
relativamente semelhantes ao das linhagens UTEX B 3003 e 3004.

Os dados ecoldgicos, morfologicos e filogenéticos aqui descritos colocam a
linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 como uma linhagem pertencente ao grupo
Synechocystis sensu stricto, com parametros morfométricos similares a outras
linhagens desse grupo, e com um alto potencial de tolerancia a alta salinidade,
condicdo essa presente no seu ambiente de origem. Trabalhos futuros com essa
linhagem devem, portanto, buscar entender melhor a resposta dessa linhagem a altas

concentracdes de sais.

4.2 Caracterizagao ecolégica Ancylothrix sp. CCM-UFV034 e Trichormus sp.
CCM-UFV035

As linhagens filamentosas Ancylothrix sp. CCM-UFV034 e Trichormus sp.
CCM-UFVO035 foram isoladas a partir de um ambiente extremamente hostil,
contaminado por residuos de arsénio. O arsénio € um elemento altamente téxico para
muitas formas de vida. E plausivel sugerir, portanto, que tais linhagens apresentam
um grande potencial de adaptagédo e resisténcia a tais condigdes extremas. Nao
obstante, uma limitacdo a ser considerada é que os parametros fisico-quimicos do
ambiente onde essas linhagens foram encontradas nao foram descritos, o que pode
dificultar, ao menos em parte, a compreenséo da adaptabilidade dessas linhagens as
condicbes especificas do ambiente em que foram encontradas. Também € possivel
supor que o habitat original dessas linhagens seja, muito provavelmente, ambientes
proximos a esse onde elas foram isoladas, ambientes terrestres como solos ou

superficies (paredes e rochas).

4.2.1 Caracterizagao morfolégica e filogenética da linhagem Ancylothrix sp.
CCM-UFV034

Em relacdo a morfologia, as caracteristicas tipicas do género Ancylothrix foram
observadas para a linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034, incluindo, a presenga de
curvatura na posicao final do tricoma. Também é possivel observar a presenca do
comportamento de motilidade nesta linhagem que, até o momento, ndo havia sido
formalmente descrito para esse género. Quando comparada morfologicamente com
as especies ja descritas, a linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 apresentou uma

semelhanga maior a espécie A. terrestris, do que a espécie A. rivularis. Tais
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semelhancgas consistem na largura das células vegetativas, a espécie A. rivularis
apresenta largura celular superior a 5,5 ym, enquanto A. terrestris, uma faixa de 4,0—
6,5 um, que engloba a linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034. Em adi¢do, ao se
considerar a coloragao dos tricomas, nota-se também uma maior semelhanga com a
espécie A. terrestris, no qual as células apresentam coloracdo verde mais clara e
brilhante que a espécie A. rivularis.

Os resultados obtidos a partir das reconstrugdes filogenéticas, mostram que a
linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 se posiciona dentro do grupo monofilético
descrito para o género Ancylothrix, corroborando com a sua identificacdo morfoldgica
prévia. Com efeito, a analise filogenética revelou que a sequéncia de 16S da linhagem
Ancylothrix sp. CCM-UFV034 se agrupa, de maneira mais proxima, as sequéncias das
linhagens Ancylothrix sp. WZU153 e Ancylothrix sp. WZU154, assim como as
sequéncias de A. terrestris. Considerando que a linhagem Ancylothrix sp. CCM-
UFV034 esta relacionada a outras linhagens classificadas como A. terrestris fornecem
adicional suporte para a hipétese anteriormente levantada, do seu habitat original ser
um ambiente préximo ao da sua coleta sendo, possivelmente, um ambiente terrestre.
Em adigao, ao se considerar os valores de identidade nota-se que a Ancylothrix sp.
CCM-UFV034 possui uma maior porcentagem de identidade com as sequéncias A.
terrestris 10PC (KT819199) A. terrestris 11PC (KT819200) e Ancylothrix sp. WZU154
(OM237454), todos 99,86% (Tabela 1), indicando a semelhanga da linhagem
Ancylothrix sp. CCM-UFV034 com outros individuos da espécie Ancylothrix terrestris.

A analise filogenética também mostrou a formagao de outros grupos a nivel de
ordem e familia, que reforcam a estabilidade da reconstrugdo filogenética ora
realizada. Também foi observado a presenga de um agrupamento relacionado ao
grupo contendo Baaleninema, Sodalinema (Oscillatoriales) e Jaaginema, com
linhagens classificadas em diversos grupos, como Oscillatoriales cyanobacterium
KSU-AQIQ-8, Phormidiaceae cyanobacterium CENA533 e Geitlerinema cf.
acuminatum CCALA 141. Tomados em conjuntos, este agrupamento revela a
necessidade de uma classificagédo mais apropriada para essas linhagens citadas que,
muito provavelmente, seriam individuos de um género ainda nao descrito. Ademais,
tais resultados revelam também a complexidade da taxonomia desses organismos
filamentosos. E plausivel sugerir que a ordem Oscillatoriales seja um grupo
taxonémico diverso e com varias ramificagcdes evolutivas, que ainda necessitam de

um maior aprofundamento, para uma resolugdo taxonbémica mais robusta.
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Adicionalmente, géneros como Ancylothrix j@ mostram uma grande estabilidade em
reconstrugdes filogenéticas mesmo com a adigdo de novas sequéncias de individuos

classificados nesse grupo.

4.2.2 Caracterizagdo morfologica e filogenética da linhagem Trichormus sp.
CCM-UFV035

A caracterizagdo morfométrica da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035
corrobora com O que ja se conhece sobre o género Trichormus, apresentando
aspectos tipicos da morfologia desses organismos (Rajaniemi et al., 2005). Neste
contexto, a observagado dos hormogonios, principalmente na fase logaritmica, sugere
a presenga de mecanismos de diferenciagao celular e regulagéo do desenvolvimento
dos tricomas. Além disso, a presenca de acinetos em estagios mais avangados do
crescimento € também uma caracteristica comum de cianobactérias heterocitadas,
sendo também encontrada nessa linhagem. No geral, os resultados apresentados
oferecem informagdes importantes sobre a morfologia e desenvolvimento dessa
linhagem, contribuindo para o conhecimento geral acerca de cianobactérias do género
Trichormus.

Em relacéo as reconstrugdes filogenéticas, nossos resultados mostram que a
linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 esta filogeneticamente relacionada com
outras sequéncias classificadas como do género Trichormus e Anabaena, formando
um grupo monofilético, que é descrito como o grupo tipo do género Trichormus
(Rajaniemi et al., 2005). Cabe ressaltar que nesse grupo se encontram as sequéncias
T. variabilis HINDAK 2001/4 e GREIFSWALD/92, consideradas sequéncias referéncia
para o género (Rajaniemi et al., 2005). Assim, tais resultados confirmam, uma vez
mais, a identificagdo morfoldgica desta linhagem.

A formacédo de agrupamentos tipicos da ordem Nostocales (e.g., Nostoc,
Desmonostoc, Anabaena, Halotia e Nodularia), € um resultado esperado e fornece
uma validacao adicional para a reconstrucéao filogenética aqui apresentada (Figura 6).
Além disso, a proximidade filogenética da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 com
outras sequéncias de Trichormus e Anabaena sugere que esses géneros estejam
intimamente relacionados evolutivamente. Como previamente descrito, a relacéo
desses grupos é complexa e gera diversas discussdes; porém, o aprofundamento do
estudo filogenético do género Trichormus, até o momento, foi pouco ou nada

explorado (Choi et al., 2012; Rajaniemi et al., 2005). E interessante notar que a



56

linhagem mais préxima filogeneticamente a linhagem Trichormus sp.CCM-UFV035 é
a linhagem Trichormus sp. WUC1775 (ON685858). Foi possivel recuperar apenas
informacdes de origem sobre a linhagem Trichormus sp. WUC1775, sendo essa uma
linhagem de origem de solos e ambientes alagados (Singh et al., 2022). E possivel
que a linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 também tenha como habitat original um
ambiente terrestre, e que as linhagens Trichormus sp. CCM-UFV035 e Trichormus sp.
WUC1775 (ON685858), sejam individuos relacionados de forma relativamente
proxima. Essa hipdtese € reforcada pela alta identidade entre as sequéncias

disponiveis desses individuos (100% de %ID, cobertura 96%).

4.3 Dobramento das estruturas secundarias da regiao do ITS

4.3.1 Estrutura secundaria do ITS da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039

Os resultados apresentados sobre a estrutura secundaria das regides internas
do ITS D1-D1’ e Box-B da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 sao relevantes
pois essas regides sao utilizadas como marcadores moleculares para estudos
filogenéticos e taxondbmicos em cianobactérias. A regido D1-D1’ da linhagem
Synechocystis sp. CCM-UFV039 (Figura 7A) mostrou um dobramento bem distinto
quando comparado a outras linhagens do mesmo grupo € mesmo grupos proximos,
como Merismopedia e Microcystis (Figura 7B,C D, E, F e G). Esses resultados se
mostram uteis na diferenciagdo entre essa linhagem e outras relacionadas
filogeneticamente e, ainda mais importante, ressaltam suas singularidades.

Uma semelhanga encontrada entre a sequéncia da linhagem Synechocystis sp.
CCM-UFV039 e as sequéncias depositadas para algumas outras linhagens
classificadas como Synechocystis, € a auséncia do tRNA-Ala. Esse resultado
demonstra que a auséncia do tRNA-Ala na regiao ITS possa ser uma caracteristica
perdida durante a evolugao de linhagens do género Synechocystis, ressaltando as
relagbes proximas entre esses organismos.

Ja a estrutura secundaria da regido Box-B apresenta diferengas na composi¢ao
do talo e do bulbo terminal em relagédo as outras linhagens (Figura 8A), o que indica
uma possivel maior variagdo dessa regido dentro do género Synechocystis.
Curiosamente, a estrutura do Box-B da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 se
assemelhou mais com as linhagens Synechocystis sp. PAK 12 e Merismopedia sp.

C Z S 2 3, do que com as linhagens mais proximas quando considerado a
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identidade do gene ribossomal 16S (Synechocystis UTEX e CHBAB). Tomados em
conjunto, tais resultados ressaltam a importancia da analise detalhada da estrutura
secundaria das regides do ITS para estudos filogenéticos e taxonémicos mais
precisos ao mesmo tempo que indicam uma singularidade acerca dessas estruturas
para a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039, com ambas as estruturas D1-D1’ e

Box-B apresentando dobramentos unicos.

4.3.2 Estrutura secundaria do ITS da linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034

A separagéao das duas espécies descritas de Ancylothrix é também suportadas
pelas sequéncias da regiao 16S-23S ITS (Martins et al., 2016). A. rivularis possui, em
relagdo ao tamanho e dobramento da estrutura secundaria, uma estabilidade na
sequéncia 16S-23S ITS (Figura 9G e H). Por outro lado, A. terrestris apresenta uma
maior variagcao nessa regido, para ambos tamanho e dobramento (Figura 9B, C e D).
Nossos resultados mostram que a linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 possui uma
maior similaridade do dobramento da regido D1-D1’ com as linhagens descritas como
A. terrestris 10PC (KT819199) e A. terrestris BEA0843B (ON803474).

Martins et al. 2016 discuti também a possibilidade de que o habitat apresente
influéncia sobre variagao da regiao 16S-23S ITS. Neste contexto, ambientes aéreos,
devido a maior variagdo em condicdes ambientes em comparagdo a ambientes
aquaticos, asseriam capazes de selecionar uma maior variagdo de mutagdes dentro
dessa regido. Isso também pode ser observado na linhagem Ancylothrix sp.CCM-
UFV034, uma vez que sua regiao apresenta tamanhos e dobramentos diferentes dos
ja descritos, porém, dentro de uma plasticidade esperada.

E possivel que essas linhagens “colonizaram” o ambiente descrito a partir de
ambientes proximos, muito provavelmente terrestres, como solo, ou superficies
epifiticas ou rochosas. Essa hipotese é reforcada pela identificagdo taxondmica da
linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 como A. terrestris CCM-UFV034, baseada nas
semelhangas nos dobramentos da regido do ITS, bem como nos valores de %ID e
nos dados filogenéticos. Ademais, € possivel que essas linhagens isoladas desse
ambiente possuam mecanismos de tolerancia ao arsénio, explicitando a capacidade
cosmopolita de linhagens de cianobactéria, especialmente ao género Ancylothrix, que

ainda nao havia sido relatado e merece estudos futuros.
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4.3.3 Estrutura secundaria do ITS da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035

A quantidade de sequéncias completas ja descritas para regido do 16-23S ITS
de linhagens do género Trichormus € limitada, tornando dificil a comparacédo a
linhagens proximas filogeneticamente, se tratando especificamente da regido ITS.
Devido ao seu carater parafilético o género Trichormus foi, por muito tempo,
negligenciado. Assim, comparagdes da estrutura secundaria das regides do ITS foram
possiveis com apenas poucas linhagens relacionadas no mesmo grupo filogenético,
denominado Trichormus (sensu strico), além de grupos préximos como Anabaena.

Dentro do grupo Trichormus a linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035
apresentou um dobramento da estrutura secundaria da regido D1-D1’ do ITS idéntico
ao da linhagem Trichormus sp. WUC1775, e diferente da sequéncia classificada como
A. catenula SAG1403-1 (que se agrupou no clado Trichormus sensu strictu). Além
disso, a estrutura da linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 também se difere de
outros géneros (e.g., Anabaena, Halotia, Nostoc e Desmonostoc). Isso indica que o
dobramento da regido D1-D1’ do ITS possa ser uma ferramenta adequada para a
diferenciagao de individuos semelhantes morfologicamente, em especial cujo valores
de %ID sejam superiores ao valor estipulado de 97,5%, para delimitagdo de clados ao
nivel e género.

Além da semelhanga na regidao D1-D1’, a regido Box-B ITS da linhagem é
também idéntica a da linhagem Trichormus sp. WUC1775, e se difere de outras
linhagens préximas, como A. catenula e A. cylindrica. Em func&o dos resultados
anteriormente apresentados, e pela alta %ID compartilhada entre as sequéncias das
linhagens Trichormus sp. CCM-UFV035 e Trichormus sp. WUC1775, é plausivel que
essas linhagens sejam individuos de uma mesma espécie e que ainda nao foram
sistematicamente descritas. Assim, essas linhagens possuem diferengas suficientes
para uma classificagao ao nivel de espécie diferente de espécies descritas dentro do
género Trichormus, especificamente, ao holétipo Trichormus variabilis (linhagem T.
variabilis HINDAK 2001/4 (AJ630456)).
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5. CONCLUSOES

Para dois dos trés organismos aqui analisados foi possivel classificar as linha-
gens até o nivel hierarquico de espécie. A linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039
demonstra diferengas substanciais em carater filogenético, assim como seus dobra-
mentos da estrutura secundaria da regido do ITS quando se comparada a outras li-
nhagens proximas. Nao obstante, a auséncia de uma analise que demonstre a dispo-
si¢ao dos tilacdides, necessaria no contexto de descri¢gao de individuos unicelulares,
impossibilita a denominagado dessa linhagem como uma nova espécie. Todavia, 0s
dados aqui apresentados demonstram a singularidade dessa linhagem que, potenci-
almente, apresenta-se como uma nova espécie dentro do género Synechocystis.

Os dados obtidos aqui para a linhagem Ancylothrix sp. CCM-UFV034 mostram
que esse individuo tem caracteristicas suficientes para sua classificagdo como A. ter-
restris CCM-UFV034. Seus padrdes de dobramento da regido ITS caem dentro do
padrao esperado para linhagens dessa espécie, além de uma posigao filogenética que
corrobora com essa classificagdo. Em conjunto, suas caracteristicas morfolégicas se
assemelham mais as de A. terrestris que A. rivularis. Esse trabalho também mostra
que linhagens desse género podem habitar locais contaminados com arsénio, pos-
suindo provavelmente mecanismos capazes de mitigar a exposi¢cao e o dano causado
por esse elemento, e ampliam a diversidade ecologica desse género.

Por outro lado, os resultados para linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 indi-
cam que essa linhagem possui diferengas suficientes para uma classificagéo ao nivel
de espécie diferente das espécies ja descritas dentro do género Trichormus. Nesse
contexto, é proposto que a linhagem Trichormus sp. CCM-UFV035 seja denominada
Trichormus flavodiazotum CCM-UFV035, em raz&o da coloragdo amerela dos hetero-
citos.

E importante ressaltar que linhagens aqui descritas e caracterizadas apresen-
tam um enorme potencial para estudos futuros, principalmente devido ao seu habitat
hostil, abrindo possibilidades para a descoberta de novos mecanismos de tolerancia
a estresses abioticos. Com efeito, a caracterizacédo dessas linhagens contribui signifi-
cativamente para o avango do conhecimento da biodiversidade encontrada em paises
tropicais. Compreender a diversidade microbiana presente nesses ambientes &, por-
tanto, essencial para a conservacéo e para o desenvolvimento de estratégias de ma-

nejo sustentavel desses ecossistemas.
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RESUMO

As cianobactérias exibem uma ampla diversidade metabdlica que possibilita sua
adaptacdo a ambientes diversos, incluindo aqueles ricos em metais pesados como
chumbo (Pb) e antimdnio (Sb), além de outros elementos metalicos como ferro (Fe) e
aluminio (Al), comumente encontrados em corpos d'agua. Este trabalho explora a
capacidade desses microrganismos de prosperar em ambientes contaminados por
arsénio (As). O aumento nas concentragdes de arsénio, principalmente devido a
processos de mineragao, apresenta riscos ambientais, especialmente quando
acumulado em reservatorios ou liberado em corpos d'agua. O arsénio existe em varias
formas influenciadas por fatores ambientais, tornando-se um elemento unico. As
concentragbes naturais em lengodis freaticos variam amplamente, representando
riscos para a saude humana e o meio ambiente. As cianobactérias, conhecidas por
sua adaptabilidade metabdlica, desempenham um papel crucial no ciclo
biogeoquimico do arsénio. Elas demonstram a capacidade de oxidar, metilar e
volatilizar o arsénio, reduzindo sua concentragao efetiva no solo. Enquanto o acumulo
de arsénio em bactérias, tanto gram-positivas quanto gram-negativas, tem sido
extensivamente estudado, o comportamento das cianobactérias em concentracoes
realisticamente encontradas no ambiente ainda € pouco explorado. Compreender
suas respostas a condi¢cdes extremas pode informar sobre estressores ambientais
naturais, potencialmente contribuindo para aplicagcbes agrondmicas e de
fitorremediagdo. Aquaporinas e aquagliceroporinas, sao proteinas que facilitam o
transporte de varios substratos através de membranas bioldgicas. Essas proteinas,
presentes em cianobactérias, desempenham um papel na entrada de arsénio nas
células devido a similaridades estruturais com moléculas que normalmente
transportam. O estudo destaca a necessidade de explorar como diferentes linhagens
de cianobactérias respondem ao estresse por arsénio, oferecendo insights valiosos
para 0 manejo ambiental e a prevengédo de impactos adversos. Em concluséo, esta
pesquisa investiga o impacto do arsenito em diversas linhagens de cianobactérias,
proporcionando uma analise abrangente de seus parametros metabdlicos, fisiologicos
e morfolégicos em resposta a exposi¢cao ao arsénio. A abordagem integrada oferece
insights valiosos sobre a adaptagao das cianobactérias ao arsénio, contribuindo para
estratégias de manejo ambiental e remediagcao em areas afetadas por contaminacgéao
por arsénio.

Palavras-chave: Cianobactérias, fisiologia, arsénio, metabolismo, microscopia, EPS.
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ABSTRACT

Cyanobacteria exhibit a broad metabolic diversity enabling their adaptation to diverse
environments, including those rich in heavy metals such as lead (Pb) and antimony
(Sb), as well as other toxic elements like iron (Fe) and aluminum (Al) commonly found
in water bodies. This work explores their ability to thrive in arsenic (As)-contaminated
environments. The rise in arsenic concentrations, primarily due to mining processes,
poses environmental risks, especially when accumulated in reservoirs or released into
water bodies. Arsenic exists in various forms influenced by environmental factors, mak-
ing it a unique element sensitive to pH variations. Natural concentrations in groundwa-
ter vary widely, posing risks to human health and the environment. Cyanobacteria,
known for their metabolic adaptability, play a crucial role in arsenic biogeochemical
cycling. They demonstrate the ability to oxidize, methylate, and volatilize arsenic, re-
ducing its effective concentration in soil. While arsenic accumulation in bacteria, both
gram-positive and gram-negative, has been extensively studied, the behavior of cya-
nobacteria at environmentally realistic concentrations remains less explored. Insight
into their responses to extreme conditions can inform our understanding of natural en-
vironmental stressors, potentially contributing to agronomic and phytoremediation ap-
plications. Aquaporins and aquaglyceroporins, proteins facilitating the transport of var-
ious substrates across biological membranes. These proteins, found in cyanobacteria,
play a role in arsenic entry into cells due to structural similarities with molecules they
typically transport. The study emphasizes the need to explore how different cyanobac-
terial strains respond to arsenic stress, offering valuable insights for environmental
management and the prevention of adverse impacts. In conclusion, this research in-
vestigates the impact of arsenite on various cyanobacterial strains, providing a com-
prehensive analysis of their metabolic, physiological, and morphological parameters in
response to arsenic exposure. The integrated approach yields valuable insights into
cyanobacterial adaptation to arsenic, contributing to environmental management and
remediation strategies in arsenic-affected areas.

Keywords: cyanobacteria, physiology, arsenic, metabolism, microscopy, EPS.
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1. INTRODUGAO

As cianobactérias possuem uma ampla diversidade metabdlica que permite
sua adaptacao a diferentes ambientes, incluindo aqueles com alta concentracédo de
metais pesados, como chumbo (Pb) e antiménio (Sb) (Sousa, 2014), além de outros
elementos toxicos, como ferro (Fe) e aluminio (Al), que sao frequentemente
encontrados em cursos d’agua (Schirrmeister et al., 2013; Taton et al., 2006). Além
disso, esses microrganismos podem também habitar ambientes com elevada
concentragédo de arsénio (As), um metaloide que ocorre principalmente nas formas
inorganicas de arsenato [As(V)] e arsenito [As(lll)], como previamente relatado
(Figueiredo et al. 2007a; Huertas et al. 2014). Com efeito, a presenga de As em
ambientes naturais pode ser extremamente toxica para a maioria dos organismos; no
entanto, as cianobactérias desenvolveram diversas estratégias para lidar com esse
elemento, incluindo a oxidagao ou metilagao do As(lll) em formas menos téxicas, além
da extrusao ativa de As da célula (Achour et al., 2007).

O As é encontrado naturalmente no meio ambiente; todavia, ao longo dos
ultimos anos, um aumento nas concentragdes deste elemento tem ocorrido em
decorréncia, predominantemente, de processos antropicos em especial a mineragao
(Eisler et al., 2004). Durante a extracédo e processamento do minério de ferro diversas
etapas sdo realizadas para obtengdo de um extrato mais concentrado (Segura et al.,
2016). Desta forma, atividades relacionadas a mineragdo produzem grandes
quantidades de rejeitos, os quais sdo acumulados, usualmente, em barragens, que
apresentam um alto risco ambiental (Cordeiro et al., 2019; Segura et al., 2016). Esse
risco decorre ndo s6 da quantidade em si de material produzido, mas também pela
abundancia de metais que podem ser toxicos (e.g. As), cujas elevadas concentragdes
podem culminar em impactos ambientais nocivos (Aires et al., 2018).

Em solos naturais, as formas do As podem variar amplamente, sendo esses
influenciados pelo comportamento da fase no qual ele se encontra (De Andrade et al.,
2008), e por condigdes abidticas como pH e condutividade elétrica ( Wang et al.,
2014). Isso torna o As um elemento unico dentro dos metaloides, por ser sensivel a
variacao de pH tipicamente encontrada nos ambientes (Smedley, 2002). Em solugdes
aquosas, o arsenito [As(lll)], na sua forma neutra H3AsOs, predomina em condi¢des
reduzidas, enquanto o arsenato [As(V)], majoritariamente disponivel na forma de

anions H2AsO4 e HAsO4?, é o estado termodinamicamente estavel em condigdes
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oxicas (Rossa 2002). No Brasil, a contaminagao por As € preocupante e se concentra
em locais especificos. Na regidao Sudeste, o Quadrilatero Ferrifero € um exemplo de
area na qual grandes quantidades de As sao, usualmente, langadas em drenagens,
solos e atmosfera como resultado da mineragdo de ouro que segue ocorrendo nos
ultimos trés séculos (Figueiredo et al., 2007; Obuekwe et al., 2019). Além disso, a
regido amazénica também apresenta contaminacao por As, principalmente associada
a extracdao de minérios de manganés (Mn) nos ultimos 50 anos (Figueiredo et al.,
2007). Neste contexto, tais contaminagdes representam riscos significativos para a
saude humana e para o meio ambiente, tornando-se um desafio para as autoridades
e pesquisadores no desenvolvimento de estratégias de mitigacdo e remediagéo
dessas areas afetadas.

A faixa de concentragdes de As normalmente encontrada em lengois freaticos
€ ampla, dependendo das condigbes geoldgicas do local, variando desde menos de
0,5 pug L' até valores superiores a 5.000 ug L™'(Abiye and Bhattacharya, 2019). As
concentragdes encontradas em ambientes de agua doce costumam estar abaixo de
10 ug L' e frequentemente menores que 1 ug L™! (Smedley, 2002). Em regides com
uma intensa agao antrépica (e.g., drenagens de mineragéo), a concentragdo de As
pode chegar a 850.000 ug L', como registrado em /ron Mountain Mines, Califérnia,
EUA (Nordstrom and Alpers, 1999). Com efeito, registros feitos na regidao de Paracatu,
Minas Gerais, Brasil, apresentam concentragdes de As superiores a 100 ug L™ nos

corpos d’agua, e até 10.000 mg kg™! em sedimentos préximos (Obuekwe et al., 2019).

Por ser um analogo estrutural do fosfato, o arsenato [As(V)] pode causar danos
em todos os organismos vivos (Figueiredo et al., 2007). Essa semelhanga entre o
fosfato e o arsenato pode levar a um desacoplamento da fosforilagado oxidativa, inibir
a atividade da ATPase, além de inibir mecanismos de reparo do DNA (Santos et al.,
2006). Ja o arsenito [As(lll)] pode reagir com os grupos funcionais com radicais
nitrogénio e enxofre, presentes nas cisteinas e histidinas que compdéem algumas
proteinas (Rosen, 2002). Desta forma, a incorporacao de As(lll) leva a inativacédo de

uma série de enzimas que possuem estes residuos.

Em fungdo de sua ampla diversidade metabdlica, a adaptagdo de
cianobactérias é facilitada em diversos ambientes, incluindo aqueles contaminados
com As, como corpos de agua doce, que frequentemente recebem efluentes de

residuos de mineragao (Obuekwe et al., 2019). Em adi¢cdo, esses microrganismos
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desempenham um papel importante no ciclo biogeoquimico do As (Yin et al., 2011).
Diversos registros de cianobactérias isoladas de ambientes contaminados com As sao
existentes, incluindo espécies pertencentes aos géneros Cyanobium, Synechococcus,
Oscillatoria,  Tolypothrix, Phormidium, Anabaena, Pseudanabaena, Nostoc,
Desmonostoc, Kamptonema, Anagnostidinema, Hydrocoleum e Microchaete (Ferrari
et al., 2013; Maeda et al., 1987; Obuekwe et al., 2019; Pérez-Portilla et al., 2021). A
presenca de As no ambiente afeta grandemente a utilizagcdo dos recursos
contaminados, como agua e solo (Obuweke et al., 2019.). As cianobactérias e suas
comunidades microbianas associadas sao capazes de lidar com esses contaminantes
e até metaboliza-los, com a capacidade de oxidar, metilar e volatilizar o As,
diminuindo sua concentragao efetiva no solo (Qin et al., 2006).

O acumulo de As ja foi demonstrado n&o apenas em bactérias gram-positivas
(Ordénez et al., 2005) e gram-negativas (Fekih et al., 2018), mas também em
cianobactérias (Achour et al., 2007; Yin et al., 2011). Normalmente, os estudos de
acumulo desse elemento em cianobactéria sado feitos em concentragdes
extremamente altas de As (Ferrari et al., 2013; Srivastava et al., 2009), de forma que
o comportamento desses organismos em concentragdes ambientalmente realisticas
€, até o momento, pouco entendido, embora ja tenha sido explorado (Huang et al.,
2016). Nao obstante, o entendimento de como esses organismos lidam com situagdes
extremas pode nos ajudar a compreender as respostas desses frente aos estresses
no ambiente natural, por revelar suas capacidades metabdlicas e genéticas (Chen et
al., 2014; Dhankher et al., 2002; Huang et al., 2015; Singh et al., 2011). E plausivel
sugerir que, tais informagdes possam ainda contribuir com o desenvolvimento de
aplicagdes agronémicas e fitorremediativas.

Aquaporinas e aquagliceroporinas formam uma familia de proteinas que facilita
e otimiza o transporte de uma gama de substratos e solutos por membranas bioldgicas
(King et al.,, 2004). As aquagliceroproteinas participam ativamente na regulagao
osmotica da célula e sdo pequenas proteinas de 21 a 34 kD que, além de transportar
primariamente agua, podem também transportar H202, glicerol e até CO2 (Wegner,
2017). Algumas aquagliceroporinas encontradas em mamiferos sdo permeaveis tanto
para glicerol e ureia quanto para As(lll), devido a similaridade estrutural deste ao
glicerol quando em pH neutro (Liu et al., 2002; Rosen, 2002). Em Escherichia coli, a
entrada de As(lll) por aquaporinas se deve a proteina GIpF (Rosen, 2002), pequena

aquagliceroporina que catalisa a difusdo transmembrana de glicerol, e que também
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possui certa permeabilidade a agua e a pequenas moléculas nédo carregadas, como
polidlcoois (Fu et al., 2000). Em Saccharomyces cerevisiae, o transporte de As(lll)
ocorre pela aquagliceroporina Fps1p, funcionando bidirecionalmente (Maciaszczyk-
Dziubinska et al., 2010). A delegdo do gene que codifica para Fpsi1p confere
resisténcia ao As(lll) em S. cerevisiae (Wysocki et al., 2001), indicando seu papel no
transporte desse elemento. Em cianobactérias, o arsenito entra de forma passiva, por
meio de uma diferenca de gradiente de concentracdo. Todavia, evidéncias de
transporte também realizado pelas aquagliceroporinas também existem (Wang et al.,
2014), devido a similaridade estrutural do As(lll) a moléculas normalmente
transportadas por essas proteinas, como certos polialcoois (Kalia and Joshi, 2009). O
conteudo intracelular de As é geralmente determinado pela diferenga entre a taxa de
influxo de As e a taxa de efluxo (Garbinski et al., 2019; Yang et al., 2012). Em geral,
algumas bactérias possuem capacidade de reduzir o As(V) a As(lll), para, em seguida,
realizar o efluxo do mesmo (Miyashita et al., 2016a), a partir de proteinas permeases
(ArsB e ArsA) podendo haver ou ndo gasto de energia (Garbinski et al., 2019).

Em cianobactérias, alteragbes morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas, bem
como gendmicas (expressao e regulagado) e protedmicas ja foram observadas em
resposta ao estresse por As (Huertas et al., 2014; Pandey et al., 2013; Srivastava et
al.,, 2009). Nao obstante, pouco ou nada se sabe acerca de como linhagens
morfologicamente e ecologicamente distintas de cianobactérias respondem a
presenga de As no meio de cultivo. O estudo de tais altera¢des pode ajudar a entender
como cianobactérias lidam com a presenga de As de um ponto de vista fisioldgico e
molecular. A compreensao desses processos mostra-se fundamental para o manejo
adequado de solos e ou corpos d’agua contaminados com As, assim como a
prevencgao e/ou mitigagdo de impactos ambientais adversos, gerados pela presenga
do As no ambiente.

No contexto da contaminagao por As no ambiente e seus riscos significativos
para a saude humana, sdo impostos desafios cruciais para autoridades e
pesquisadores na busca por estratégias de mitigacdo e remediagcdo. Antes disso,
também se faz necessario a investigagao de organismos que possam lidar com esse
contaminante de forma eficiente, se tratando de uma possivel aplicabilidade
biotecnoldgica. Considerando a ampla diversidade metabdlica das cianobactérias e
sua adaptacao a ambientes contaminados, este estudo se propde a avaliar o impacto

do arsenito em linhagens desses microrganismos, em busca de entender como alguns
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de seus parametros metabdlicos, fisioloégicos e morfolégicos se comportam nesse
contexto. Foi possivel discutir que a presenca de estratégias moduladoras do
metabolismo em cianobactérias as permite lidar com a exposi¢cdo ao arsenito. Além
disso pudemos investigar a variagdo na tolerancia ao As em linhagens unicelulares
em comparacao com filamentosas, e também a diferenca na tolerancia ao As em
cianobactérias isoladas de ambientes contaminados em comparagao com aquelas de
ambientes ndo contaminados. No capitulo anterior deste trabalho, foram descritas
linhagens de cianobactérias morfologicamente, ecologicamente e filogeneticamente
distintas. Agora, foi possivel avaliar o impacto do arsenito no crescimento,
metabolismo, fisiologia e morfologia dessas linhagens. Também foram obtidos
parametros cinéticos e metabdlicos, além de dados morfolégicos em um contexto de
exposicao arsenito. Essa abordagem integrada visa proporcionar insights valiosos
sobre a adaptacdo das cianobactérias ao arsenito, contribuindo para estratégias de

gestdao ambiental e remediagdo em areas impactadas por contaminagao por arsénio.



73

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Selecgao das linhagens

Foram selecionadas seis linhagens morfologicamente e ecologicamente
distintas, classificadas em trés morfotipos: Synechocystis sp. PCC6803 e
Synechocystis sp. CCM-UFV039, morfotipo unicelular; Limnospira platensis PCC7345
e Ancylothrix terrestris CCM-UFV034, morfotipo flamentoso homocitado; e Nostoc sp.
PCC7120 e Trichormus flavodiazotum CCM-UFV035, morfotipo filamentoso
heterocitado. Para cada morfotipo, ha uma linhagem modelo (PCC) e outra provinda
da Colegéao de Cianobactérias e Microalgas da Universidade Federal de Vigosa (CCM-
UFV). As linhagens selecionadas para estudo encontram-se disponiveis na CCM-UFV

e foram previamente caracterizadas (Capitulo 1).

2.2 Condigoes de cultivo do pré-inéculo

As culturas para pré-indculo foram crescidas em frascos do tipo Erlenmeyer de
2.000 mL (contendo 1.000 mL de meio BG-110, ou BG-11, a depender da capacidade
de realizar a FBN da linhagem). Os frascos, uma vez inoculados, foram mantidos em
sala de cultivo para atingirem biomassa suficiente para realizagdo dos experimentos,
nas seguintes condi¢des: fotoperiodo 16/8h (claro/escuro), luminosidade de 60
umol-m=2-s', 21 °C e agitacdo a 115 rpm. Apds o crescimento, a biomassa foi
centrifugada por 10 minutos a 10.000 x g, a temperatura ambiente, sendo o
sobrenadante descartado. A biomassa residual foi entdo inoculada aos meios de

cultivo correspondentes aos tratamentos com diferentes concentragdes de As.

2.3 Selegao das concentragoes de arsenito para o trabalho

Para a determinagao das concentragdes de arsenito, curvas de crescimento em
resposta ao arsenito foram realizadas com 10 concentragdes de As(lll), disponivel a
partir da fonte arsenito de sédio (NaAsO3) (0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; 50; 100;
e 500 mM). As curvas foram conduzidas em microplacas de 96 pog¢os, sendo que a
cada poco foram adicionados de 250 a 280 JL de meio especifico suplementado ou nao
(condigao controle) com as concentragdes de As(lll) descritas acima, e 20 a 50 pL de
in6culo, tendo duracdo de 7 dias, nas mesmas condigdes experimentais descritas
anteriormente. O volume de indculo a ser utilizado dependera da linhagem e devera ser suficiente para se atingir

uma densidade optica em comprimento de onda de 750 nm (D.O750nm) inicial de 0,2.
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O crescimento foi avaliado em intervalos de aproximadamente 12 horas, por
meio determinagdo da densidade Optica (absorbancia) em comprimento de onda de
750 nm (D.Orsonm). As concentragdes de As(lll) ideais de trabalho foram escolhidas a
partir do impacto no crescimento, buscando por redugdes de aproximadamente 50 %

na OD7sonm de a0 menos uma das duas linhagens do mesmo morfotipo.

2.4 Curvas de crescimento sob diferentes concentragdes de Arsénio

A partir das concentragdes de arsenito previamente selecionadas no topico 2.3.,
foram realizadas curvas de crescimento para as seis linhagens. Desta forma, foram
obtidos os perfis e parametros de crescimento, bem como biomassa para analises
futuras. Os experimentos foram conduzidos em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL
contendo 125 mL de meio para os 3 primeiros pontos amostrais, e 125 mL contendo
60 mL de meio para os demais pontos, os quais foram mantidos nas condi¢cbes
descritas anteriormente. O crescimento das linhagens foi mensurado por meio de
densidade optica por espectrofotometro em comprimento de onda de 750 nm
(DO7s50nm) durante 5 dias, sendo a DOv7sonm inicial (ponto 0) = 0,2. As aferi¢ées foram
feitas diariamente e em quadruplicatas. Apds leitura no espectrofotometro, 10 mL de
cultura de cada amostra foram separados, filtrados em membrana de nitrocelulose
previamente secas e pesadas (poro de 0,22 um). As membranas contendo as
biomassas filtradas foram em seguida secas e pesadas para obtengdo da massa seca

e produtividade.

2.5 Analises bioquimicas

Para as analises bioquimicas, a biomassa presente em cada repeticdo de cada
tratamento foi centrifugada a 13.000 x g, a 4°C. O sobrenadante foi reservado para
quantificacdo do As, e o pélete transferido para microtubos de 2 mL. Em seguida, o
material foi congelado em nitrogénio liquido e seco em liofilizador. Apos liofilizagéo,
as biomassas foram pesadas em balanca de precisdo e aliquotadas (4 a 9 mg) em
microtubos de 2,0 mL.

Para a extragao metandlica, aos microtubos com biomassa foram adicionados
700 pL de metanol (100 %), os quais foram aquecidos a 80 °C sob agitagdo de 500
rom por 20 minutos (adaptado de Lisec et al. 2006). O extrato metandlico foi

centrifugado a 19.000 x g por 10 minutos, a 4°C. A partir do sobrenadante foram
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quantificados clorofila a e aminoacidos. Ja o pélete foi usado para quantificacdo de
proteinas totais e glicogénio.

Para a determinacgao de clorofila a, 100 pL de metanol foram acrescidos a 100
ML de sobrenadante. Em seguida, determinou-se a densidade Optica deste extrato nos
comprimentos de onda 653 e 666 nm (DOessnm € DOessnn) em leitor de microplacas
(Versa max, Molecular Devices) (Porra et al., 1989). O volume restante foi lavado (para
retirada de pigmentos) com a adicdo de 375 uL de cloroférmio e 750 uL de agua
ultrapura. Em seguida, o material foi centrifugado a 19.000 x g por 10 minutos a 4 °C,
levando a formagao de um novo pélete. A fase aquosa formada (na qual se encontram
os metabdlitos de interesse) foi posteriormente transferida para outro microtubo de 1,5
mL para quantificagdo de aminoacidos. Para tal quantificagcdo, 50 uL de amostra foram
transferidos para pocos individuais em microplaca de 96 pocos, aos quais foram
acrescidos 50 pL de tampao citrato de sodio (1 M e pH = 5,2) + ascorbato 0,02 % e
100 uL de niidrina. As microplacas foram seladas e aquecidas a 90 °C por 20 minutos
e em seguida resfriadas a temperatura ambiente, tendo entdo sua absorbancia
determinada a 570 nm (DOs7onm) em leitor de microplacas (Versa max, Molecular
devices) (Cross et al., 2006).

Por sua vez, o pélete obtido para quantificacdo de proteinas totais e glicogénio,
foi lavado com 1 mL de etanol (70 %), com a subsequente adicdo de NaOH (0,1 M) e
aquecido a 95 °C para extragdo de proteinas. Nos pocos das microplacas foram
adicionados 250 pL de solugao Bradford acrescidos de 5 pL de amostra de suspenséao
de proteinas, sendo a absorbancia determinada a 595 nm (DOsgsnm) em leitor de
microplacas (Versa max, Molecular devices) (Bradford, 1976). Para a quantificagcao de
glicogénio, procedeu-se com a neutralizacdo da amostra, com a adigdo de acido
acético (1M) ao pélete residual. Em seguida a suspenséao teve a sua absorbancia
determinada em comprimento de onda 340 nm (Fernie et al., 2001).
2.6 Quantificagao de arsénio total no sobrenadante

Para a quantificagdo do arsénio total no meio de cultivo, o sobrenadante das
amostras coletadas para as analises metabdlicas foi reservado, filtrado em membrana
de nitrocelulose (poro de 0,22 uym) e mantido a 4 °C. Posteriormente o filtrado foi
acidificado com HCI 12 N (Acido cloridrico P.A - A.C.S — 37%) na proporc&o de 10
mL-L-' de amostra. Essa amostra foi entdo submetida a um espectrometro de

absorcao atdmica (modelo AA-6701F, Shimadzu Corporation) para a quantificagéo



76

realizada no software AApc (Curva de calibragdo 0 - 50 mg-L"), no Laboratério de
Biofisica Ambiental (UFV).
2.7 Analises de microscopia

Para a avaliagdo de possiveis impactos e alteragdes na morfologia nas células
expostas ao arsenito, além da quantificacdo desse elemento nas amostras, foram
realizadas observagdes em Microscépio eletrénico de varredura (SEM) e anélises de
Espectroscopia de raios X por dispersao em energia (EDS), essas sendo realizadas
no Nucleo de Microscopia e Microanalise (UFV). Também, foi avaliado a produgao de
Exopolissacarideos (EPS) pelas linhagens a partir de observagdes em microscopio
otico de luz (Zeiss Axioskop 40), com lamina coradas com Nankin.

Para as analises de SEM e EDS, 40 mL do cultivo das culturas das linhagens
expostas aos tratamentos de arsenito foram centrifugados a 13.000 x g por 5 minutos
a 4 °C, e os péletes celulares liofilizados. Essas amostras foram coletadas no

momento do indculo, com 72h e 120h de duragao dos experimentos.

2.7.1 Microscopio eletronico de varredura (SEM)

Para as analises de microscopia eletronica de varredura, os péletes celulares
liofilizados foram secados em liofilizador (CoolSafe), cobertos com carbono (15 nm de
espessura) (Quorum, Q150RS, United Kingdom) (Berger et al., 2016), e analisados
no microscopio eletrénico de varredura LEO 1430 VP (Carl Zeiss, United Kingdom) a
20 kV.

2.7.2 Espectroscopia de raios X por dispersdao em energia (EDS)

Para avaliar a distribuicdo quimica dos elementos nas amostras durante os
experimentos, e mais precisamente da propor¢cdo de As associado as células, a
biomassa liofilizada das linhagens foi coberta com carbono (15nm de espessura) em
um evaporador (Quorum Q150T-E, United Kingdom) e analisada com uma
microssonda de raios-X (X-EDS, IXRF Systems, USA) acoplado ao microscépio
eletrénico de varredura LEO 1430 VP (Carl Zeiss, United Kingdom). A distribuicao dos
elementos foi normalizada pela distribuigdo de carbono, oxigénio e nitrogénio (Ladeira
et al., 2020).
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2.7.3 Microscopia 6ptica de luz com coloragao de Nankin

A analise de microscopia oOptica de luz com coloragao de Nankin foi utilizada
para avaliar a producao de EPS (Exopolissacarideo). Inicialmente, as linhagens foram
cultivadas em condicdes padrboes como descritos anteriormente. Apos o periodo de
crescimento, uma aliquota da cultura foi coletada ao fim das curvas de crescimento e
as laminas foram entdo coradas com Nankin. Por fim, as preparacdes foram
observadas em um microscopio optico de luz (Zeiss Axioskop 40). Para as linhagens
unicelulares, também foi mensurado o diametro da camada de EPS ao redor das

células.

2.8 Anadlise estatistica dos dados

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticoes em cada tratamento. Os dados foram examinados
estatisticamente usando o teste Tukey, e testados quanto a diferengas significativas
(P < 0,05) usando o teste t. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando

o pacote de bibliotecas Rbio, do software R. v4.3.1.



3.RESULTADOS

3.1 Concentragao apropriada de arsenito

78

Através das curvas de crescimento geradas no experimento em microplacas

com as seis linhagens submetidas a dez concentragdes de arsenito de sodio (NaAsO2)
(0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; 50; 100; e 500 mM), foi realizado uma analise de

porcentagem de sobrevivéncia celular (Figura 1). De forma simplificada, o valor de

DO7s0nm dos controles foram divididos pelo valor dos demais tratamentos da mesma

placa, sendo o valor de 100% de sobrevivéncia celular o proprio controle. Essa analise

mostrou que as linhagens aqui utilizadas possuem diferentes faixas de toleréncia ao

arsenito, tanto para diferentes morfotipos, quanto dentro de um mesmo morfotipo.

Figura 1. Taxa de sobrevivéncia celular (%) nas linhagens de cianobactéria em estudo.
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Em relagéo as linhagens unicelulares, a linhagem Synechocystis sp. PCC6803
mostrou uma alta tolerancia a suplementacao de arsenito apresentando sobrevivéncia
celular (entre 90% e 100%) até a concentracdo de 1mM arsenito de sddio, caindo
drasticamente (~17,9%) na concentragcdo de 5mM. Ja para linhagem Synechocystis
sp. CCM-UFV039, foi possivel observar uma relagao linear entre a concentragédo de
arsenito e a de sobrevivéncia celular, especificamente na faixa de 0,1mM a 1mM de
arsenito, onde a concentragdo 1mM atingiu um valor préximo a 50% redugdo de
sobrevivéncia celular (56,3%), sendo 1,6mM a concentragdo maxima escolhida para
as préximas analises entre as linhagens unicelulares.

Para as linhagens homocitadas e heterocitadas, a redugdo da DO7sonm em
relacdo as concentragdes de arsenito foi mais visivel para as linhagens Nostoc sp.
PCC7120 e L. platensis PCC7345, onde observou-se reducédo de aproximadamente
50% nos valores e DOr7sonm préximo as concentragdes de 0,05mM e 0,1mM de
arsenito; assim, a concentragcdo maxima de 0,1mM de arsenito foi escolhido para as
analises subsequentes entre as linhagens heterocitadas.

Junto as concentragdes maximas estipuladas (1,6mM para as cianobactérias
unicelulares e 0,1mM para as filamentosas), foi também utilizada uma concentragao
equivalente a 10% de arsenito em relagdo as concentragbes maximas, 0,16mM e
0,01mM para as linhagens unicelulares e filamentosas, respectivamente, onde se
buscava pouco ou nenhum efeito do arsenito sobre a D.O7sonm. Neste contexto,
buscava-se investigar possiveis alteragcbes metabdlicas/fisiologicas dentro de uma
concentragao “toleravel” de arsenito, na qual efeitos sobre a D.O7s0nm Ndo fossem téao
pronunciados.

3.2 Curva de crescimento e dados cinéticos das linhagens submetidas as
concentragoes de arsenito selecionadas

Com as concentragdes definidas, foram realizadas curvas de crescimento para
as linhagens em estudo, para a obtencdo de parametros cinéticos de crescimento e

producdo de biomassa para as analises metabdlicas e de microscopia.

3.2.1 Linhagens unicelulares, Synechocystis spp. PCC6803 e CCM-UFV039

As curvas de crescimento para as linhagens unicelulares apresentaram uma
duracao de 6 dias. Nao foi possivel observar uma fase lag caracteristica nas curvas
geradas. Ambas linhagens apresentaram uma fase logaritmica de aproximadamente

3 dias. As linhagens unicelulares apresentaram um padrdo bem similar de
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crescimento, excecdo essa ao tratamento com a maior concentracdo de arsenito
(Tratamento 2 — 1,6mM) o qual apresentou uma resposta bem distinta entre as
linhagens a essa exposigao (Fig. 2). Para a linhagem Synechocystis sp. PCC6803,
nao houve diferencas na DOr7sonm entre nenhum dos tratamentos; porém, para
linhagem Synechocystis sp CCM-UFV039, foram encontradas diferencas
significativas na DO nos dois ultimos pontos amostrais do tratamento 1 (Tratamento 1
- 0,16mM), e em todos pontos do tratamento 2 (T2 - 1,6mM) em relagdo ao controle.
A concentracdo de 1,6mM de arsenito levou a redugdes significativas do crescimento
da linhagem Synechocystis sp CCM-UFV039.

Figura 2. Curvas de crescimento das linhagens Synechocystis spp. PCC6803 e CCM-UFV039 em meio

BG-11 suplementado com arsenito.
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No eixo Y, os valores da Ln(D.O750nm). No eixo X, a duragao do experimento em horas (h). Os pontos no grafico se referem a
medigédo da D.O750nm. A linha foi gerada a partir de uma curva de ajuste do modelo no linear de crescimento exponencial. As

leituras estatisticamente diferentes (p=0,05) estdo destacadas com um asterisco (*).

A partir da curva de crescimento em resposta ao arsenito, foram também
extraidos dados cinéticos de crescimento (tempo de duplicagdo celular) e
produtividade, os quais apresentaram diferengas significativas entre as duas
linhagens unicelulares (Tabela 1), especificamente para a linhagem Synechocystis sp

CCM-UFV039, uma vez mais, no tratamento de 1,6mM de arsenito.

Tabela 1. Tempo de duplicacdo celular, produtividade diaria e total das linhagens unicelulares

(Synechocystis).
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Tempo de duplicagao (horas)
Synechocystis sp PCC6803 | Synechocystis sp CCM-UFV039

Controle 28.85 25.61
Tratamento 1 (0,16mM) 28.51 31.92
Tratamento 2 (1,6mM) 28.25 246.25
produtividade final (mg/mL)
Controle 0,15 (£0,02) 0,47 (£0,08)
Tratamento 1 (0,16mM) 0,17 (£0,06) 0,33 (£0,08)
Tratamento 2 (1,6mM) 0,13 (£0,01) 0,11 (+0,04)
produtividade diaria (mg/mL/dia)

Controle 0,03 (x£0.01) 0,09 (+0,02)
Tratamento 1 (0,16mM) 0,03 (x0.01) 0,07 (£0,02)
Tratamento 2 (1,6mM) 0,03 (£0.01) 0,02 (+0,01)

Os valores e tempo de duplicagéo (TD) foram gerados a partir dos dados da curva de ajuste, do modelo n&o linear de crescimento

exponencial, onde TD=In(2)/K, sendo K a constante de crescimento.

A produtividade encontrada para as linhagens também diferiu em ambas
produtividades diarias e totais. Para produtividade total foram encontrados valores na
faixa de 0,13 a 0,17 mg/mL para a linhagem Synechocystis sp. PCC8603 e 0,11 a
0,47 mg/mL para linhagem Synhecocystis sp. CCM-UFV039. A maior produtividade
foi observada na condigao controle para Synechocystis sp. CCM-UFV039, e a menor

produtividade na maior concentragao de arsenito, para a mesma linhagem.

3.2.2 Linhagens homocitadas, L. platensis PCC7345 e A. terrestris sp. CCM-
UFV034

Para ambas linhagens homocitadas, a curva de crescimento apresentou uma
duracédo de 10 dias, e também nao foi observado uma fase lag (Figura 2). A fase
logaritmica apresentou uma duragao de aproximadamente 5 dias para a linhagem A.
terrestris CCM-UFV034 e 7 dias para a linhagem L. platensis PCC7345.

Em se tratando dos efeitos do arsenito no crescimento dessas linhagens, foram
observadas alteragées menos drasticas em todos tratamentos, para ambas linhagens
L. platensis PCC7345 e A. terrestris CCM-UFV034. Foi possivel observar também
uma redugao da D.O durante todo experimento com a adicdo do arsenito, que se
iniciou a partir do segundo dia de experimento, para ambas linhagens. Essa redugao
da D.O foi observada até o fim do experimento para linhagem L. platensis PCC7345,
ao passo que para a linhagem A. terrestris CCM-UFV034 observamos uma

recuperacao da D.O7sonm em relagédo ao controle somente ao fim do experimento.
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Figura 3. Curvas de crescimento das linhagens L. platensis PCC7345 e A. terrestris. CCM-UFV034 em
meio BG-11 suplementado com arsenito.
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No eixo Y, os valores da Ln(D.0O750nm). No eixo X, a duragdo do experimento em horas (h). Os pontos no grafico se referem a
medigado da D.O750nm. A linha foi gerada a partir de uma curva de ajuste do modelo nao linear de crescimento exponencial. As

leituras estatisticamente diferentes (p=0,05) estdo destacadas com um asterisco (*).

Ao se analisar os parametros cinéticos, especificamente o tempo de
duplicacédo, valores na faixa de 125-156 horas para linhagem L. platensis PCC7345 e
68 a 89 horas para linhagem A. terrestris CCM-UFV034 foram encontrados (Tabela
2). Em relagao a produtividade total, foram obtidos valores na faixa de 0,18 a
0,51mg/mL para a linhagem L. platensis PCC7345 e 0,40 a 0,44mg/mL para A.
terrestris CCM-UFV034, tendo a linhagem modelo, L. platensis, apresentado maiores

efeitos sobre a produtividade na maior concentragcao de arsenito (T2).

Tabela 2. Tempo de duplicagdo celular, produtividade diaria e total das linhagens homocitadas

(Oscilatoriales).

Tempo de duplicagao (horas)

L. platensis PCC7345 | A. terrestris CCM-UFV034

Controle 130.08 68.30

Tratamento 1 (0,01mM) 125.88 89.04

Tratamento 2 (0,1mM) 159.98 78.29

produtividade final (mg/mL)
Controle 0,50 (+0,10) 0,44 (£0,04)
Tratamento 1 (0,01mM) 0,51 (£0,09) 0,40 (0,07)
Tratamento 2 (0,1mM) 0,18 (+0,05) 0,44 (£0,06)
produtividade diaria (mg/mL/dia)

Controle 0,06 (x0,01) 0,05 (£0,04)
Tratamento 1 (0,01mM) 0,06 (+0,01) 0,04 (+0,08)
Tratamento 2 (0,1mM) 0,02 (+0,01) 0,05 (+0,07)

Os valores e tempo de duplicagéo (TD) foram gerados a partir dos dados da curva de ajuste, do modelo n&o linear de crescimento

exponencial, onde TD=In(2)/K, sendo K a constante de crescimento.
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3.2.3 Linhagens heterocitadas, Nostoc sp. PCC7120 e T. flavodiazotum CCM-
UFVO035

Para as linhagens heterocitadas, a curva de crescimento apresentou uma
duracéo de 9 dias. A fase lag nao foi observada na maioria dos tratamentos, embora
para a linhagem Nostoc sp. PCC7120 namaior concentragdo de arsenito (T2), a fase

logaritmica apresentou uma duracao de 4 a 6 dias.

Figura 4. Curvas de crescimento das linhagens Nostoc sp. PCC7120 e . T. flavodiazotum CCM-UFV035

em meio BG-110 suplementado com arsenito.
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No eixo Y, os valores da Ln(D.O750nm). No eixo X, a duragéo do experimento em horas (h). Os pontos no grafico se referem a
medi¢do da D.O750nm. A linha foi gerada a partir de uma curva de ajuste do modelo néo linear de crescimento exponencial. As

leituras estatisticamente diferentes (p=0,05) estdo destacadas com um asterisco (*).

Observando os padrdes cinéticos de crescimento obtidos das curvas geradas,
encontramos valores de duplicagédo celular de 60 a 348 horas (Tabela 3). Conforme
esperado, o menor tempo de duplicacdo celular foi encontrado no meio sem
suplementacgao de arsenito (Controle) e o maior para o tratamento suplementado com

a maior concentragao de arsenito (T2).

Tabela 3. Tempo de duplicacdo celular, produtividade didria e total das linhagens heterocitadas

(Nostocales).

Tempo de duplicagao (horas)
Nostoc sp. PCC7120 | T. flavodiazotum CCM-UFV035

Controle 60.07 53.08
Tratamento 1 (0,01mM) 79.58 60.26
Tratamento 2 (0,1mM) 348.24 106.99

produtividade final (mg/mL)
Controle 1,68 (£0,40) 0,46 (+0,05)
Tratamento 1 (0,01mM) 0,94 (+0,16) 0,52 (+0,06)
Tratamento 2 (0,1mM) 0,24 (+0,12)

0,07 (20,04)
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produtividade diaria (mg/mL/dia)

Controle 0,19 (20,04) 0,05 (20,01)
Tratamento 1 (0,01mM) 0,11 (£0,02) 0,06 (£0,01)
Tratamento 2 (0,1mM) 0,03 (£0,01) 0,01 (20,01)

Os valores e tempo de duplicagéo (TD) foram gerados a partir dos dados da curva de ajuste, do modelo n&o linear de crescimento

exponencial, onde TD=In(2)/K, sendo K a constante de crescimento.

A produtividade total das linhagens heterocitadas, ao fim do experimento,
esteve entre 0,24 a 1,68 mg/mL para linhagem Nostoc sp. PCC7120, e 0,07 a 0,52
mg/mL para a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035. Para produtividade diaria,
foram encontrados valores entre 0,03 e 0,19 mg/mL/dia para Nostoc sp. PCC7120 e
0,01 a 0,06 mg/mL/dia para T. flavodiazotum CCM-UFV035. As maiores
produtividades totais e diarias foram obtidas para Nostoc sp. PCC7120 no meio sem
suplementacdo de arsenito, € os menores valores de produtividades foram
encontrados no tratamento com a maior concentragdo de arsenito, para T.
flavodiazotum CCM-UFV035.

3.3 Analises bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas em trés pontos amostrais ao longo
das curvas de crescimento, mais especificamente os pontos iniciais (Oh), chamado de
fase Lag (fase inicial/de aclimatagado), fase logaritmica (Log) e no inicio da fase
estacionaria (Est). Cada morfotipo celular teve estes pontos de andlise (fase
logaritmica e estacionaria) escolhidos de acordo com as respectivas curvas de
crescimento. Para as linhagens unicelulares, os pontos respectivos as fases Lag, Log
e Est foram de Oh, 48h e 120h. Para as linhagens homocitadas, os pontos de Oh,
120h e 206h e para as linhagens heterocitadas, Oh, 96h e 192h. Todas as coletas

foram realizadas ao meio do periodo luminoso (16:8).

3.3.1 Quantificagao das clorofilas totais

A quantificagdo das clorofilas durante o experimento em meio suplementado
com arsenito revelou padrdes diferentes para cada morfotipo aqui analisado, assim
como a fase de crescimento analisada (Lag, Log e Est). Em se tratando das linhagens
unicelulares, Synechocystis sp. PCC6803 apresentou maiores conteudos de clorofilas
totais que Synechocystis sp. CCM-UFV039, em todas as fases analisadas (Lag, Log

e Est). Os conteudos de clorofilas totais para linhagem Synechocystis sp. PCC6803
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ficaram na faixa de 7,10 a 10,27 mg g' MS para a fase Lag, 6,33 a 7,12 mg g' MS
para fase Log (48h) e 7,22 a 7,82 mg g' MS para fase Est (120h) (Figura 5A). Os
conteudos de clorofilas a e b variaram de forma proporcional as clorofilas totais para

essa linhagem, ndo sendo encontradas diferengas nas razdes clorofilas a/b (Figura
5B, C e D).

Figura 5. Quantificacéo das clorofilas totais (a e b) das linhagens Synechocystis spp. PCC6803 e CCM-
UFV039 em meio BG-11 suplementado com arsenito.
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No eixo Y dos gréficos, a concentragéo de clorofilas em mg.g™" MS. No eixo X, as fases de crescimento onde foram realizadas
as coletas para as quantificagbes (Lag,Log,Est). Dentro de cada fase, separados pela linha tracejada, as linhagens. PCC
(Synechocystis spp PCC6803) e CCM (Synechocystis sp. CCM-UFV039) respectivamente. As letras mailsculas representam a
diferenga das médias entre as linhagens dentro de cada fase. As letras mindsculas, representam a diferenga das médias entre
os tratamentos de cada linhagem em cada tratamento (interagdo AxB), dentro de uma mesma fase.

Para Synechocystis sp. CCM-UFV039 os valores de clorofilas totais
encontrados ficaram entre 5,94 a 7,56 mg g' MS para a fase Lag, 4,43 a 5,52 mg g
MS para a fase Log e 3,87 a 5,87 mg g' MS para fase Est (Figura 5A). Os contetidos
de clorofilas a e b também variaram de forma proporcional as clorofilas totais para

essa linhagem (Figura 5B e C) e também nao foram observadas diferengas nas razdes
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clorofilas a/b (Figura 5D). Além disso, ndo foram encontradas diferengas nos
conteudos de clorofilas para essas linhagens nos tratamentos com adi¢gao de arsenito.

Ja para as linhagens homocitadas, foi possivel observar um padrao de
conteudo de clorofilas diferente do observado nas linhagens unicelulares. Junto a isso,
foi também observado padrbes de alteracdo distintos para cada espécie de linhagem
homocitada. Foi possivel observar que as linhagens apresentaram diferengas no
conteudo de clorofilas totais quando comparadas entre si apenas na fase Log e Est,
tendo a linhagem A. terrestris CCM-UFV034 apresentado maiores conteudos de
clorofilas totais nessas fases (Figura 6A).

Para a linhagem L. platensis PCC7345, foram encontrados valores na faixa
dos 5,69 a 6,38 mg g' MS de clorofilas totais para a fase Lag, 3,75 a 4,26 mg g' MS
para fase Log (120h) e 6,23 a 7,35 mg g' MS para fase Est (216h) (Figura 6A). Os
conteudos de clorofilas a e b variaram, de forma proporcional, as clorofilas totais para
essa linhagem, ndo sendo observados diferencas nas razdes clorofilas a/b. (Figura 6B
e C). Também, nao foram observadas diferencas nos conteudos de clorofilas totais

nos tratamentos com arsenito para essa linhagem (Figura 6D).

Figura 6. Quantificagdo das clorofilas totais (a e b) das linhagens L. platensis PCC7345 e A. terrestris

CCM-UFV034 em meio BG-11 suplementado com arsenito.
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No eixo Y dos gréficos, a concentragéo de clorofilas em mg.g™" MS. No eixo X, as fases de crescimento onde foram realizadas
as coletas para as quantificagbes (Lag, Log, Est). Dentro de cada fase, separados pela linha tracejada, as linhagens. PCC (L.
platensis PCC7345) e CCM (A. terrestris. CCM-UFV034) respectivamente. As letras mailsculas representam a diferenga das
médias entre as linhagens dentro de cada fase. As letras mindsculas, representam a diferenga das médias entre os tratamentos

de cada linhagem em cada tratamento (interagdo AxB), dentro de uma mesma fase.

Para a linhagem A. terrestris CCM-UFV034, os valores de clorofilas totais
variaram entre 6,37 e 7,02 mg g"' MS para o ponto inicial (Oh), 6,10 a 8,09 mg g' MS
para o a fase logaritmica(120h), e 7,16 a 9,77 mg g’ MS para a fase estacionaria
(216h) (Figura 6A). Foi possivel observar que a presenga do arsenito culminou em
incrementos no conteudo de clorofilas totais para a linhagem A. terrestris CCM-
UFV034, porém, apenas no Tratamento 1. Esse aumento foi observado tanto na fase
Log quanto na fase Est. Os conteudos de clorofilas a e b também variaram, de forma
proporcional, as clorofilas totais para essa linhagem, ndo sendo observados

diferencas nas razdes clorofilas a/b. (Figura 6D).

Figura 7. Quantificacdo das clorofilas totais (a e b) das linhagens Nostoc sp. PCC7120 e T.

flavodiazotum CCM-UFV035 em meio BG-110 suplementado com arsenito.
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No eixo Y dos gréficos, a concentragdo de clorofilas em mg.g™' MS. No eixo X, as fases de crescimento onde foram realizadas
as coletas para as quantificagées (Lag,Log,Est). Dentro de cada fase, separados pela linha tracejada, as linhagens. PCC (Nostoc
sp. PCC7120) e CCM (T. flavodiazotum CCM-UFV035) respectivamente. As letras mailsculas representam a diferenga das
médias entre as linhagens dentro de cada fase. As letras minUsculas, representam a diferenca das médias entre os tratamentos

de cada linhagem em cada tratamento (interagao AxB), dentro de uma mesma fase.
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Ja para as linhagens heterocitadas, foi possivel observar que quando se
comparada as médias dos conteudos de clorofilas totais entre elas, encontramos
diferencas apenas na fase Log, tendo a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035
apresentado maiores conteudos de pigmentos. A linhagem Nostoc sp. PCC7120
apresentou valores de clorofilas totais de 12,97 a 14,11 mg g”' MS para o ponto inicial
(Oh), 10,09 a 10,69 mg g' MS para fase logaritmica (96h) e 7,63 a 14,35 mg g' MS
para fase estacionaria (192h) (Figura 7A). Considerando a presencga do arsenito no
meio de cultivo, foi possivel observar redugdes nos niveis de clorofilas totais na fase
Est para essa linhagem, especificamente no Tratamento 2. Além disso, foi possivel
observar uma tendéncia a reducédo da razao clorofila a/b na fase Log para essa
linhagem no Tratamento 2.

Para linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 foram encontrados valores de
clorofilas totais de 13,19 a 13,80 mg g' MS para o ponto inicial (Oh), 12,45 a 14,80 mg
g’ MS para fase logaritmica (96h) e 8,85 a 15,87 mg g' MS para fase estacionaria
(192h) (Figura 7B). E possivel perceber também que para essa linhagem também foi
observado uma reducao nos conteudos de clorofilas com a presenca do arsenito, no
tratamento 2 na fase Est. Nao foram observadas alteracdes nas razdes clorofila a/b

para essa linhagem.

3.3.2 Quantificagao das proteinas e aminoacidos soluveis totais

Em relagdo aos conteudos de proteinas e aminoacidos, foram também
observados valores e padrdes distintos para cada uma dos morfotipos celulares aqui

estudados.
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Figura 8. Quantificagado das proteinas e aminoacidos soluveis totais das linhagens Synechocystis spp.
PCC6803 e CCM-UFV039 em meio BG-11 suplementado com arsenito.
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No eixo Y dos gréaficos, a concentragdo das proteinas e aminoacidos soluveis totais, em pymol.g”" MS. No eixo X, as fases de
crescimento onde foram realizadas as coletas para as quantificagdes (Lag,Log,Est). Dentro de cada fase, separados pela linha
tracejada, as linhagens. PCC (Synechocystis spp PCC6803) e CCM (Synechocystis sp. CCM-UFV039) respectivamente. As
letras maiusculas representam a diferenga das médias entre as linhagens dentro de cada fase. As letras minUsculas, representam

a diferenga das médias entre os tratamentos de cada linhagem em cada tratamento (interagéo AxB), dentro de uma mesma fase.

Para as linhagens unicelulares, podemos observar concentracdes de proteinas
na faixa de 305 a 361 mg g' MS para a linhagem Synechocystis sp. PCC6803, em
todos os pontos amostrais e tratamentos (Figura 8A). Ja para linhagem Synechocystis.
sp. CCM-UFV039, uma maior variagdo nos conteudos de proteinas totais foi

observada, com valores de 271 a 559 mg g™' MS (Figura 8A). Para as fases Lag e Est,
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a linhagem Synechocystis. sp. CCM-UFV039 apresentou maiores conteudos de
proteinas soluveis totais. Analisando a presenca do arsenito, observamos um
aumento nos conteudos proteicos para a linhagem Synechocystis. sp. CCM-UFV039
na fase Est, no Tratamento 2. Ja os conteudos de aminoacidos encontrados ficaram
préximos a 20 ymol g' MS para Synechocystis sp. PCC6803 e de 20 a 40 ymol g’
MS para Synechocystis sp. CCM-UFV039 (Figura 8B). As tendéncias encontradas
para a variagcdo dos conteudos de aminoacidos soluveis totais foram similares as
encontradas para as proteinas, em ambas linhagens, tendo a linhagem
Synechocystis. sp. CCM-UFV039 apresentado maiores conteudos de aminoacidos na
fase Lag e Est que Synechocystis. sp. PCC6803, além de um aumento nos niveis
desse metabdlito com a presenca do arsenito no Tratamento 2 na fase Est.

Em relacdo as linhagens homocitadas, foram encontrados teores de proteinas
de 134 a 182 mg g' MS para L. platensis PCC7345 e de 147 a 176 mg g' MS para
A. terrestris CCM-UFV034 (Figura 9A). Diferengas entre os conteudos de proteinas
entre essas linhagens foram observados apenas na fase Lag. Além disso, nao foram
observadas diferengas no conteudo de proteinas soluveis totais na presenca de

arsenito para essas linhagens.
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Figura 9. Quantificacdo das proteinas e aminoacidos soluveis totais das linhagens L. platensis
PCC7345 e A. terrestres CCM-UFV034 em meio BG-11 suplementado com arsenito.
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crescimento onde foram realizadas as coletas para as quantificagdes (Lag,Log,Est). Dentro de cada fase, separados pela linha
tracejada, as linhagens. PCC (L. platensis PCC7345) e CCM (A. terrestris. CCM-UFV034) respectivamente. As letras mailsculas
representam a diferenga das médias entre as linhagens dentro de cada fase. As letras minusculas, representam a diferenga das

médias entre os tratamentos de cada linhagem em cada tratamento (interagcdo AxB), dentro de uma mesma fase.

Ao se analisar o conteudo de aminoacidos soluveis totais, valores similares
foram observados para ambas linhagens homocitadas, na faixa de 12 a 18 ymol g’
MS (Figura 9b). Diferencas entre as linhagens foram observadas para a fase Lag e

Est, ao passo que ndo foram encontradas alteragcdes nos tratamentos com adicdo de
arsenito.
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Figura 10. Quantificagdo das proteinas e aminoacidos soluveis totais das linhagens Nostoc sp.
PCC7120 e T. flavodiazotum CCM-UFV035 em meio BG-110 suplementado com arsenito.
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No eixo Y dos gréaficos, a concentragdo das proteinas e aminoacidos soluveis totais, em pymol.g”" MS. No eixo X, as fases de

crescimento onde foram realizadas as coletas para as quantificagdes (Lag,Log,Est). Dentro de cada fase, separados pela linha
tracejada, as linhagens. PCC (Nostoc sp. PCC7120) e CCM (T. flavodiazotum CCM-UFV035) respectivamente. As letras
maiusculas representam a diferenca das médias entre as linhagens dentro de cada fase. As letras minUsculas, representam a

diferenca das médias entre os tratamentos de cada linhagem em cada tratamento (interagcdo AxB), dentro de uma mesma fase.

Para as linhagens heterocitadas, os conteudos de proteinas soluveis totais
ficaram na faixa de 157 a 344 mg g' MS para linhagem Nostoc PCC7120 e 187 a 303
mg g MS para T. flavodiazotum CCM-UFV035 (Figura 10A). Foi possivel observar
também que a linhagem Nostoc sp. PCC7120 apresentou conteudos superiores de

proteinas soluveis totais que a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035, em todas
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fases de crescimento (Lag, Log e Est). Em adicédo, foi possivel observar redugdes nos
conteudos de proteinas totais nos tratamentos com arsenito para ambas linhagens,
especificamente na fase Log. Na fase Est, essa redugao foi observada apenas para a
linhagem Nostoc sp. PCC7120 no Tratamento 2.

Em relagédo aos conteudos de aminoacidos, os valores encontrados foram 31 a
62 e 45 a 54 mg g' MS para Nostoc sp. PCC7120 e T. flavodiazotum CCM-UFV035,
respectivamente (Figura 10B). As linhagens apresentaram diferencas entre elas nos
niveis desse metabdlito apenas na fase Log. Foi também possivel observar uma
reducdo nos conteudos de aminoacidos soluveis totais para a linhagem Nostoc sp.
PCC7120 no tratamento 2 na fase Est, acompanhando o padrao encontrado para as

proteinas.

3.3.3 Glicogénio

As linhagens unicelulares apresentaram padrdes similares de resposta, porém
com algumas diferencas entres as diferentes espécies utilizadas no que respeita o
conteudo de glicogénio. Assim, os conteudos de glicogénio ficaram na faixa de 0,46 a
2,36 mmol Glicogénio equivalente g' MS para linhagem Synechocystis sp. PCC6803,
e 0,33 a 2,41 mmol Glic. Equiv. g' MS para linhagem Synechocystis sp. CCM-
UFV039. A linhagem Synechocystis sp. PCC6803 apresentou maiores niveis de
glicogénio que a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 apenas na fase Lag.
Também observamos que a presenca do arsenito culminou em incrementos nos
conteudos de Glicogénio, para ambas linhagens na fase Lag, e redugdo nos
conteudos desse metabolito para a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 no

Tratamento 2.
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Figura 11. Quantificagcao dos conteudos de glicogénio das linhagens em estudo em meio suplementado

com arsenito.
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linhagens em estudo. As letras maiusculas representam a diferenga das médias entre as linhagens dentro de cada fase. As letras
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minusculas, representam a diferenga das médias entre os tratamentos de cada linhagem em cada tratamento (interagdo AxB),

dentro de uma mesma fase.

Para as linhagens homocitadas analisadas, foram encontradas tendéncias
diferentes de resposta ao arsenito. A linhagem L. platensis PCC7345 apresentou
valores de 0,36 a 1,37 mmol Glic. Equiv. g' MS, enquanto a linhagem A. terrestris
CCM-UFV034 0,45 a 2,15 mmol Glic Equiv. g”' MS. Em adico, a linhagem L. platensis
PCC7345 apresentou maiores conteudos de glicogénio na fase Log, e menores
conteudos na fase Est, ao se comparar a linhagem A. terrestris CCM-UFV034.
Considerando os tratamentos com arsenito, observamos também uma reducéo nos
conteudos de glicogénio apenas para a linhagem A. 95errestres CCM-UFV034 em
ambos tratamentos na fase Est.

Ja as linhagens heterocitadas apresentaram padrao de resposta similares entre
as duas espécies aqui analisadas. Assim, a linhagem Nostoc sp. PCC7120
apresentou maiores conteudos de glicogénio quando comparada a linhagem T.
flavodiazotum CCM-UFV035, em todas fases de crescimento (Figura 11). Também
observamos um aumento dos conteudos de glicogénio em resposta a maior
concentracao de arsenito (Tratamento 2), porém, apenas para linhagem Nostoc sp.
PCC7120, nas fases Log e Est. Os conteudos de glicogénio dessas linhagens ficaram
na faixa de 0,68 a a 4,02 mmol Glic. Equiv. g' MS para linhagem Nostoc PCC7120 e
0,37 a 0,83 mmol Glic. Equiv. g MS para linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035.

3.4 Quantificagao do As total no sobrenadante

A quantificagcdo do arsénio total encontrado no sobrenadante apresentou
valores proximos aos determinados previamente para os experimentos.

Para as concentragbes escolhidas no experimento para as linhagens
unicelulares, o tratamento 1 (T1) apresentou valores préximos a 10mg/L de arsénio,
aproximadamente 0,13 mM de As, e o tratamento 2 (T2) apresentou valores em torno
de ~80mg/L de arsénio, ou 1,1 mM de arsénio, confirmando que as linhagens estavam
expostas as concentragdes similares as propostas. E importante mencionar que no
foram encontradas diferengas significativas entre as linhagens, nem entre os pontos

amostrais escolhidos durante a duragé&o do experimento.
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Figura 12. Quantificacdo do arsénio total no sobrenadante das amostras coletadas durante a curva
de crescimento.
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3.5 Analises de microscopia

3.5.1 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

3.5.1.1 Linhagens unicelulares

Analises de microscopia eletronica de varredura demonstram a morfologia
cocoide das linhagens Synechocystis(Figura 13 e 14). Cabe registar que embora as
linhagens sejam pertencentes ao mesmo género, foi possivel observar diferengas no
formato celular entre elas. Assim, a linhagem Synechocystis sp. PCC6803 apresenta
uma morfologia bem ovalada e arredondada (Figura 13), ao passo que a
Synechocystis sp. CCM-UFV039, além da forma oval, apresenta bordas um pouco
mais acentuadas que a Synechocystis sp. PCC6803, o que promove um aspecto mais

poligonal as suas células (Figura 14).
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Figura 13. Figuras microfotograficas (Microscopia eletrdnica de varredura) da linhagem Synechocystis

sp. PCC6803 em condigdes controle (BG-11) e em meio suplementado com arsenito.

10um

A: Controle (BG-11) fase Lag (Dia 0) B: Controle fase Est (Dia 5) C: Tratamento 1 (0,16 mM As **) fase Est (Dia 5) D:
Tratamento 2 (1,6 mM As %) fase Est (Dia 5). As setas amarelas indicam matrizes de exopolissacarideos (EPS).

Considerando o aspecto morfolégico das células apds a exposi¢ao ao arsenito,
foi possivel verificar que as células da PCC6803 se mantiveram intactas com a
exposicao, tanto para o T1 quanto para o T2 (Figuras 13C e D). Para a linhagem CCM-
UFV039, foi possivel observar que as suas células apresentam visiveis mudancas
morfolégicas, com as células ja perdendo parte da sua forma original, tanto no T1 e,
de modo mais pronunciado, no T2 (Figuras 14C e D). Além da forma irregular das
células da CCM-UFV039 expostas ao arsenito, também observamos células rompidas
em ambos tratamentos para essa linhagem.

Cabe ressaltar também a presencga pronunciada de EPS (matriz mais clara) ao
redor das células, para ambas linhagens (Setas Amarelas - Figuras 13 e 14). A partir
dessas observacodes, foi possivel observar também uma maior quantidade de EPS
nos tratamentos do que no controle. Da mesma forma, esse EPS é também mais
pronunciado no tratamento 2 em relagéo ao tratamento 1 (Setas Amarelas — Figuras

13 e 14C e D). Em adicdo, a presenca de agregados celulares (microcolénias) foi
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observada no controle e em todos tratamentos com exposi¢cao ao arsenito, sendo

ainda mais pronunciado nos tratamentos, envoltos por uma grande matriz de EPS.

Figura 14. Fotos microscopia eletrénica de varredura. Synechocystis sp. CCM-UFV039.

A: Controle (BG-11) fase Lag (Dia 0) B: Controle fase Est (Dia 5) C: Tratamento 1 (0,16 mM As %*) fase Est (Dia 5) D: Tratamento

2 (1,6 mM As *) fase Est (Dia 5). As setas amarelas indicam matrizes de exopolissacarideos (EPS).

3.5.1.2 Linhagens homocitadas

As linhagens homocitadas apresentaram um aspecto bem interessante nas
observacgdes por microscopia eletrénica de varredura. Foi possivel verificar que os
tricomas sao caracterizadas por uma camada de EPS cobrindo grande parte do
filamento, além de uma visivel produgao de EPS livre (Setas amarelas - Figuras 15 e
16). A linhagem L. platensis PCC7345 apresentou tricomas mais curvos e enrolados.
As separagoes das células do tricoma séo visiveis, ao menos em algumas regides
(Figura 15). Para linhagem A. terrestris CCM-UFV034 foram observados tricomas
longos, bem retos, e com uma pequena curvatura na ponta de alguns filamentos,
caracteristica diacritica do género Ancylothrix (Figura 16). Cabe ressaltar que n&o foi
possivel observar as separagoes celulares, ao passo que os tricomas sdo bem retos

e organizados e forma paralela. Também foi observado a presenga de estruturas
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semelhantes a vilosidades nos tricomas dessa linhagem. Além disso, vemos a
pronunciada presencga do EPS circundando os tricomas, e de forma livre, com diversos

filamentos associados a essa matriz.

Figura 15. Figuras microfotograficas (Microscopia eletrdnica de varredura) da linhagem L. platensis

PCC7345 em condigdes controle (BG-11) e em meio suplementado com arsenito.

A: Controle (BG-11) fase Lag (Dia 0) B: Controle fase Est (Dia 5) C: Tratamento 1 (0,01 mM As %*) fase Est (Dia 5) D: Tratamento

2 (0,1 mM As *) fase Est (Dia 5). As setas amarelas indicam matrizes de exopolissacarideos (EPS).

Em relagdo a presencga do arsenito no meio de cultivo desses organismos, foi
também possivel verificar que as células expostas apresentar um maior padrao de
agregamento. Para linhagem A. terrestris CCM-UFV034 também é observado a

presenca de diversos tricomas mais curtos ou ainda quebrados (Figura 16D).
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Figura 16. Figuras microfotograficas (Microscopia eletrénica de varredura) da linhagem A. terrestris

CCM-UFV034 em condigdes controle (BG-11) e em meio suplementado com arsenito.

A: Controle (BG-11) fase Lag (Dia 0) B: Controle fase Est (Dia 5) C: Tratamento 1 (0,01 mM As **) fase Est (Dia 5) D: Tratamento

2 (0,1 mM As %) fase Est (Dia 5). As setas amarelas indicam matrizes de exopolissacarideos (EPS).

3.5.1.3 Linhagens heterocitadas

Para as linhagens heterocitadas, foi possivel observar que as linhagens
apresentaram um padrao filamentoso, células arredondadas e constritas, com visiveis
células diferenciadas (setas vermelhas - acinetos) (Figura 17). A linhagem Nostoc sp.
PCC7120 apresenta um padrao tipico de linhagens desse género, ja que as células
vegetativas possuem uma forma bem definida e delimitada, com os tricomas
constritos. Os heterdcitos dessa linhagem sao pouco visiveis e com um tamanho
semelhante as células vegetativas (Figura Figura 17). Os acinetos também foram
observados, com um tamanho também superior aos heterdcitos e as células
vegetativas (Figura 17 — Setas Vermelhas). A presenga de EPS foi observada em
microcolbnias, tanto no controle para o ponto na fase estacionaria, quanto em

presencga de arsenito (Figura 17 — Setas Amarelas).
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Figura 17. Figuras microfotograficas (Microscopia eletrénica de varredura) da linhagem Nostoc sp.

PCC7120 em condigdes controle (BG-11) e em meio suplementado com arsenito.

A: Controle (BG-11) fase Lag (Dia 0) B: Controle fase Est (Dia 5) C: Tratamento 1 (0,01 mM As **) fase Est (Dia 5) D: Tratamento
2 (0,1 mM As 3*) fase Est (Dia 5). As setas amarelas indicam matrizes de exopolissacarideos (EPS). As setas vermelhas indicam

os acinetos.

Considerando as alteracdes percebidas nas células expostas ao arsenito, foi
possivel verificar que no tratamento com menor concentragéo de arsénio (0,01mM -
T1), as células apresentaram uma morfologia menos arredondada e mais longilinea
(Figura 17C). O mesmo se repete para o tratamento com maior concentragao de
arsenito, com a observacao de células mais disformes, tricomas menores e uma maior

presenca de EPS e células associadas (Figura 17D).
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Figura 18. Figuras microfotograficas (Microscopia eletrébnica de varredura) da linhagem T.

flavodiazotum CCM-UFV035 em condigdes controle (BG-11) e em meio suplementado com arsenito.

A: Controle (BG-11) fase Lag (Dia 0) B: Controle fase Est (Dia 5) C: Tratamento 1 (0,01 mM As %*) fase Est (Dia 5) D: Tratamento

2 (0,1 mM As *) fase Est (Dia 5). As setas amarelas indicam matrizes de exopolissacarideos (EPS).

A linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 apresentou tricomas bem menos
constritos que a Nostoc sp. PCC7120. Suas células sdo mais longas, com os tricomas
podendo formar pacotes com diversos filamentos paralelos (Figura 18A e B). Foi
observado uma presencga pronunciada de EPS, associada a uma matriz bem visivel
contendo tricomas para ambas condi¢des controle e tratamentos (Figura 18A, B C e
D). Considerando as alteragbes percebidas nas células expostas ao arsenito, verifica-
se que as celulas apresentaram um padrao menos arredondado e mais longilineas
(Figura 18D), assim como a linhagem Nostoc sp. PCC7120. Além disso, nota-se a
presenca de tricomas e células rompidas nos tratamentos com maior concentragcao de

arsénio, assim como um maior agregamento dos tricomas e células.

3.5.2 Espectroscopia de raios X por dispersdao em energia (EDS)

3.5.2.1 Linhagens unicelulares
A analise por EDS trouxe diversos dados pertinentes a distribuicdo de certos

elementos nas células de cianobactérias expostas ao As. Nos graficos gerados
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usando todos os elementos (Figura 19) é possivel ver uma clara diferenga na razao
Carbono/Oxigénio entre as Synechocystis. PCC6803 e CCM-UFV039. Neste
contexto, os valores de carbono e oxigénio no controle para Synechocystis sp.
PCC6803 estdo na faixa de 50% e 30% (m/m) respectivamente, ao passo que para
Synechocystis sp. CCM-UFV039 esses valores encontram-se entre 44% e 37%
respectivamente. Diferengas foram também observadas para o carbono e oxigénio
entre as linhagens embora nao tenham sido observadas diferengas nesses elementos

em presenca de arsenito.

Figura 19. Quantificagdo elementar das amostras com base em Espectroscopia de raios X por
dispersdo em energia EDS — Linhagens unicelulares (Synechocystis sp. PCC6803 e CCM-UFV039).
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eixo X do grafico, estdo os grupos de tratamentos para as linhagens utilizadas. No eixo Y, a porcentagem relativa do elemento
em massa / massa (%). Controle; BG-11, Tratamento 1; BG-11 suplementado com 0,16 mM As **, Tratamento 2; BG-11

suplementado com 1,60 mM As 3*. No canto superior direito, um grafico excluindo os elementos Carbono (C) e Oxigénio (O).

Como esperado, a presenga do arsénio (entre 0,5% e 2% m/m) foi observada
(Figura 19), tanto para o T1, quanto o T2. Um aspecto interessante foi a diferenca,
ainda mais visivel, do arsénio nos tratamentos com Synechocystis sp. PCC6803 em
comparacgao a Syechocystis sp. CCM-UFV039.

Também, foi possivel notar um aumento dos valores relativos de potassio e
fésforo, para ambas linhagens Synechocystis sp. PCC6803 e CCM-UFV039 quando
expostas ao arsenito; ndo obstante, as linhagens mostraram padrbes diferentes de
resposta. Dessa forma, ao passo que na linhagem CCM-UFV039 ocorreu um aumento
gradativo dos niveis desses elementos em resposta ao aumento nas concentragdes
de arsenito (1,21%, 1,46% e 4% para o fosforo e 0,98%, 1,29% e 2,71% para o
potassio), para linhagem PCC6803, o T1 apresentou os menores valores relativos de
fosforo e potassio, 1,75% e 1,73%, enquanto o T2 apresentou os maiores valores,
3,22% e 3,79%.

Foram encontrados também maiores valores relativos de ferro em ambos
tratamentos (0,35% para o controle, 0,66% T1 e 1,83% T2), porém apenas para
linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 (Figura 19).
3.5.2.2 Linhagens homocitadas

Para as linhagens homocitadas foi possivel observar que a composigao
elementar dessas células também diferiu, tanto em relagdo a linhagem quanto a
adicao do arsenito no meio de cultivo. Considerando o C e O, a linhagem PCC7345
apresentou maiores niveis gerais desses elementos quando comparada a linhagem
CCM-UFV034. Para esses elementos, considerando a adi¢ao do arsenito, observa-se
também uma reducdo dos conteudos no tratamento 1 para a linhagem PCC7345
(Figura 20).

Figura 20. Quantificagdo elementar das amostras com base em Espectroscopia de raios X por

dispersdo em energia EDS — Linhagens homocitadas (L. platensis sp. PCC7345 e A. terrestris CCM-
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UFV034).
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No eixo X do grafico, estéo os grupos de tratamentos para as linhagens utilizadas. No eixo Y, a porcentagem relativa do elemento
em massa / massa (%). Controle; BG-11, Tratamento 1; BG-11 suplementado com 0,01 mM As **, Tratamento 2; BG-11

suplementado com 0,10 mM As 3*. No canto superior direito, um grafico excluindo os elementos Carbono (C) e Oxigénio (O).

Analisando a composicdo dos outros elementos com exce¢do do C e O,
observar-se que, novamente, tanto as linhagens quanto os tratamentos com arsenito
apresentaram alteracdes na distribuicado desses elementos. Foi possivel observar um
aumento na proporgéo de N, P, Na, Ca e Fe para o tratamento 1 em ambas linhagens
homocitadas (Figura 20). Foi também observado um aumento da proporgao do S para
o tratamento 1 na linhagem L. platensis PCC7345 e no tratamento 2 para linhagem A.

terrestris CCM-UFV034. O As foi também detectado em maiores niveis no tratamento
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2, com maior proporgao para linhagem L. platensis PCC7345 em comparagao a
linhagem A. terrestris CCM-UFV034.
3.5.2.3 Linhagens heterocitadas

Considerando os resultados obtidos para as linhagens filamentosas
heterocitadas, foi possivel também observar alteragcdes pontuais nos tratamentos com
arsenito. Também foram observadas alteragbes nas razées Carbono/Oxigénio nas
linhagens quando submetidas aos tratamentos com arsenito. Foi possivel observar
também que a linhagem Nostoc sp. PCC7120 apresentou uma redugao no conteudo

de Carbono no tratamento 2.

Figura 21. Quantificacdo elementar das amostras com base em Espectroscopia de raios X por
dispersdo em energia EDS - Linhagens heterocitadas (Nostoc sp. PCC7120 e T. flavodiazotum CCM-
UFV035).
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X do gréfico, estdo os grupos de tratamentos para as linhagens utilizadas. No eixo Y, a porcentagem relativa do elemento em
massa / massa (%). Controle; BG-11,, Tratamento 1; BG-11, suplementado com 0,01 mM As %, Tratamento 2; BG-11,

suplementado com 0,10 mM As 3*. No canto superior direito, um grafico excluindo os elementos Carbono (C) e Oxigénio (O).

Ao se analisar elementos especificos, destacamos que o arsénio pode ser
detectado, em maiores niveis, nos tratamentos com arsenito (entre 0,2% a 0,5% m/m),
indicando que as células estdo em contato com esse elemento. Também foi possivel
observar que a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 apresentou maiores
conteudos de arsénio nos tratamentos com adigao de arsenito, quando comparada a
linhagem Nostoc sp. PCC7120 (Figura 21).

Foram observadas alteragées pontuais em alguns elementos (e.g. Ferro e
Calcio) para ambas linhagens, comparando o tratamento 2 ao controle em amostras
coletadas na fase estacionaria. Foi possivel observar ainda um aumento 2,2 e 2,8
vezes nos niveis de Ferro para as linhagens Nostoc sp. PCC7120 e T. flavodiazotum
CCM-UFVO035, respectivamente. Para o calcio, esse aumento foi de 1,2 e 2,2 vezes,
respectivamente, para as mesmas linhagens acima mencionadas (Figura 21). Uma
diferenga nos padrées encontrados entre as linhagens foi para o fosforo, onde a
linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 teve seus niveis reduzidos enquanto na
linhagem Nostoc sp. PCC7120 foram observados aumentos no conteudo desse

elemento (Figura 21). Esse padrdao também se repetiu para o potassio.

3.5.2 Analise 6ptica de luz com coloragao de Nanquim

Os resultados para as analises histoquimicas de coloragcdo com Nanquim
trouxeram dados interessantes em relagdo a produgéao de EPS pelas linhagens aqui
investigadas (Figura 22). Foram observados padrdes diferentes tanto para linhagens

unicelulares quanto para as filamentosas.
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Figura 22. Prancha de microfotografias das linhas unicelulares coradas com Nanquim.

A, B, C; Synechocystis sp. PCC6803, D, E, F; Synechocystis sp. CCM-UFV039. A, D; Controle (BG-11). B, E; Tratamento 1
(BG11+ 0,16 mM As®') C, F; Tratamento 2 (BG11+ 0,16 mM As®*). Escalas =10um.

Ao se analisar as linhagens unicelulares, foram observadas diferencas

significativas no didmetro da camada de EPS nos tratamentos com adi¢do do arsenito
(Figuras 22 e 23). Ambas linhagens Synechocystis sp. PCC6803 e CCM-UFV039
apresentaram maiores valores na camada de EPS nos tratamentos quando

comparadas a condi¢ao controle (Figura 23).

Figura 23. Diametro da camada de EPS das linhagens unicelulares (Synechocystis spp.).
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Considerando as linhagens filamentosas, nao foi possivel mensurar
precisamente o tamanho da camada de EPS envolta dos tricomas, mas foram
encontrados diferentes padrdes em relagado a presenca e a forma desse composto,
quando se comparado as linhagens de um mesmo morfotipo (Figura 24).

As linhagens homocitadas apresentaram diferentes padrdes entre si (Figura
24). Allinhagem L. platensis PCC7345 trouxe um EPS laminar bem discreto quase néo
visivel na maioria das observagodes. A presencga de um EPS interno as micro colénias
€ visivel, e com uma maior abundancia no tratamento 2 (Figura 24C). Para linhagem
A. terrestris CCM-UFV034 temos a presenca do EPS fino sobre os tricomas, também
de forma bem discreta. Além disso, vemos um EPS livre mais disperso em todos
tratamentos (Figuras 24 D, E e F),e com uma aparente maior dispersdo dessa

molécula no meio nos tratamentos com arsenito (Figuras 24E e F).

Figura 24. Prancha de microfotografias das linhagens homocitadas coradas com Nanquim.

A, B, C; L. platensis PCC7345, D, E, F; A. terrestris CCM-UFV034. A, D; Controle (BG-11). B, E; Tratamento 1 (BG11+
0,01 mM As®*) C, F; Tratamento 2 (BG11+ 0,10 mM As®). As escalas das figuras 24A, D, E e F representam 40 ym. As escalas
das figuras 24B e C= 20um.

Em relacado as linhagens heterocitadas, foi possivel observar padrbes distintos
na disposigdo do EPS, especialmente ao analisar as microcolénias formadas pelos

tricomas. Neste contexto, a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 apresentou uma
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camada de EPS visivel e extensa, com aparente fluidez, principalmente na sua regiao
limitrofe (Figuras 25D, E e F).

A, B, C; Nostoc sp PCC7120, D, E, F; T. flavodiazotum CCM-UFV035. A, D; Controle (BG-11,). B, E; Tratamento 1
(BG11o+ 0,01 mM As*) C, F; Tratamento 2 (BG11o+ 0,10 mM As*). As escalas das figuras representam 80 um.

Ja a linhagem Nostoc sp. PCC7120 exibiu um EPS compacto, em menor
extensdo e concentrado principalmente no interior das microcolénias (Figuras 25A, B
e C). Além disso, ao se analisar o tratamento com a maior concentragao de arsenito,
observou-se um maior grau de agregacao dos tricomas, em ambas as linhagens,

quando comparado ao grupo controle (Figura 26C e F).
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Figura 26. Prancha de fotografias das linhagens heterocitadas expostas ao arsenito

A, B, C; Nostoc sp PCC7120, D, E, F; T. flavodiazotum CCM-UFV035. A, D; Controle (BG-11,). B, E; Tratamento 1 (BG11o+
0,01 mM As**) C, F; Tratamento 2 (BG11o+ 0,10 mM As*). O diametro das placas de Petri € de 10cm.

4. DISCUSSAO

4.1 Crescimento e cinética sao alterados pela presenca de As

Foi possivel observar diversos padrbes de resposta no crescimento nas
linhagens submetidas ao arsenito. No geral, as curvas de crescimento (Figuras 2, 3 e
4) nao apresentaram uma fase de aclimatagao (/lag) o que indica que as condi¢Ges de
cultivo e inéculo foram adequadas para o crescimento dessas linhagens. Para
algumas das linhagens, foi observado de nenhum a poucas alteragdes no crescimento
com a adig¢ao do arsenito. Isso indica que 0os mecanismos para evitagao, remogao e
mitigagdo do arsenito estavam ocorrendo, e foram suficientes para permitir essas
linhagens um crescimento préximo ao do controle. Isso é observado para ambos
tratamentos, com menor e maior concentracdo de arsenito para as linhagens
Synechocystis sp. PCC6803, L. platensis PCC7345 e A. terrestris CCM-UFV034. Para
as linhagens Synechocystis sp. CCM-UFV039, Nostoc sp. PCC7120 e T.
flavodiazotum CCM-UFV035, foi observado redugdes significativas nas taxas de
crescimento e produtividade, no tratamento com maior concentragao de arsenito, com

diferentes magnitudes de reducédo, a depender da linhagem.
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4.1.1 Linhagens unicelulares (Synechocystis)

Considerando as linhagens unicelulares, padroes bem distintos entre as
linhagens aqui estudadas em relagdo ao tratamento com a maior concentragcdo de
arsenito (Tratamento 2 - 1,6 mM As®*), foram observados (Figura 2). A linhagem
Synechocystis sp. PCC6803 ndo apresentou diferengas na densidade optica em 750
nm (DO7sonm) entre ambos tratamentos e o controle, enquanto a linhagem
Synechocystis sp. CCM-UFV039 apresentou diferengas significativas na DO75onm em
relagdo ao tratamento 2 quando comparado ao controle.

Considerando-se os dados cinéticos (e.g. tempo de duplicagdo celular e a
produtividade), também observamos diferengas significativas entre as duas linhagens
unicelulares, especialmente para a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 no
tratamento 2, com redugdes de 77% em ambos parametros (Tabela 1). Isso indica que
as linhagens responderam, de maneira diferente, ao arsenito, afetando seu
crescimento e produtividade, e corroborando com os dados da curva de crescimento.
A resposta diferencial de cianobactérias ao arsenito ja foi relatada com organismos
dos diferentes morfotipos desse filo (Miyashita et al., 2016b). Com efeito, redu¢des
nos parametros cinéticos, de linhagens expostas ao arsenito, foram também
reportadas para outras linhagens unicelulares (Ferreira et al., 2018). Os resultados
aqui obtidos indicam que a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 foi mais
sensivel a exposigao ao arsenito, com grandes redug¢des no crescimento em resposta
a concentragdo de 1,60 mM As®* (Figura 2). Por outro lado, a linhagem Synechocystis
sp. PCC6803 parece ser mais tolerante ao arsenito, uma vez que nao foram
observadas diferengas significativas na DO7sonm entre os tratamentos.

E interessante observar que a maior produtividade foi alcancada na condigéo
controle para a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039, enquanto a menor
produtividade ocorreu na maior concentragao de arsenito, também para a mesma
linhagem (Tabela 1).A produtividade para a linhagem Synechocystis sp. PCC6803
encontra-se na faixa de valores similares aos encontrados na literatura (Zavrel et al.,
2017). Tomados em conjunto, esses resultados destacam a importancia de considerar
a resposta individual de diferentes linhagens unicelulares a estimulos ou condi¢des
ambientais, como a presencga de arsenito. Além disso, eles sugerem que a linhagem

Synechocystis sp. CCM-UFV039 parece ser um organismo adequado para aplicagdes
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com vistas a alta produtividade, desde que seja cultivada sob condigdes adequadas,

se tratando de linhagens do género Synechocystis.

4.1.2 Linhagens homocitadas (Oscillatoriales)

As linhagens homocitadas apresentaram poucas alteragdes nos parédmetros
cinéticos e de produtividade quando expostas aos tratamentos com arsenito, mas
diferencas interessantes de resposta em relagdo as linhagens estudadas foram
encontradas.

No que diz respeito a curva de crescimento, ambas as linhagens mostraram
reducdes nas medigdes da DO7sonm NO tratamento com a concentragdo mais alta de
arsenito (T2) (Figura 3). E importante destacar que a linhagem A. terrestris CCM-
UFV034 exposta ao T2 conseguiu recuperar as medicoes de DOrsonm, alcangando
valores semelhantes aos do grupo controle no final do experimento. Por outro lado, a
linhagem L. platensis PCC7345 apresentou diferencas significativas em relacéo ao
grupo controle até o final do experimento. Esses resultados indicam que as linhagens
responderam de maneiras distintas aos estresses impostos. A linhagem A. terrestris
CCM-UFV034 demonstrou uma capacidade maior de recuperagao do estresse,
sugerindo a presenga de mecanismos eficientes para lidar com essas condigdes. Além
disso, percebe-se que tais mecanismos foram eficazes na redugdo dos efeitos

negativos sobre o crescimento e a multiplicagao celular dessa linhagem.

Os dados de produtividade confirmam os resultados observados no
crescimento, especialmente no caso da linhagem A. terrestris CCM-UFV034, que
manteve niveis de produtividade semelhantes aos do grupo controle ao final do
experimento (0,44 mg mL-'em ambos os casos) (Tabela 2). Por outro lado, a linhagem
L. platensis PCC7345 mostrou que o tratamento T2 teve um impacto significativo na
produtividade ao final do experimento, resultando em uma redugao de 32% em relagéo
ao controle. E interessante notar que essa reducdo na produtividade foi mais
acentuada do que a diminui¢cdo observada na DO7sonm (Figura 3). Isso sugere que a
linhagem L. platensis PCC7345 mobilizou parte do seu metabolismo, originalmente
destinado ao acumulo de biomassa, para manter uma taxa de crescimento mais
elevada. Esse realocamento de recursos pode explicar, ainda que parcialmente, as
diferencas na produtividade em relagdo ao controle, mesmo com uma redugdao menor

na densidade 6ptica.
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Os resultados aqui obtidos indicam que a linhagem A. terrestris CCM-UFV034
apresentou uma maior “estabilidade” na produtividade, enquanto a linhagem L.
platensis PCC7345 precisou realocar recursos metabdlicos para sustentar o
crescimento, resultando em uma redugdo mais expressiva na produtividade (Figura
3). Esses dados revelam que linhagens de um mesmo morfotipo, com caracteristicas
de crescimento semelhantes, exibem respostas bastante distintas quando se trata da
analise da produtividade. A capacidade superior da linhagem A. terrestris CCM-
UFV034 de crescer e produzir biomassa em condigcdes com a presenga de arsenito
indica que essa linhagem possui uma habilidade intrinseca para lidar com esse
elemento téxico no ambiente de crescimento. Essa caracteristica ja era esperada pelo
seu local de isolamento, onde também se encontrava a presenca desse elemento

toxico (Capitulo 1).

4.1.3 Linhagens heterocitadas (Nostocaceae)

Considerando os padrdes cinéticos obtidos das linhagens heterocitadas, foi
observado que as duas linhagens foram afetadas pelos arsenito nos tratamentos com
maior concentragao (T2), conforme indicado pelos dados de DO7sonm (Figura 4). Esses
resultados também se refletiram nos tempos de duplicagdo, revelando diferengas
significativas na taxa de crescimento entre as linhagens e os tratamentos. Portanto, é
evidente que a presenga de arsenito teve um impacto negativo no crescimento das
linhagens heterocitadas (Figura 4). Ao comparar as linhagens, observamos que a
linhagem Nostoc sp. PCC7120 apresentou maiores redugbes nos parametros
mencionados, em comparagao com a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035.
Enquanto a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 teve seu tempo de duplicagao
duplicado no tratamento T2, a linhagem Nostoc sp. PCC7120 teve um aumento
superior a 4 vezes esse valor. O mesmo padrao é observado na produtividade, embora
de forma menos acentuada. A linhagem Nostoc sp. PCC7120 registrou uma reducgéao
de aproximadamente 85% na produtividade, enquanto a linhagem T. flavodiazotum
sp. CCM-UFV035 apresentou uma redugéo de 70% (Tabela 3).

Os resultados aqui apresentados revelam que as linhagens heterocitadas
apresentam diferentes sensibilidades ao arsenito em relagdo ao crescimento e a
produtividade. Notavelmente, a linhagem T. flavodiazotum sp. CCM-UFV035
demonstrou uma reducao geral menos acentuada nos parametros mencionados, em

comparagéo com a linhagem Nostoc PCC7120, na concentragdo de 0,1mM As3*. Essa
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observacao ressalta a capacidade superior da linhagem T. flavodiazotum CCM-
UFVO035 de crescer e produzir biomassa em condigcdes com a presencga de arsenito,
indicando sua habilidade em lidar com esse elemento toxico.

Ao se analisar os dados da origem ecologica das linhagens aqui investigadas,
percebe-se que as linhagens isoladas do ambiente contaminado com As
apresentaram uma maior capacidade de crescer e produzir biomassa quando
expostas as concentragdes de arsenito, quando se comparada as linhagens modelo

utilizadas nesse trabalho.

4.2 Analises bioquimicas

4.2.1 Clorofilas totais

Tanto as linhagens unicelulares apresentaram uma tendéncia semelhante de
reducdo nos teores de clorofilas totais ao longo do tempo do experimento,
independentemente do tratamento (Figura 5). A resposta dos teores de clorofila nas
linhagens foi consistente ao analisarmos apenas as clorofilas a ou b, mostrando uma
proporcao semelhante em relagdo ao tempo e aos tratamentos. A Unica excecgao foi
uma tendéncia a redugao encontrada na linhagem heterocitada Nostoc sp. PCC7120,
no tratamento com maior concentracdo de arsenito na fase Log. Essa alteragao se
deve, muito provavelmente, a uma leve redugao da clorofila a e aumento da clorofila
b, visto nas quantificagbes desses pigmentos (Figura 6). A diminuigdo da razéo
clorofila a’/b € um padrao conhecido em respostas a certos tipos estimulos, como
alteracdes de luminosidade, especificamente a qualidade da luz. Em plantas, a
presenca da clorofila b também esta associada a estabilidade dos complexos de
coleta de luz (LHC) (Wdjtowicz et al., 2021). Ademais, essa razdo pode estar
associada diretamente a adaptagbes em alteragao de intensidade e qualidade de luz
(Ito et al., 1993). Em cianobactérias, a alteragao dessa razdo também pode estar
associada a intensidade e qualidade de luz (Lim et al.,, 2019). Também foram
observadas alteracdes nesta razao que podem estar associada a disponibilidade

nutricional (Jaiswal et al., 2018).

De forma geral, a aplicagdo de concentragdes de arsenito n&o apresentou um
impacto direto nos teores de clorofilas dessas linhagens, mesmo quando a linhagem

Synechocystis CCM-UFV039 teve seu crescimento e produtividade afetados pela
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adicao do arsenito. Isso indica que a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039
conseguiu manter niveis de clorofilas totais proximos aos de uma condi¢ao controle,
em troca de crescimento e produtividade. A reducao dos teores de clorofila na
presenca do arsenito € um padrdo ja relatado na literatura (Bhattacharya e Pal,
2011b), e para o arsenato, ja foi descrito inclusive para espécies unicelulares (Huang
et al., 2014). Um dos efeitos do arsenito no interior da célula é a produgao de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que podem afetar a cadeia transportadora fotossintética,
resultando em alteragdes nos teores de clorofilas (Latifi et al., 2009) e uma maior
remobilizagdo dessas proteinas. A capacidade da linhagem Synechocystis sp. CCM-
UFV039 em manter niveis de clorofila diante do estresse ao arsenito indica uma
capacidade de remediagao desses impactos nas clorofilas, mesmo com efeitos sobre

outros paréametros biologicos.

No que diz respeito aos padrdes de alteragdao nas linhagens homocitadas, é
observada uma tendéncia de aumento nos teores de clorofila ao longo da duragao do
experimento, com uma redug&o ou manutengao dos teores iniciais na fase logaritmica
de crescimento. Essa reducdo foi mais pronunciada na linhagem L. platensis
PCC7345. No geral, os teores de clorofila aumentaram em todos os tratamentos até
o final do experimento. Os teores de clorofilas a € b também responderam
proporcionalmente aos teores totais para ambas as linhagens. Foi possivel observar
que a adicao de arsenito na menor concentragao (T1) no meio cultivo trouxe aumentos
nos teores de clorofila a para linhagem A. terrestris CCM-UFV034. Ferrari et al., 2013
mostra que na linhagem Nostoc minutum, a adigdo de arsénio pode estimular a
producao de alguns metabdlitos, como clorofilas e carotendides. Tal comportamento
pode acontecer devido a estimulos no crescimento, por mecanismos ainda nao

completamente esclarecidos.

Nas linhagens heterocitadas, foi observada uma redug&o nos teores de clorofila
a em ambas as espécies na presencga da maior concentragao de arsenito (Tratamento
2). Essas reducgdes foram de aproximadamente 43% a 45% para as ambas linhagens.
Os teores de clorofila b também responderam proporcionalmente aos teores de
clorofila a em ambas as linhagens. Essa resposta de redugdo nos teores de clorofila
com a exposi¢ao ao arsenito ja foi descrita anteriormente, no sentido de um efeito das

ROSs geradas pelo arsénio sobre o aparato fotossintético (Bhattacharya and Pal,



117

2011). A alteracao dos pigmentos fotossintéticos de linhagens heterocitadas também
ja foi observada em organismos do género Nostoc e Trichormus (Ferrari et al., 2013),
porém, em um contexto de aumento desses metabdlitos na presenca do baixas
concentracdes de arsenato. Os resultados aqui apresentados indicam que as
linhagens heterocitadas desse trabalho sofreram impactos nos conteudos de clorofila
devido a presencga do arsenito no meio de cultivo; ndo obstante, ¢é plausivel sugerira
que essa reducao seja derivada da presenca de ROS geradas pelo arsénio, e ndo um

efeito direto dessa molécula.

As diferentes linhagens estudadas apresentaram padrées distintos de
comportamento em relagdo aos niveis de clorofila nas células (Figuras 5, 6 e 7). No
caso das linhagens unicelulares, ambas mantiveram niveis semelhantes de clorofila
em comparagdo ao grupo controle, apesar das diferengcas observadas na
produtividade e no crescimento da linhagem Synechocystis CCM-UFV039. Por outro
lado, nas linhagens homocitadas, notamos que baixas concentragcbes de arsenito
resultaram em aumentos nos teores de clorofila para a linhagem A. terrestris CCM-
UFV034, indicando um possivel estimulo na producdo desse metabdlito. Ja nas
linhagens heterocitadas, os efeitos sobre esse metabdlito foram mais significativos,
com redugdes observadas em ambas as linhagens na condicdo de maior
concentracdo de arsenito, provavelmente relacionado a uma mobilizagdo dos

aparatos fotossintéticos devido aos estresses gerados pela presenga do arsenito.

4.2.2 Proteinas e aminoacidos soluveis totais;

Considerando os dados de proteinas totais das linhagens unicelulares,
observou-se que a linhagem Synechocystis sp. PCC6803 manteve os niveis de
proteinas ao longo de todo o experimento, independentemente dos tratamentos
utilizados. No entanto, na linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 apresentou um
aumento nos conteudos de proteinas na fase Est, especialmente no tratamento com
maior concentragéo de arsenito (T2) (Figura 8A).

Essa resposta diferencial nos conteudos de proteina pode estar relacionada ao
crescimento diferencial que as linhagens apresentaram em resposta a disponibilidade
de arsenito no meio de cultivo. E importante ressaltar que alteracdes nos niveis de
proteinas durante estresses causados pelo arsénio sdo um padréo ja relatado em

cianobactérias. Tanto a redugdo desse metabdlito (Bhattacharya and Pal, 2011b)
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quanto o aumento de seus niveis (Ferrari et al., 2013) em condi¢ées com a presenca
de arsenito foram observados em diferentes morfotipos ja foram previamente
relatadas.

No caso da linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039, essa proteina
disponivel provavelmente é um metabdlito que foi realocado em detrimento do
incremento de biomassa, como podemos relacionar em conjunto aos dados cinéticos
anteriores. Essas alteracbes sdo de certa forma esperadas, vide a necessidade de
uma remobilizagdo proteica em condigdes de estresse em geral (Babele et al., 2019),
com a disponibilizacdo de precursores para resposta a condicdo que esses
organismos estdo submetidos. Essa hipotese € refor¢cada pelo conteudo dos
aminoacidos soluveis totais, cujo valores foram também superiores nesse mesmo
ponto amostral (Figura 8B).

Quando observado os padroes de resposta desses metabdlitos aos
tratamentos com arsenito para as linhagens homocitadas, observamos uma tendéncia
para manutencdo dos conteudos durante o experimento, independente dos
tratamentos. Isso indica que essas linhagens conseguiram evitar a entrada do arsenito
ou mitigar os seus efeitos celulares, sem necessidade de uma realocagdo dos
conteudos proteicos, ou efeitos sobre esses conteudos nas concentragdes em que
estavam expostas.

A reducao dos niveis de proteinas totais na presenca do arsenito foi observada
para apenas a linhagem Nostoc sp. PCC7120 (Figura 10). Alteracdes similares
alteracdo ja foram observadas em microalgas, como Chlorella minutissima e
Scenedesmus sp. A redugao nos conteudos de proteinas também foi acompanhada
pela redugao nos conteudos de clorofila nas microalgas (Arora 2017), o que também
foi encontrado na linhagem Nostoc PCC7120. Em contrapartida, considerando os
conteudos de proteinas e aminoacidos da linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035
uma manutencao desses metabdlitos aos niveis da condi¢gao controle foi observada.
Isso provavelmente indica que essa linhagem foi capaz de regular o fluxo desses
metabdlitos frente ao estresse. Vemos também que essa linhagem apresentou uma
reducdo das clorofilas e que nao foi refletida nos conteudos de proteinas e
aminoacidos, redugcdo que ocorreu nesses metabdlitos para linhagem Nostoc
PCC7120. E plausivel sugerir que as alteragdes geradas nos teores de clorofila para

linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035, sem 0 acompanhamento de alteragdes nas
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proteinas, revelam uma maior capacidade de manter o aparato fotossintético nas
condi¢des a qual estava exposta.

E possivel que a reducdo nesses metabdlitos tenha uma relagéo com os danos
causados pelo arsenito, tanto por parte das EROs possivelmente gerados, levando a
uma maior mobilizagao de recursos para atuar na mitigagcao das EROs, quanto a agao
direta do arsénio nas proteinas (Vergara-Gerénimo et al., 2021) . O As pode se ligar a
a proteinas por meio de interagdes com residuos de cisteina individuais, motifs Zinc
Finger (ZnF) e dominios de RING Finger, causando alteragdes na sua estrutura (Jiang
et al., 2018; Vergara-Geronimo et al., 2021) e levando a degradagédo (Kluska et al.,
2018).

Uma outra hipétese que pode explicar a reducdo dos conteudos de proteina
para a linhagem Nostoc sp. PCC7120 é a redugéo da Fixag&o Bioldgica de Nitrogénio
(FBN). A FBN é um processo metabdlico muito complexo e sensivel, principalmente
em relagao a presencga do oxigénio. A presenga de ERO pode ser ainda mais danosa
ao processo de fixacado, que apenas o oxigénio (Postgate, 1982; Vitousek et al., 2002),
inclusive sendo gerado durante esse processo. Para algumas bactérias fixadoras de
nitrogénio, os processos e protecado a ERO s&o regulados positivamente para evitagao
da reatividade do oxigénio produzido durante a FBN (Alquéres et al., 2010; Srivastava
et al., 2009).

4.2.3 Glicogénio

Foram identificados padrdes interessantes de resposta ao analisar os dados da
quantificacao do glicogénio nas linhagens estudadas. Foi observado um aumento nos
niveis de glicogénio em ambas as linhagens unicelulares com a adi¢do de arsenito.
Esse aumento foi mais significativo durante a fase logaritmica. Portanto, é possivel
que a presenca do arsenito no meio de cultivo tenha favorecido, ainda que
parcialmente, o acumulo dessas reservas de carbono.

A razdo das reservas de carbono pode ter uma relagdo com um balanco
energético celular, onde a célula favoreceu o acumulo dessas reservas durante o
crescimento. A sintese de glicogénio também é um processo que contribui para a
regulacado balango energético de cianobactérias (Cano et al., 2018) Observando os
dados de crescimento e produtividade, vemos que as linhagens nado tiveram

alteragdes significativas nesses parametros, o que indica que o crescimento dessas
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linhagens nao foi afetado pelo acumulo do glicogénio. O glicogénio também pode ser
acumulado em condicdes de estresse como uma forma de preparar a célula para
condigbes desfavoraveis (Cano et al., 2018). Esse acumulo também é fundamental
para uma resposta celular efetiva a estresses abidticos (Grundel et al., 2012). Neste
contexto, a resposta ao estresse requer uma conexao eficiente entre glicogénio e
metabolismo central de carbono pelas enzimas fosfoglucomutases (Ortega-Martinez
et al., 2023).

Cabe ressaltar também que o arsénio apresenta-se como um inibidor da
glicdlise, atuando diretamente nas enzimas Hexokinase (HXK) e Piruvato quinase
(Vergara-Gerénimo et al., 2021). A proteina HXK também pode atuar como um
regulador de diversas outras enzimas, especificamente em fungos (Rodriguez et al.,
2001). Nao menos importante, a proteina HXK também se mostra com um importante
sensor dos conteudos de agucares nesses organismos (Vega et al., 2016). A alteragéo
da sua atividade ou estrutura, pode estar afetando essas vias metabdlicas. E possivel
que essa resposta de acumulo de glicogénio possa ser um efeito derivado do
afrouxamento do controle metabdlico dos esqueletos carbdnicos. Tanto pela deplegao
da atividade de enzimas da glicdlise, quanto efeitos nas fungdes regulatorias dessas
proteinas, afetadas pela presencga do arsenito.

De forma oposta, foi observado uma redugao dos niveis de glicogénio na fase
estacionaria para linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039. Por conta dos impactos
gerados pela presenga do arsenito no meio no seu crescimento, é possivel que essa
reducao ocorreu pelo fato dessa linhagem nao estar conseguindo manter tanto o
crescimento quanto a mitigagao dos estresses gerados pela presenca do arsenito. O
fato dessa linhagem exibir baixos conteudos de glicogénio nesse ponto amostral,
sugerem que essa linhagem n&o conseguiu produzir uma resposta efetiva a esse
estresse, o0 que também se pode observar nos dados de crescimento.

Considerando os dados relativos as linhagens homocitadas, vemos que a
linhagem L. platensis PCC7345 ndo mostrou variagdo dos conteudos em relagdo aos
tratamentos com arsenito. Diferentemente, a linhagem A. terrestris CCM-UFV034
apresentou redugdes dos teores de glicogénio ao fim do experimento (Dia 9), em
ambos tratamentos.

Essa redugao pode estar relacionada a um investimento dessas reservas em
mecanismos de tolerancia e mitigagdo ao arsenito. Muitos dos mecanismos de

evitacdo e mitigacdo dos impactos derivados da presenga do arsénio requerem um
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investimento energético, como a produgao de EPS (Cassier-Chauvat and Chauvat,
2015; Dutta and Bhadury, 2020) ou de enzimas e componentes anti-oxidantes néo
enzimaticos (Shilpi et al., 2015). Essas vias de resposta ao estresse submetido podem
influenciar os niveis das reservas de carbono. Podemos observar que a linhagem A.
terrestris CCM-UFV034. Teve uma melhor performance de crescimento e
produtividade com a adi¢do do arsenito, quando se comparada a linhagem L. platensis
PCC7345. Isso indica que a linhagem A. terrestris CCM-UFV034 foi capaz de investir
recursos energéticos para tanto responder ao arsenito, quanto manter um crescimento
celular satisfatorio.

Ja para as linhagens heterocitadas vemos no geral um incremento nos
conteudos de glicogénio com a adi¢gao do arsenito no meio de cultivo. Esse aumento
foi perceptivel na fase logaritmica e estacionaria para linhagem Nostoc sp. PCC7120,
no tratamento com maior concentracdo de arsenito (T2). Para linhagem T.
flavodiazotum sp. CCM-UFV035 é observado um aumento nesse metabdlito apenas
na fase estacionaria, para ambos tratamentos. A alteracdo observada nos conteudos
de glicogénio foi diferencialmente expressa entre as linhagens. A linhagem Nostoc sp.
PCC7120 trouxe incrementos de 151 e 245% nos niveis de glicogénio para os pontos
da fase logaritmica e estacionaria respectivamente, para o tratamento T2. Para a
linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 os incrementos observados na fase
estacionaria foram na magnitude de 124% e 72% para os tratamentos T1 e T2
respectivamente. Isso indica que as linhagens responderam de forma semelhante ao
estresse gerado, mas com diferengas significativas na magnitude dessa resposta, se
tratando dos conteudos de glicogénio nas células.

No geral, vemos que os conteudos de glicogénio encontrados nas linhagens
aqui analisadas mostram um padrdo de acumulo dessa reserva. Podemos resgatar
novamente o arsénio como um inibidor da glicdlise (Vergara-Geréonimo et al., 2021), e
a funcédo da proteina HXK como um regular de diversas outras enzimas (Rodriguez
et al., 2001), além de sua importancia como um sensor metabdlico. Reforgando, é
possivel que o padrdo de acumulo do glicogénio possa ser um efeito derivado do
afrouxamento do controle metabdlico de esqueletos carbdnicos. Tanto pela depleg¢ao
da atividade de enzimas da glicdlise, quanto efeitos nas fungdes regulatérias dessas
proteinas, seja pela agao direta do arsenito ou pelas possiveis EROs presentes nesse

estresse.



122

4.3 Analises de microscopia

4.3.1 Linhagens unicelulares (Synechocystis spp. PCC6803 e CCM-UFV039)

As imagens obtidas por microscopia eletrbnica de varredura evidenciam a
morfologia cocodide das linhagens de Synechocystis investigadas neste estudo
(Figuras 13 e 14). Embora ambas as linhagens pertencam ao mesmo género, é
possivel observar diferencas no formato celular entre elas. Essa plasticidade
morfolégica encontrada em linhagens de um mesmo género ja € descrita na literatura,
tanto para linhagens unicelulares (Komarkova et al., 2010) quanto filamentosas
(Almeida et al., 2023; Hrouzek et al., 2005), porém, essa informagéo sobre linhagens
de regides tropicais e subtropicais ainda é insuficiente. A plasticidade fenotipica
também ja é relatada para outros diferentes morfotipos de cianobactéria, a depender
do ciclo de vida e dos nutrientes disponiveis no ambiente em que essa linhagem se
encontra, e se mostra importante para respostas as flutuagdes ambientais (Stomp et
al., 2008; Zapomélova et al., 2008). Esses resultados trazem informagdes importantes
sobre a linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 e suas caracteristicas especificas,
explicitando a diversidade morfoldégica de linhagens desse género, assim como
linhagens de regides pouco exploradas.

Um resultado bem interessante é a presenga do EPS nas imagens, que se
mostraram significativamente presentes com um maior didametro da camada dessa
substancia nos tratamentos com arsenito (Figura 22). O EPS & uma molécula que
possui um papel importante na protecdo contra uma ampla gama de estresses
abidticos nesses organismos (Laroche, 2022; Shalaby and Dubey, 2018). Essa
molécula também pode atuar como um mobilizador de diversos metais pesados (De
Philippis et al., 2011). E possivel que o aumento da camada de EPS nessas células
tenham uma relagdo com a presenga do arsenito. Alguns trabalhos ja evidenciaram
uma maior produgao de EPS na presencga de arsénio (Dutta and Bhadury, 2020). Uma
maior producdo de EPS também é observada em algumas em certas condigdes
estresses mais gerais, como salina, osmaética e luminoso (Alvarenga et al., 2020;
Shalaby and Dubey, 2018). O estimulo da deposi¢cao do EPS sobre a célula como uma
resposta direta a exposi¢ao ao arsenito ainda ndo € um processo esclarecido, mesmo
ja sendo um padrao observado em algumas espécies (Dutta and Bhadury, 2020).

O EPS pode auxiliar na imobilizagdo do arsenito através das propriedades

sequestradores de certos radicais, quem compdem esse polimero (Al-Amin et al.,
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2021). A adorgao de metais pesados ocorre principalmente pelos grupos carboxilicos.
Aém do grupo carboxila, os grupos fosférico e hidroxila podem contribuir
significativamente para o sequestro de ions metalicos (De Philippis et al., 2011),
diminuindo a mobilidade desse elemento para o interior celular. Junto a isso, a
presenga de grupos com acido urdnico e radicais sulfato fornecem uma maior carga
negativa para o EPS, favorecendo a ligagdo com ions carregados positivamente
(Ozturk et al., 2009). Alguns aminoacidos também estdo envolvidos nessa captura
desses ions, incluido o arsénio (Santini and Vanden Hoven, 2004).

Essa capacidade do EPS de adsorver cations pode variar de acordo com a
composi¢cao dessa molécula (Pereira et al., 2009). Além disso, a interagéo direta com
0 arsénio ja foi relatado em EPS produzido por cianobactérias, especificamente ao
género filamentoso heterocitado Nostoc (Dutta and Bhadury, 2020). A formacéo de
agregados celulares na presenca de arsénio no meio também ja foi observada em
outras linhagens de cianobactéria (Andy et al., 2008; Dutta and Bhadury, 2020), que
se mostra como um mecanismo fisico de protecédo, diminuindo a superficie celular
exposta ao ambiente, e a mobilidade de certos elementos no interior desses

aglomerados.

4.3.2 Linhagens homocitadas (L. platensis PCC7345 e A. terrestris CCM-UFV034)

Para as linhagens homocitadas observou-se a morfologia filamentosa dessas
linhagens. O limite entre as células foi pouco visivel, sendo observado apenas para
alguns trechos do filamento da linhagem L. platensis PCC7345. Acreditamos que a
presenca de uma camada de EPS, na forma de uma bainha laminada sobre todo ou
quase todo os filamentos de ambos organismos, dificultou a visualizagao dos limites
celulares. Junto a isso, a linhagem A. terrestris CCM-UFV034 apresentou uma
camada de EPS mais rigida e continua do que a linhagem L. platensis PCC7345. Esse
padrdo de uma bainha laminar € similar ao encontrado para a linhagem Plectonema
wollei (St. Amand et al., 2005). Foi possivel observar o EPS tanto nas condicbes
controle como nas células expostas ao arsenito. Também foi observado o EPS de
forma livre, em uma matriz (Setas amarelas — Figuras 15 e 16). Como ja abordado, o
EPS é uma matriz extracelular produzida por muitas cianobactérias e desempenha
um papel importante na formacdo de biofilmes e na protecdo contra estresses
ambientais (Shalaby and Dubey, 2018). Sua presenca indica que essas linhagens

sao capazes de produzir EPS mesmo em condi¢cdes adversas, como a presencga de
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arsenito. A presenga aumentada de EPS e células associadas em agregados também
estdo presentes nesses organismos, e indicam uma tentativa das células de se
protegerem e se adaptarem a essas condigdes. Essa resposta em um aumento no
padrdo de agregamento de linhagens expostas ao arsénio ja foi relatada para
organismos da ordem unicelulares (Andy et al., 2008) e filamentosos (Dutta and
Bhadury, 2020), como ja abordado anteriormente.

Uma observacgao interessante € a presenca de “vilosidades” nos tricomas de A.
terrestris CCM-UFV034. N&o foi possivel definir a origem ou composi¢cdo dessas
estruturas, porém, acreditamos que sejam parte do EPS, provavelmente projecdes da
matriz dessa molécula. Pelas observagbes microscopicas, a quantidade dessas
vilosidades parece estar superior nos tratamentos com arsénio, porém nao foi possivel

aferir quantitativamente essa observagao.

4.3.3 Linhagens Heterocitadas (Nostoc sp. PCC7120 e T. flavodiazotum CCM-
UFV035)

As imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura trouxeram dados
interessantes quanto a morfologia das linhagens. A presencga de EPS foi observada
em microcolOnias para ambas linhagens, tanto no controle quanto nos tratamentos
submetidos. Isso sugere que a producao de EPS é uma caracteristica intrinseca
dessas linhagens, independentemente da exposi¢cdo ao arsenito. Sua presenga nas
microcolbnias indica que essas linhagens sdo capazes de produzir EPS como a
presenca de arsenito. Vemos que a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 trouxe
um EPS organizado de forma diferente da linhagem Nostoc sp. PCC7120, com uma
matriz mais extensa e externa as microcolénias. Essa diferenga é esperada vide a

plasticidade fenotipica dentro do grupo das Nostocales.

Quanto as alteragbes observadas nas células expostas ao arsenito, foi
constatado que, no tratamento com menor concentragao de arsénio (T1), as células
apresentaram um padrdao menos arredondado e mais longilineo. Essa mudanga na
morfologia pode indicar uma resposta adaptativa das células ao estresse causado
pelo arsenito. Sabemos que quanto mais proxima a forma de um poligono a uma
esfera, menor sua razdo Superficie area/volume (SA/V). As células se podem se
tornar mais alongadas em busca de alterar a relacdo SA/V, ou por alteragdes na

divisao celular, levando a células com um maior comprimento antes da divisao (Harris
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and Theriot, 2018). Junto a isso, essa alteragao de volume/superficie celular pode ser
um efeito da reducdo do volume citoplasmatico sem uma redugcdo da membrana

plasmatica.

No tratamento com maior concentracéo de arsenito (T2), além da mudancga
para um padrao mais longilineo, foi observada a presenca de células mais disformes
e tricomas menores. Isso mostra que o arsenito em alta concentragao pode afetar
negativamente o crescimento e a morfologia das células. A fragmentagéo dos tricomas
pode ser um dano causado pela desestabilizacdo das membranas, efeito direto da
presenca de ROS (Andy et al., 2008; Cassier-Chauvat and Chauvat, 2015; Swapnil et
al., 2017). Essa fragmentagdo ocorre pela morte de algumas células no tricoma,
levando ao rompimento do mesmo (Adamec et al., 2005). Também, a fragmentagao
dos tricomas pode ser uma forma de reproducdo/colonizagao desses individuos,
realizada nessa condi¢ao hostis com o provavel obtivo de dispersar células para novos

ambientes.

A presenca aumentada de EPS e células associadas em agregados também
indicam uma tentativa das células de se protegerem e se adaptarem as condigdes
adversas, formando uma matriz extracelular mais densa, diminuindo a mobilidade
desse elemento para o interior das células. Ja foi observado que agrupamento e
agregacao celular pode estar respostas ligadas a produgao de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Como resultado, essa agregacao permite a protecdo das células de
diversas condi¢des durante este periodo de estresse (Sure et al. 2016). Novamente,
os filamentos agregados também podem ser beneficiado por minimizar a area de
superficie total e, assim, reduzir a exposicdo ao As, também ja observado

anteriormente (Dutta and Bhadury, 2020).

Considerando os dados do EDS, podemos destacar alguns elementos que
tiveram alteragao nas suas distribuicdes nos tratamentos com arsenito. Considerando
o Carbono, as unicas alteragdes percepitives na distribuicdo foram uma reducéo na
condicdo dos Tratamento 1 para linhagem L. platensis PCC7345 e ambos

tratamentos para linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035.

Para os outros elementos, destacamos o Potassio que teve sua distribuigao

aumentada para as linhagens unicelulares e o Fosfato para as linhagens homocitadas.
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Para os demais elementos, padroes de aumento e reducdo foram encontrados, mas

sem nenhuma relagao aparente comum as linhagens nos tratamentos.
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5. CONCLUSOES

Em suma, os resultados aqui apresentados revelaram padrdes distintos de
resposta em termos de crescimento das linhagens estudadas quando expostas ao
arsenito. As linhagens unicelulares, mostraram respostas diferentes ao tratamento
com a maior concentragao de arsenito, tendo a linhagem Synechocystis sp. CCM-
UFV039 apresentado redugdes significativas no crescimento e na produtividade. Isso
indica que as linhagens responderam, de maneiras distintas, ao arsenito, afetando

diretamente seu crescimento e produtividade.

No caso das linhagens homocitadas, tanto a linhagem A. terrestris CCM-
UFV034 quanto a linhagem L. platensis PCC7345 apresentaram redug¢des na
densidade éptica no tratamento com a maior concentragao de arsenito. No entanto, a
linhagem A. terrestris CCM-UFV034 demonstrou uma capacidade maior de
recuperacao do estresse, mantendo niveis de produtividade semelhantes ao controle.
Por outro lado, a linhagem L. platensis foi caracterizada por uma redugdo na
produtividade mais expressiva do que na densidade 6ptica, indicando realocagao de

biomassa para sustentar o crescimento na condi¢ao exposta.

No caso das linhagens heterocitadas, a linhagem Nostoc sp. PCC7120
apresentou maiores redugdes no crescimento e na produtividade em resposta ao
arsenito em comparagao com a linhagem T.flavodiazotum. CCM-UFV035. Isso sugere
que a linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 possui uma maior capacidade de lidar
com o arsenito e manter seu crescimento e produtividade. Além disso, considerando
os dados cinéticos obtidos, as linhagens isoladas de ambientes contaminados com
arsénio mostraram uma maior capacidade de se recuperar, crescer e produzir
biomassa na presenca de arsenito, em comparagdo com as linhagens modelo
utilizadas no estudo, indicando uma potencial adaptacao prévia as condi¢gdes de

exposigao ao arsenito.

Os dados bioquimicos apresentados neste estudo revelam alteracbes
metabdlicas interessantes nas linhagens estudadas, em resposta a presenca do
arsenito. Houve uma clara mobilizagdo de certos metabdlitos em diferentes linhagens
e tratamentos. No caso dos pigmentos, observou-se uma redugao geral nas linhagens

afetadas pelo tratamento com arsenito, sugerindo alteragbes nos aparatos
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fotossintéticos. No entanto, uma linhagem especifica, A. terrestris CCM-UFV034,
apresentou um aumento do metabdlito em resposta a menor concentragcdao de
arsenito, indicando uma possivel sinergia entre a presenca desse elemento e a

sintese de clorofilas.

Em relagao as proteinas e aminoacidos, foram observados padrées distintos
de reducdo e aumento. A linhagem Synechocystis sp. CCM-UFV039 apresentou um
aumento desses metabdlitos na maior concentracéo de arsenito, sugerindo uma alta
degradacéao celular e impactos significativos do arsenito nesse organismo. Por outro
lado, nas linhagens heterocitadas, houve uma reducéo nas proteinas e aminoacidos,
indicando um investimento metabdlico desses componentes na condicdo exposta. A
linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035 mostrou alteragbes apenas na fase Log,
retornando aos niveis normais na fase estacionaria, o que indica uma melhor

performance no controle metabdlico dentro do tratamento exposto.

Quanto aos niveis de glicogénio, foram também observados padrdes de
reducdo e aumento. Os aumentos desse metabdlito podem estar associados a uma
preparacdao para condicbes de estresse ou uma diminuicdo do controle sobre
mecanismos regulatorios do fluxo de esqueletos carbénicos. Para as linhagens que
apresentaram reducédo do glicogénio na presenga de arsenito, acredita-se que o
investimento energético para mitigacao e evitagdo do arsenito desempenhe um papel

importante nesse padréo.

Considerando as alteragbes morfologicas observadas nos individuos
estudados, estratégias adaptativas para redugao da exposi¢ao das células ao arsenito
presente no meio de cultivo foram observadas. Essas respostas estao principalmente
associadas a um aumento na produgao de EPS (Exopolissacarideos), que pode atuar
como um imobilizador do arsenito, além de favorecer um maior padrdao de agregagao
celular. Com efeito, impactos no diametro dos tricomas além de alteragbes superficie

area/volume foram observadas na presenca do arsenito.

Os resultados obtidos destacam a importancia de considerar as respostas
individuais das diferentes linhagens a estimulos e condi¢des ambientais, como a
presenca de arsenito. Além disso, eles fornecem evidéncias acerca da capacidade de

diferentes linhagens de cianobactérias em lidar com a presenga do arsenito e sugerem
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que algumas linhagens podem ser mais adequadas para aplicagdes em condi¢coes
com a presenca desse elemento téxico. Os resultados deste estudo demonstram
também que as linhagens estudadas respondem de maneiras diferentes a presenca
do arsenito, evidenciando alteragées metabdlicas distintas. Tomados em conjuntos,
tais resultados contribuem significativamente para uma melhor compreensdo dos
efeitos do arsenito em organismos e podem ter implicagbes importantes para o
desenvolvimento de estratégias de mitigagdo e remediagdo de ambientes
contaminados por arsenito, assim como o impacto dos contamionantes no
metabolismo das cianobactérias. As modificagdes morfoldgicas observadas indicam
uma resposta adaptativa das células para minimizar os efeitos do arsenito e
possivelmente proteger a integridade celular. Todavia, sdo ainda necessarias mais
investigacbes para compreender completamente os mecanismos subjacentes a tais
alteracdes e seu papel na sobrevivéncia e resposta ao arsenito em cianobactérias.
Cabe ressaltar ainda que mais estudos sado necessarios para compreender
completamente os mecanismos subjacentes a essas respostas adaptativas e explorar

o potencial de aplicagao dessas linhagens em diferentes contextos.
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RESUMO

As cianobactérias possuem mecanismos complexos para responder ao estresse
causado pela presenca de arsénio (As). Diversos estudos evidenciam que tais
respostas abrangem uma ampla gama de modificagdes, incluindo alteracdes
morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas, genémicas e protedmicas. O operon ars,
exemplificado em Synechocystis sp. PC6803, desempenha um papel central nesse
contexto, sendo referido como operon ars1, ars2 ou ars3 de acordo com as variagcoes
nos genes regulatérios e nas proteinas presentes. Este operon produz dois
mecanismos cruciais para a detoxificagdo do As na célula: uma redutase do arsenato
(codificada por arsC) e uma permease do arsenito (codificada por arsB ou acr3).
Outros genes, como arsl/1 e arsM, também participam dos mecanismos de resisténcia
ao As em cianobactérias. A toxidez das formas inorganicas de As € superior a dos
compostos organicos, destacando a importancia da enzima ArsM na metilagdo do As,
gerando formas menos téxicas. A filogenia dos genes ars surge como uma ferramenta
relevante para a compreensao da evolugdo desses genes em cianobactérias, com
implicagdes praticas na biotecnologia ambiental e preservagao de ecossistemas. Além
disso, s&o também sdo discutidos processos como desintoxicagdo via
biotransformacao, e a menor tolerancia de cianobactérias filamentosas ao As em
comparagao com linhagens unicelulares. A compreenséao da filogenia dos genes ars
€ apresentada como um elemento crucial para insights na biotecnologia ambiental,
possibilitando o desenvolvimento de estratégias mais eficientes de remediagdo. A
importancia dessas informacbes € ressaltada em relacdo a preservagcao de
ecossistemas e a promogao da saude humana, dada a grave ameacga representada
pela exposicao ao As. Assim, o estudo da filogenia dos genes ars emerge como uma
contribuicdo fundamental para a compreensdo da evolugado e aplicagdes praticas
desses genes em cianobactérias. Os resultados obtidos para reconstrugéo
filogenética dos genes estudados nesse trabalho mostram dados interessantes sobre
a evolugao de genes relacionados ao metabolismo de arsénio dentro do grupo das
cianobactérias. A topologia obtida indica que o a presenga gene acr3 pode ter surgido
em momentos anteriores a diversificagdo de certos clados, como Synechocystis,
Microcoleus e o grupo das Nostocales, visto os organismos desses géneros na nossa
analise se agruparam em ramos similares as reconstrugcbes com base no gene da
subunidade 16S do RNA ribossomal. As sequéncias para o gene arsM no grupo das
cianobactérias formam um clado monofilético bem robusto. Essa relagao indica que o
gene arsM tem um surgimento bem antigo, assim como alguns trabalhos ja indicam
para o gene arsC. Nossos resultados reforcam essa relagéo evolutiva préxima entre
o gene arsM e a filogenia do 16S rRNA. Em resumo, os resultados fornecem insights
valiosos sobre a evolugao dos genes acr3 e arsM e sua relagdo com o operon ars nas
cianobactérias, destacando a complexidade das relagdes filogenéticas e a
necessidade de estudos adicionais para elucidar completamente esses processos
evolutivos.

Palavras chave: Cianobactérias, arsénio, filogenia, operon ars, acr3, arsM
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ABSTRACT

Cyanobacteria possess complex mechanisms to respond to stress induced by the
presence of arsenic (As). Various studies highlight that these responses encompass a
broad spectrum of modifications, including morphological, physiological, biochemical,
genomic, and proteomic alterations. The ars operon, exemplified in Synechocystis sp.
PC6803, plays a central role in this context, referred to as ars1, ars2, or ars3 operon
based on variations in regulatory genes and associated proteins. This operon yields
two crucial mechanisms for As detoxification within the cell: an arsenate reductase
(encoded by arsC) and an arsenite permease (encoded by arsB or acr3). Other genes,
such as arsl1t and arsM, also participate in As resistance mechanisms in
cyanobacteria. The toxicity of inorganic As forms surpasses that of organic
compounds, underscoring the significance of the ArsM enzyme in As methylation,
generating less toxic forms. The phylogeny of ars genes emerges as a pertinent tool
for understanding the evolution of these genes in cyanobacteria, with practical
implications in environmental biotechnology and ecosystem preservation. Additionally,
processes such as detoxification through biotransformation are discussed, along with
the lower tolerance of filamentous cyanobacteria to As compared to unicellular strains.
Understanding the phylogeny of ars genes is presented as a crucial element for
insights in environmental biotechnology, enabling the development of more efficient
remediation strategies. The importance of this information is emphasized concerning
ecosystem preservation and human health promotion, given the severe threat posed
by As exposure. Thus, the study of ars gene phylogeny emerges as a fundamental
contribution to comprehending the evolution and practical applications of these genes
in cyanobacteria. The results obtained for the phylogenetic reconstruction of the
studied genes in this work provide interesting insights into the evolution of genes
related to arsenic metabolism within the cyanobacteria group. The obtained topology
suggests that the presence of the acr3 gene may have emerged earlier than the
diversification of certain clades, such as Synechocystis, Microcoleus, and the
Nostocales group, as organisms from these genera in our analysis clustered in
branches similar to reconstructions based on the 16S rRNA gene. Sequences for the
arsM gene in the cyanobacteria group form a robust monophyletic clade, indicating
that the arsM gene has an ancient origin, consistent with previous findings for the arsC
gene. Our results reinforce this close evolutionary relationship between the arsM gene
and the 16S rRNA phylogeny. In summary, the results provide valuable insights into
the evolution of acr3 and arsM genes and their relationship with the ars operon in
cyanobacteria, highlighting the complexity of phylogenetic relationships and the need
for additional studies to fully elucidate these evolutionary processes.

Keywords: Cyanobacteria, arsenic, phylogeny, ars operon, acr3, arsM.
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1. INTRODUGAO

As cianobactérias possuem mecanismos complexos para responder ao
estresse causado pela presenca de arsénio (As). Estudos no tema (Huertas et al.,
2014; Pandey et al., 2013; Srivastava et al., 2009) mostraram que essas respostas
envolvem alteragdes morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas, gendmicas e
protedmicas. Além disso, varias espécies de cianobactérias sao capazes de acumular
e resistir ao As por meio de diversas biotransformacdes (Huang et al., 2012; Wang et
al., 2013). Essa habilidade €& crucial para a sobrevivéncia dessas bactérias em
ambientes contaminados por As. Por exemplo, em Synechocystis sp. PC6803, que é
a linhagem de cianobactéria mais bem caracterizada quanto a resisténcia e
metabolismo do As, o operon ars (arsBHC) responde pelo principal mecanismo de
resisténcia ao As (Huertas et al., 2014) Esse operon possui variagdes dentro do grupo
das bactérias, sendo referido comumente como operon ars1, ars2 ou ars3, com base
nas variagdes dos genes regulatérios e das proteinas de efluxo presentes (Garbinski
et al., 2019; Sousa et al., 2015). Esses operons geram como produto, dois dos
principais mecanismos para a detoxificagdo do As na célula. O primeiro, uma redutase
do arsenato, codificada pelo gene arsC (arsC1, arsC2 e arsC3 a depender do operon
presente), que catalisa a redu¢ao do As pentavalente [As(V)] ao trivalente [As(lIl)], a
partir da transferéncia de dois elétrons mediada por uma glutationa (Hughes, 2002).
Em segundo, uma permease do arsenito, codificada pelo gene arsB ou acr3, os quais
tém a mesma fungéo, porém, com algumas diferengas estruturais (Garbinski et al.,
2019). Essa permease ira bombear o As(lll) através do antiporte de As(OH)s/H* ou
Sb(lll)/H* para fora da célula (Kalia and Joshi, 2009). Quase todo operon ars tem um
gene que codifica uma das duas proteinas de efluxo de As(lll), Acr3 ou ArsB (Castillo
and Saier, 2010). Além desses genes, existem os genes regulatorios do operon, como
o gene arsR (arsR1, arsR2 arsR4). A presenga dos genes arsB/acr3 sao fundamentais
para a resposta ao arsenito no ambiente. Individuos com a auséncia de ambos genes

possuem fenotipo sensivel ao As (Achour et al., 2007).

No operon ars também pode ser encontrado um gene que codifica a proteina
ArsH, uma quinona redutase dependente de NADH, capaz de reduzir CrO4% e Fe®*,
porém, sua fungdo no metabolismo de As ainda ndo foi confirmada (Hervas et al.,
2012; Suzuki et al., 1998). No entanto, estudos demonstram que ela possui um papel

na resposta aos danos oxidativos gerados pelo estresse ao As (Hervas et al., 2012).



145

Outros dois genes para redutases de arsenato (arsl1 e arsl2) (Sanchez-Riego et al.,
2014) e uma metiltransferase de arsenito (arsM) (Yin et al., 2011) também foram
encontrados participando dos mecanismos de resisténcia ao As em algumas

cianobactérias, como Nostoc e Synechocystis (Ordofiez et al., 2005; Xue et al., 2019).

Em E. coli, o operon responsavel pela resisténcia ao As €& chamado
arsR(DA)BC, no qual existe um regulador transcricional, mais especificamente um
repressor, codificado pelo gene arsR (Cai and Dubow, 1996). Esse gene também ja
foi descrito em algumas cianobactérias, atuando da mesma forma, porém néo
acoplado ao operon arsBHC (Cassier-Chauvat and Chauvat, 2015). Também se sabe
da existéncia de outros dois genes em E. coli, arsD e arsA. O gene arsD codifica um
repressor transcricional, atuando de forma similar, porém independente ao ArsR. Ja
arsA codifica para uma permease dependente de ATP para o arsenito, que junto ao
arsB (complexo ArsAB), é capaz de bombear o As(lll) para fora da célula,
necessitando neste caso de gasto ativo de ATP para esse bombeamento (Westenberg
and Guerinot, 1997). A delecdo de arsD de células de E. coli ndo remove a capacidade
de tolerar As de linhagens mutantes, mas diminui sua eficiéncia de remogao, muito
provavelmente, atuando diretamente na regulagao da permease ArsAB (Garbinski et
al., 2019). Homodlogos do arsR ja foram descritos para cianobactérias, como o gene
SmtB, que também possui a fungao de regulador transcricional, porém a sua fungao
celular esta mais associada a homeostase de zinco (VanZile et al., 2002).

Geralmente, a toxidez das formas inorganicas de As costuma ser maior que a
dos compostos organicos contendo As, o0s quais sdo conhecidos como
organoarsénios (Miyashita et al., 2016). Nesse sentido, foi demonstrado que a enzima
As(lll) S-adenosilmetionina metiltransferase, codificada por arsM, confere resisténcia
ao As(lll), catalisando a metilacdo deste. Desta forma, ocorre a produgao de espécies
metiladas pentavalentes menos toxicas, incluindo metilarsenato [MAs (V)],
dimetilarsenato [DMAs (V)], oxido de trimetilarsina [TMAsO] ou até compostos
metilados volateis (Miyashita et al., 2016; Qin et al., 2006; Yin et al., 2011). O efluxo e
oxidagao de As(lll) também sao considerados vias de desintoxicagao eficientes em
organismos dos dominios Bacteria e Archaea (Qin et al., 2009).

Tanto a metilagdo quanto a volatilizagdo do As sédo afetadas pelas condi¢cdes
ambientais, como pH, temperatura (Huang et al., 2015; Zhao et al., 2013) e

quantidade/tipo de material organico associado (Yang et al., 2018). Estudos mais
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recentes mostraram que a volatilizagdo de compostos arsénicos metilados compete
com o efluxo desses compostos (Huang et al., 2015; Yang et al., 2020), visto que
bactérias mutantes para o efluxo de As(lll) sdo mais eficientes na volatilizagdo do
mesmo (Yang et al., 2020). As espécies de As trivalente metilado, metilarsenita [MAs
(l11)] e dimetilarsenita [DMA (lll)], que s&o os produtos imediatos da biometilagao de
As(lll) (Marapakala et al., 2015), sdo muito mais téxicas do que a forma inorganica
As(lll) (Mass et al., 2001; Petrick et al., 2000), sendo rapidamente oxidados para
formas menos toxicas (Mass et al., 2001), ou bombeados para fora da célula (Huang
et al., 2015). Os MAs (V) também podem ser reduzidos a MAs (lll) em algumas
bactérias por uma redutase (Zhu et al., 2014). Desta forma, alguns organismos
desenvolveram varios processos para se desintoxicar dos MAs (lll) a medida que séo
formados. Os MAs (lll), assim como As(lll), sdo eliminados por oxidagao ou efluxo em
alguns microrganismos (Xue et al.,, 2019). Uma oxidorredutase dependente de
NADPH-FMN (ArsH) e uma permease de membrana (ArsP) sdo responsaveis pela
oxidacao e efluxo de MAs (lll), respectivamente (Huang et al., 2015), podendo
algumas bactérias também apresentar uma permease codificada pelo gene arsK
(Garbinski et al., 2019; Yang et al., 2012). Além disso, a desmetilacdo de MAs (lll)
catalisada por uma C-As liase (Arsl) € uma via de desintoxicagdo de MAs (lll) eficaz
(Zhu et al., 2014).

Outro processo realizado por cianobactérias de modo a evitar a toxidez
causada pelo As € a chamada biotransformacao (Miyashita et al., 2012). A partir de
formas metiladas de As(MA), algumas cianobactérias e outros organismos, sao
capazes de incorporar essas moléculas ao metabolismo, tanto na forma de lipideos
quanto de agucares, entdo chamados, arsenolipideos e arsenoagucares (Dembitsky
and Levitsky, 2004; Xue et al.,, 2019). Essas formas arseniadas de compostos
organicos possuem uma toxidade muito inferior as formas metiladas, e ao As
elementar, como demonstrado por varios autores (Miyashita et al., 2016; Xue et al.,
2019, 2014). As cianobactérias filamentosas parecem possuir uma menor tolerancia
ao As, quando comparadas a linhagens unicelulares. Essa possibilidade foi
apresentada no estudo de Miyashita et al. (2016), no qual foram reunidos dados sobre
a tolerancia de linhagens unicelulares como Synechocystis e Synechococcus, bem
como de linhagens filamentosas heterocitadas (Anabaena, Nostoc) e homocitadas
(Phormidium). Essa tolerancia diferencial parece existir ndo s6 para o As, mas também

para outros elementos quimicos que podem trazer danos as cianobactérias (Huertas
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et al., 2014). Porém, pouco se sabe sobre qual(is) fator(es), genético ou morfolégico,
permite as cianobactérias unicelulares apresentarem uma maior tolerancia a esses

compostos (Al-Amin et al., 2021).

Além disso, compreender a filogenia dos genes ars pode fornecer insights
importantes para a biotecnologia ambiental, permitindo o desenvolvimento de
estratégias mais eficientes para a remediacdo de areas contaminadas. Essas
informacdes podem contribuir para a preservacao e conservacao dos ecossistemas,
bem como para a promog¢ao da saude humana, uma vez que a exposicao ao As
representa um sério risco para a vida em geral. Portanto, o estudo da filogenia dos
genes ars desempenha um papel fundamental na compreensao da evolugédo e nas

aplicagdes praticas relacionadas a presenga desses genes em cianobactérias.



148

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Selecgao das linhagens

Para a realizagdo deste trabalho foram selecionadas trés linhagens
morfologicamente e ecologicamente distintas, isoladas de ambientes hostis e ou
contaminados por As: Synechocystis sp. CCM-UFV039, Ancylothrix terrestris CCM-
UFV034 e Trichormus flavodiazotum CCM-UFV035. A linhagem unicelular,
Synechocystis sp. CCM-UFV039 foi isolada do lago salino-alcalino, Laguna Amarga,
em Torres del Paine National Park, Chile. Ambas linhagens filamentosas foram
isoladas a partir de um tanque de descarte de residuos de arsénio, localizado na
Unidade de Crescimento de Plantas (UCP), DBV, na Universidade Federal de Vigosa,

Brasil. Demais parametros de isolamento estdo descritos no Capitulo 1 da Tese.

2.2 Amplificagao dos genes acr3 e arsM

Para verificar a existéncia de genes relacionados ao metabolismo de arsénio,
foram amplificados por PCR fragmentos dos genes acr3 (transportador de efluxo de
arsenito) e arsM (metilagdo do arsenito). Os conjuntos de oligonucleotideos
iniciadores utilizados foram modificados a partir de Sanchez-Riego et al., 2014, Yin et
al., 2011 e Sandrini et al., 2016, e estao disponiveis na tabela 1. A reacao de PCR foi
realizada em um volume total de 25 puL de solugdo em microtubos de 0,2 mL. Foram
adicionados tampao para a reagcao de PCR 1 X (20 mM Tris HCI, pH 8,4 e 50 mM
KCI); 0,1 mM de cada dNTP; 3 mM MgCl2; 1,5 U de Platinum® Tagq DNA Polimerase
(Invitrogen Life Technologies, Brasil); 10 ng de DNA; 0,2 pmol de cada primer e agua

ultrapura esterilizada para completar o volume da solugéo final.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo dos genes acr3 e
arsM nas linhagens em estudo.

Nome da sequéncia de oligonucleotideos Sequéncia
iniciadores
>AV_arsB_F ATGAGTAATGATTCACCACAA
>AV_arsB_R TTGCTTGAGTTCTTACAAATAA
>AV_arsM_F ATGACCTATTTAGAAACAGC
>AV_arsM_R TTAACAGCAACCACCACCGTTATA

A reacgao foi conduzida em termociclador (ProFlex PCR System, Applied
Biosystem, Life Technologies) e a verificagdo da amplificacdo dos fragmentos foi

realizada por aplicacédo em gel de agarose (1% m/v em tampao TAE 1 X), imergido
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em tampao TAE 1 X dentro de cuba de eletroforese (BIO-RAD) por 45 minutos, 70 V
e 400 mA.

2.3 Sequenciamento dos fragmentos de PCR

Para sequenciamento dos fragmentos génicos relativos as sequéncias dos
genes do metabolismo de arsénio, os produtos das amplificagdes (pPCR) do item 2.2
foram purificados com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (REF A1125) de
acordo com o fabricante. Em seguida, os pPCR purificados foram quantificados e
secados em placas meia borda (modelo PCR-96-AB-C) para posterior
sequenciamento. O sequenciamento foi realizado no equipamento AB 3500 Genetic
Analyzer, com geracéo de aproximadamente 800 nucleotideos cada sequéncia pelo
método Sanger (ACTGene).

2.4 Construcgao das arvores filogenéticas

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando a sequéncia de
aminoacidos da proteina resultante da tradugcdo da amplificacdo/sequenciamento
génico. A traducdo da sequéncia obtida no tdépico anterior foi executada com a
ferramenta de traducdo online Expasy - SIB (Swiss Institute of Bioinformatics)

(https://web.expasy.org/). Para a construgdo da arvore filogenética foram utilizados

além das sequéncias obtidas nesse trabalho, sequéncias de linhagens de
cianobactérias filogeneticamente afiliadas/relacionadas as em estudo, provindas dos
bancos de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information) e KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Foram utilizados métodos diferentes
para cada arvore de acordo com o Best-Fit Model (Tamura et al., 2021), sendo para o
gene acr3 o método LG+G (Le-Gascuel + distribuicdo gamma), e para o gene arsM o
método JTT+G (Jones-Taylor-Thornton + distribuicdo gamma). Foi utilizado o sofware
MEGA11 e todas arvores foram feitas com 1000 repeticbes amostrais
(bootstrap=1000). Para a reconstru¢ao da arvore do gene acr3, foi utlizada uma matriz
de 59 sequéncias e 214 aminoacidos, e para a arvore do gene arsM, uma matriz de

51 sequéncias e 323 aminoacidos.


https://web.expasy.org/
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3.RESULTADOS
3.1 Estrutura dos genes amplificados

O tamanho da sequéncia gerada para os genes amplificados, assim como o
tamanho da proteina gerada pela tradugdo da sequéncia esta descrito na Tabela 2.
Foi possivel amplificar os genes relativos a proteina Acr3 (bomba de efluxo de
arsenito) para as linhagens Synechocystis sp. CCM-UFV039 e A. terrestris CCM-
UFV034. Para o gene codante da proteina ArsM (metiltransferase do arsenito), foi
possivel recuperar a sequéncia completa apenas para a linhagem T. flavodiazotum.
CCM-UFVO035. Dentro dos bancos de dados, também foi possivel resgatar as
sequéncias de algumas linhagens de importancia no capitulo anterior desse trabalho
(Capitulo 2), especificamente o gene codante para a proteina Acr3 para as linhagens
Synechocystis sp. PCC6803 e Nostoc sp. PCC7120.

Tabela 2. Tamanho das amplificagées geradas para os genes acr3 e arsM nas linhagens em estudo.

Linhagem (acr3) | Acr3 (arsM)/ArsM
Synechocysytis sp. CCM-UFV039 (955pb) / 162aa *
Ancylothrix terrestris CCM-UFV034 (954pb) / 231aa *

T. flavodiazotum. CCM-UFV035 * (1007pb) / 272aa

*nao foi possivel recuperar a sequéncia em questao.

3.2 Filogenia para o gene acr3 (bomba de efluxo de arsenito)

Para a arvore filogenética gerada a partir das sequéncias proteicas do gene
arc3, observa-se que as sequéncias amplificadas para as linhagens desse trabalho se
posicionaram em grupos distintos.

A sequéncia obtida da linhagem Synechocystis CCM-UFV039 se posiciona
préoximo a linhagens do género Synechocystis (Figura XX). Proximo a essa linhagem
temos a sequéncia da linhagem Synechocystis sp. PCC6803 (WP_010873026),
formando um agrupamento com uma reamostragem de 60 %. Se agrupando externo
a essas linhagens, porém ainda com uma grande proximidade, temos as sequéncias
para linhagens Synechocystis salina (MBE9175724) e outra sequéncia classificada
como Synechocystis sp. (WP_194072139) em um ramo com reamostragem de 61 %.
Esses dois grupos descritos anteriormente compartilham uma reamostragem de 91 %
(Figura 1). Vemos que no geral, as sequéncias disponiveis para linhagens unicelulares

sSe agruparam em um ramo unico, com géneros como Crocosphaera, Aphanothece e
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Snowella. Uma excegao nesse grupo foi a presenga de uma sequéncia classificada
como Oscillatoria sp. FACHB-1406 (WP_190717492).

Figura 1. Reconstrucgéao filogenética do peptideo traduzido do gene acr3 para os produtos obtidos nesse

trabalho.
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estudo e outras ordens proximas filogeneticamente. As sequéncias recuperadas das linhagens estudadas estdo destacadas em

negrito com um circulo preto preenchido. As linhagens provindas de bancos de dados e de importancia para capitulos anteriores
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desse trabalho estdo destacadas em negrito com um quadrado preto preenchido. Um teste de bootstrap envolvendo 1.000

reamostragens foi realizado e valores de bootstrap > 50% estéo dispostos nos nods relevantes.

Em relagdo a sequéncia derivada da linhagem A. terrestris CCM-UFV034,
também ¢é observado um posicionamento na arvore filogenética em um ramo
compartilhado com outras sequéncia do seu mesmo género, especificamente a
sequéncia Ancylothrix sp. D3o (WP_261222555), com uma reamostragem de 97 %.
Além disso, vemos que sequéncias para os géneros Planktothrix, Sphaerospermopsis
e Chroococcidiopsis também se relacionaram de forma proximal com as sequéncias
para o género Ancylothrix. E importante destacar que com excecdo do género
Planktothrix, ~Sphaerospermopsis e Chroococcidiopsis nao se relacionam
filogeneticamente como género Ancylothrix.

Considerando a sequéncia para a linhagem Nostoc sp. PCC7120 recuperada
dos bancos de dados, vemos que essa linhagem se agrupou com outras proximas
filogeneticamente, considerando o gene para o rRNA 16S. Vemos uma proximidade
com outras sequéncias classificadas como Nostoc, mas também Anabaena e
Trichormus, todos da ordem Nostocales.

No geral, podemos observar que as sequéncias de aminoacidos para o gene
acr3 possuem uma distribuicdo similar para certos géneros quando comparada a
disposi¢cdo encontrada para a filogenia do 16S. Porém, vemos algumas excegdes,
como a presenga de sequéncias classificadas como Chroococcidiopsis, distribuidas
dentro de um agrupamento com sequéncias para linhagens heterocitadas (Nostoc,
Anabaena, Trichormus, Tolypothrix e Scytonema), e o género Sphaerospermopsis

se relacionando com linhagens da ordem Oscillatoriales.

3.3 Filogenia para o gene arsM (metiltransferase do arsenito)

Para a reconstrugéo filogenética baseada em sequéncias codantes do gene
arsM, foi possivel amplificar de forma completa apenas o gene relativo a sequéncia
da linhagem T. flavodiazotum CCM-UFV035. Vemos que a sequéncia dessa linhagem
se agrupou com outras sequéncias relativas aos géneros Trichormus e Anabaena (Fi-
gura 2). De forma mais proxima a sequéncia da linhagem T. flavodiazotum CCM-
UFV035 temos a formagdo de um grupo com a sequéncia Anabaena lutea (WP
190712862), com uma reamostragem de 86 %, e mais externo, a sequéncia Anabaena
sp. PCC7108 (WP 016950579), com uma reamostragem de 62 %. Relacionado a esse
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grupo temos a formagdo de um grupo com as sequéncias T. variabilis (WP
127053548) e A. catenula (WP 190907627). Esses dois grupos se relacionam com

uma reamostragem de 99 %.

Figura 2. Reconstrugéao filogenética do peptideo traduzido do gene acr3 para os produtos obtidos nesse

trabalho.
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bootstrap > 50% estao dispostos nos nds relevantes.
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Podemos observar que diversos clusters genéricos se agruparam em ramos
compartilhados, corroborando com as relagdes evolutivas do gene 16S rRNA, como o
género Synechocystis. Também vemos esse padrao para o grupo das linhagens he-
terocitadas. Dentro do clado que agrupa as sequéncias Nostocales (linhagens hetero-
citadas) vemos a formagao de dois grandes grupos, um agrupando sequéncias Nos-
toc, Desmonostoc, Dendronalium e Amazonocrinis, e outro com sequéncias Trichor-
mus, Anabaena, Sphaerospermopsis, Dolichospermum, Calothrix e Nodularia. Se-
quéncias de outras linhagens heterocitadas como Tolypothrix e Brasilonema cairam
mais externas a esse grande agrupamento Nostocales. Também observamos a for-
macao de ramos com individuos homocitados na posi¢cao basal da arvore filogenética,
como Microcoleus e Coleofasciculus. Vemos que em geral, a arvore filogenética para
0 gene arsM possui uma topologia semelhante a distribuicdo encontrada na filogenia

para o 16S.
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4. DISCUSSAO

4.1 Filogenia do gene acr3

Os resultados obtidos para reconstrucao filogenética do gene acr3 mostram
dados interessantes sobre a evolugao desse gene dentro do grupo das cianobactérias.
Podemos destacar primariamente o grupo formado pelas linhagens do género
Synechocystis, que apresentou um alto valor de reamostragem (91 %), indicando uma
robustez nas relagdes entre esses individuos, quando considerado o gene acr3.

A topologia obtida indica que o a presenga gene acr3 pode ter surgido em
momentos anteriores a diversificagdo de certos clados, como Synechocystis,
Microcoleus e o grupo das Nostocales, visto os organismos desses géneros na nossa
analise se agruparam em ramos similares as reconstrugcbes com base no gene da
subunidade 16S do RNA ribossomal. Porém, nossas reconstrugbes também trazem
algumas espécies se relacionando com individuos distantes filogeneticamente,
considerando a filogenia do 16S rRNA. Por exemplo, o grupo Sphaerospermopsis
(Nostocales), que se relacionou de forma mais proxima ao grupo Ancylothrix e
Planktothrix (Oscillatoriales), bem como o grupo unicelular Chroococcidiopsis
(Chroococcidiopsidales), se relacionando com tanto com linhagens heterocitadas
(Nostocales), e homocitadas (Oscillatoriales). A relacao entre individuos filamentosos
homocitados e unicelulares ainda é bem controversa (Strunecky et al., 2022), mesmo
quando considerando dados da filogenia do 16S rRNA e de genomas completos. Além
disso, a disposicao encontrada para sequéncias do género Tolypothrix (Nostocales)
aparenta mostrar uma origem diversa para o gene acr3, com diversas sequéncias
derivadas desses organismos espalhadas pela reconstrucao filogenética.

Na literatura, a relagao entre os genes dos operon ars € bastante complexa.
Alguns trabalhos trazem a origem de alguns dos genes ars, como a arsenito oxidase
(AiO) e arsenito redutase (arsC) como enzimas “ancias”, tendo suas estruturas
surgindo antes de eventos de diferenciagdo de clados como Bactéria e Archea
(Jackson and Dugas, 2003; Lebrun et al., 2003).

Em relagdo ao gene acr3, vemos que sua presenga pode ter acompanhado o
operon ars em diversos casos, porém, a literatura também coloca eventos de delegao
e transferéncia horizontal como eventos presentes na evolugdo desse gene no grupo
das cianobactérias (Castillo and Saier, 2010). Podemos destacar a ambiguidade para

a producgao de uma proteina de efluxo do arsenito, sendo codificada por ambos os
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genes arsB e acr3 em operons ars nas cianobactérias. De acordo com a literatura,
pelo menos uma cépia de um desses genes estd presente na maioria das
cianobactérias (Castillo and Saier, 2010), demonstrando sua importancia para esses
organismos. Supomos que a presenga de ambos 0S genes nesses organismos
poderia estar favorecendo eventos de deleg¢ao/transferéncia de uma das suas copias,
devido a essa ambiguidade. Podemos observar esses provaveis eventos de delegéo
génica e transferéncia horizontal em alguns individuos do género Chroococcidiopsis
(Brito et al., 2020) e Tolypothrix (Entfeliner et al., 2017). Porém, uma analise mais
robusta, com o foco da divergéncia desses genes, se faz necessaria para a

confirmacao desses eventos.

4.2 Filogenia do gene arsM

Considerando os resultados obtidos para reconstru¢ao filogenética do gene
arsM vemos uma forte congruéncia em relagao aos dados da filogenia do gene 16S
rRNA. O gene arsM é descrito como um gene amplamente distribuido e diverso, sendo
distribuido diversos filos bacterianos (Desoeuvre et al., 2016). Junto a isso, as
sequéncias para o arsM no grupo das cianobactéria formam um clado monofilético
bem robusto (Chen et al., 2017). Essa relagdo indica que o gene arsM tem um
surgimento bem antigo, assim como alguns trabalhos ja indicam para o gene arsC
(Jackson and Dugas, 2003). Nossos resultados reforcam essa relagdo evolutiva
proxima entre o gene arsM e a filogenia do 16S rRNA.

E importante destacar que a topografia da arvore para gene arsM quando se
comparada a filogenia do gene 16S rRNA ainda possui certas divergéncias quando
analisadas as relagdes entre os individuos dentro do grupo das Nostocales. Vemos a
presenga de individuos do género Sphaerospermopsis e  Nodularia
(Aphanizomenonaceae) se relacionando mais fortemente com os géneros Anabaena
e Trichormus (Nostocaceae). As relagdes evolutivas do grupo Sphaerospermopsis sao
discutidas na literatura, pois mesmo utilizando-se da filogenia do 16S e até a analise
de genomas completos, o género demostra certa instabilidade dentro das
reconstrugdes filogenéticas (Tuji and Niiyama, 2013), se agrupando em algumas
reconstrugdes com individuos classificados como Anabaena. Vemos que essas
divergéncias também s&o mantidas quando analisado o gene para arsM.

Interessantemente, os registros moleculares indicam que a presenga do gene

arsM no grupo das cianobactérias € um evento anterior a diversificagdo do grupo
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“basal” Gloeobacter (Chen et al., 2017). Essa hipétese é reforgada pela presenga do
gene arsM no individuo conhecido como LCCA (Last cyanobacterial common
ancestor). Os registros fosseis indicam que o gene arsM esta presente no LCCA antes
do grande evento de oxigenacgao (2,45 — 2,32 Bilhdes de anos atras) (Canfield et al.,
2006), evento causado pelo surgimento e diversificagdo do grupo das cianobactérias.
E importante destacar que a disponibilidade das sequéncias para esse gene ainda é
insuficiente para uma analise mais robusta, necessitando ainda uma maior
diversidade dos clados dos organismos do filo Cyanobacteriota. A literatura também
traz que diversos eventos de THG (transferéncia horizontal de genes) ocorreram para
0 gene arsM de bactérias, distribuindo esses genes para grupos como Metazoa,
Diatomaceas e dentro do préprio grupo das Bactérias. (Chen et al., 2017).

Além disso, a avaliagdo do gene arsM parece um bom indicativo da capacidade
dos organismos de um ambiente de metabolizar o arsénio. Junto a isso, esse gene
demonstra ter uma evolugdo congruente com a filogenia do gene 16S rRNA,
apresentando poucas alteragcdes/delegdes/transferéncias dentro do grupo
Cyanobacteriota, o que pode explicar uma grande importancia desse gene nesses

organismos.
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5. CONCLUSOES

Em conclusao, os resultados da reconstrucao filogenética dos genes acr3 e
arsM fornecem informacdes interessantes sobre a evolugédo desses genes dentro do
grupo das cianobactérias. Para o gene acr3, podemos destacar o grupo
Synechocystis, demonstrando relagdes robustas entre as linhagens quando
considerado o gene acr3. A topologia obtida sugere que a presenga do gene acr3
pode ter surgido antes da diversificagdo de certos clados, como Synechocystis,
Microcoleus e o grupo das Nostocales. No entanto, as reconstrugcdes também revelam
algumas relagdes filogenéticas que ndao seguem a filogenia do 16S. Por exemplo, o
grupo Sphaerospermopsis (Nostocales) se relaciona mais estreitamente com os
grupos Ancylothrix e Planktothrix (Oscillatoriales), enquanto o grupo unicelular
Chroococcidiopsis (Chroococcidiopsidales) se relaciona tanto com linhagens
heterocitadas (Nostocales) quanto homocitadas (Oscillatoriales). Além disso, o género
Tolypothrix (Nostocales) mostra uma origem diversa, com diversas sequéncias
espalhadas pela reconstrucao filogenética. E possivel que eventos de delegéo génica
e transferéncia horizontal do gene acr3 podem ter acontecido dentro do grupo das
cianobactérias, como observado de acordo com as analises nos individuos do género
Chroococcidiopsis e Tolypothrix. A presenca ambigua de uma bomba de efluxo de
arsenito, codificadas pelos genes acr3 ou arsB, podem ter favorecido uma maior
“‘promiscuidade” desses genes. No entanto, andlises mais robustas focadas na

divergéncia desses genes sao necessarias para confirmar esses eventos.

Os resultados da reconstrugao filogenética do gene arsM ja revelam uma forte
congruéncia com a filogenia do gene 16S rRNA, indicando uma relagdo evolutiva
proxima entre esses dois genes. O gene arsM é amplamente distribuido e diverso,
encontrado em varios filos bacterianos, e as sequéncias para o arsM no grupo das
cianobactérias formam um clado monofilético robusto. Em resumo, os resultados
fornecem insights valiosos sobre a evolugao do gene acr3 e sua relagdo com o operon
ars nas cianobactérias, destacando a complexidade das relagdes filogenéticas e a
necessidade de estudos adicionais para elucidar completamente esses processos
evolutivos. Além disso, o gene arsM apresenta poucas alteragdes, delegbes ou
transferéncias dentro do grupo Cyanobacteriota, o que sugere uma importancia

significativa desse gene nesses organismos.



159

6. REFERENCIAS

Achour, A.R., Bauda, P., Billard, P., 2007. Diversity of arsenite transporter genes from
arsenic-resistant  soil  bacteria. Res. Microbiol. 158, 128-137.
https://doi.org/10.1016/j.resmic.2006.11.006

Al-Amin, A., Parvin, F., Chakraborty, J., Kim, Y.l., 2021. Cyanobacteria mediated
heavy metal removal: a review on mechanism, biosynthesis, and removal
capability. Environ. Technol. Rev. 10, 44-57.
https://doi.org/10.1080/21622515.2020.1869323

Brito, A., Vieira, J., Vieira, C.P., Zhu, T., Ledo, P.N., Ramos, V., Lu, X., Vasconcelos,
V.M., Gugger, M., Tamagnini, P., 2020. Comparative Genomics Discloses the
Uniqueness and the Biosynthetic Potential of the Marine Cyanobacterium Hyella
patelloides. Front. Microbiol. 11, 1-15. https://doi.org/10.3389/fmicb.2020.01527

Cai, J., Dubow, M.S., 1996. Chromosomal Ars Operon. Can. J. Microbiol 42.

Canfield, D.E., Rosing, M.T., Bjerrum, C., 2006. Early anaerobic metabolisms. Philos.
Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 361, 1819-1836.
https://doi.org/10.1098/rstb.2006.1906

Cassier-Chauvat, C., Chauvat, F., 2015. Responses to oxidative and heavy metal
stresses in cyanobacteria: Recent advances. Int. J. Mol. Sci. 16, 871-886.
https://doi.org/10.3390/ijms16010871

Castillo, R., Saier, M.H., 2010. Functional promiscuity of homologues of the bacterial
ArsA ATPases. Int. J. Microbiol. 2010. https://doi.org/10.1155/2010/187373

Chen, S.C., Sun, G.X,, Rosen, B.P., Zhang, S.Y., Deng, Y., Zhu, B.K., Rensing, C.,
Zhu, Y.G., 2017. Recurrent horizontal transfer of arsenite methyltransferase
genes facilitated adaptation of life to arsenic. Sci. Rep. 7, 1-11.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-08313-2

Dembitsky, V.M., Levitsky, D.O., 2004. Arsenolipids, Progress in Lipid Research.
https://doi.org/10.1016/j.plipres.2004.07.001

Desoeuvre, A., Casiot, C., Héry, M., 2016. Diversity and Distribution of Arsenic-Related
Genes Along a Pollution Gradient in a River Affected by Acid Mine Drainage.
Microb. Ecol. 71, 672—-685. https://doi.org/10.1007/s00248-015-0710-8

Entfellner, E., Frei, M., Christiansen, G., Deng, L., Blom, J., Kurmayer, R., 2017.
Evolution of anabaenopeptin peptide structural variability in the cyanobacterium
Planktothrix. Front. Microbiol. 8. https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.00219



160

Garbinski, L.D., Rosen, B.P., Chen, J., 2019. Pathways of arsenic uptake and efflux.
Environ. Int. 126, 585-597. https://doi.org/10.1016/j.envint.2019.02.058

Hervas, M., Lopez-Maury, L., Ledn, P., Sanchez-Riego, A.M., Florencio, F.J., Navarro,
J.A., 2012. ArsH from the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803 is an
efficient NADPH-dependent quinone reductase. Biochemistry 51, 1178—1187.
https://doi.org/10.1021/bi201904p

Huang, K., Chen, C., Shen, Q., Rosen, B.P., Zhao, F.J., 2015. Genetically engineering
Bacillus subtilis with a heat-resistant arsenite methyltransferase for bioremediation
of arsenic-contaminated organic waste. Appl. Environ. Microbiol. 81, 6718—6724.
https://doi.org/10.1128/AEM.01535-15

Huertas, M., Lopez-Maury, L., Giner-Lamia, J., Sanchez-Riego, A., Florencio, F., 2014.
Metals in Cyanobacteria: Analysis of the Copper, Nickel, Cobalt and Arsenic
Homeostasis Mechanisms. Life 4, 865—886. https://doi.org/10.3390/1ife4040865

Hughes, M.F., 2002. Arsenic toxicity and potential mechanisms of action. Toxicol. Lett.
133, 1-16. https://doi.org/10.1016/S0378-4274(02)00084-X

Jackson, C.R., Dugas, S.L., 2003. Phylogenetic analysis of bacterial and archaeal
arsC gene sequences suggests an ancient, common origin for arsenate
reductase. BMC Evol. Biol. 3, 1-10. https://doi.org/10.1186/1471-2148-3-18

Kalia, K., Joshi, D.N., 2009. Detoxification of arsenic. Handb. Toxicol. Chem. Warf.
Agents 1083-1100. https://doi.org/10.1016/B978-012374484-5.00072-9

Lebrun, E., Brugna, M., Baymann, F., Muller, D., Liévremont, D., Lett, M.C., Nitschke,
W., 2003. Arsenite oxidase, an ancient bioenergetic enzyme. Mol. Biol. Evol. 20,
686—693. https://doi.org/10.1093/molbev/msg071

Marapakala, K., Packianathan, C., Ajees, A.A., Dheeman, D.S., Sankaran, B.,
Kandavelu, P., Rosen, B.P., 2015. A disulfide-bond cascade mechanism for
arsenic(lll) S-adenosylmethionine methyltransferase. Acta Crystallogr. Sect. D
Biol. Crystallogr. 71, 505-515. https://doi.org/10.1107/S1399004714027552

Mass, M.J., Tennant, A., Roop, B.C., Cullen, W.R., Styblo, M., Thomas, D.J.,
Kligerman, A.D., 2001. Methylated trivalent arsenic species are genotoxic. Chem.
Res. Toxicol. 14, 355-361. https://doi.org/10.1021/tx000251I

Miyashita, S.l., Fujiwara, S., Tsuzuki, M., Kaise, T., 2012. Cyanobacteria produce
arsenosugars. Environ. Chem. 9, 474—-484. https://doi.org/10.1071/EN12061

Miyashita, S.l., Murota, C., Kondo, K., Fujiwara, S., Tsuzuki, M., 2016. Arsenic

metabolism in cyanobacteria. Environ. Chem. 13, 577-5809.



161

https://doi.org/10.1071/EN15071

Ordodiiez, E., Letek, M., Valbuena, N., Gil, J.A., Mateos, L.M., 2005. Analysis of genes
involved in arsenic resistance in Corynebacterium glutamicum ATCC 13032. Appl.
Environ. Microbiol. 71, 6206-6215. https://doi.org/10.1128/AEM.71.10.6206-
6215.2005

Petrick, J.S., Ayala-Fierro, F., Cullen, W.R., Carter, D.E., Vasken Aposhian, H., 2000.
Monomethylarsonous acid (MMA(lIl)) is more toxic than arsenite in Chang human
hepatocytes. Toxicol. Appl. Pharmacol. 163, 203-207.
https://doi.org/10.1006/taap.1999.8872

Qin, J., Lehr, C.R., Yuan, C., Le, X.C., McDermott, T.R., Rosen, B.P., 2009.
Biotransformation of arsenic by a yellowstone thermoacidophilic eukaryotic alga.
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 106, 5213-5217.
https://doi.org/10.1073/pnas.0900238106

Qin, J., Rosen, B.P., Zhang, Y., Wang, G., Franke, S., Rensing, C., 2006. Arsenic
detoxification and evolution of trimethylarsine gas by a microbial arsenite S-
adenosylmethionine methyltransferase. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 103, 2075-
2080. https://doi.org/10.1073/pnas.0506836103

Sanchez-Riego, A.M., Lépez-Maury, L., Florencio, F.J., 2014. Genomic responses to
arsenic in the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. PLoS One 9.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0096826

Sandrini, G., Ji, X., Verspagen, J.M.H., Tann, R.P., Slot, P.C., Luimstra, V.M.,
Schuurmans, J.M., Matthijs, H.C.P., Huisman, J., 2016. Rapid adaptation of
harmful cyanobacteria to rising CO 2. Proc. Natl. Acad. Sci. 113, 9315-9320.
https://doi.org/10.1073/pnas.1602435113

Sousa, T., Branco, R., Piedade, A.P., Morais, P. V., 2015. Hyper accumulation of
arsenic in mutants of Ochrobactrum tritici silenced for arsenite efflux pumps. PLoS
One 10, 1-14. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0131317

Strunecky, O., lvanova, A.P., Mares, J., 2022. An Updated Classification of
Cyanobacterial Orders and Families Based on Phylogenomic and. J. Phycol.
https://doi.org/10.1111/jpy.13304

Suzuki, K., Wakao, N., Kimura, T., Sakka, K., Ohmiya, K., 1998. Expression and
regulation of the arsenic resistance operon of Acidiphilium multivorum AlIU 301
plasmid pKW301 in Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol. 64, 411-418.
https://doi.org/10.1128/aem.64.2.411-418.1998



162

Tamura, K., Stecher, G., Kumar, S., 2021. MEGA11: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 11. Mol. Biol. Evol. 38, 3022-3027.
https://doi.org/10.1093/molbev/msab120

Tuji, A., Niiyama, Y., 2013. Morphology and Molecular Phylogenetics of
Sphaerospermopsis oumiana ( M . Watan .) Tuji et Niiyama Compared with
Sphaerospermopsis torques - reginae ( Komarek ) Werner et al . 39, 101-105.

VanZile, M.L., Chen, X., Giedroc, D.P., 2002. Allosteric negative regulation of smt O/P
binding of the zinc sensor, SmtB, by metal ions: A coupled equilibrium analysis.
Biochemistry 41, 9776-9786. https://doi.org/10.1021/bi020178t

Westenberg, D.J., Guerinot, M. Lou, 1997. 5 Regulation of Bacterial Gene Expression
by Metals, Advances in Genetics. Elsevier Masson SAS.
https://doi.org/10.1016/S0065-2660(08)60310-7

Xue, X.M., Raber, G., Foster, S., Chen, S.C., Francesconi, K.A., Zhu, Y.G., 2014.
Biosynthesis of arsenolipids by the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803.
Environ. Chem. 11, 506-513. https://doi.org/10.1071/EN14069

Xue, X.M., Ye, J., Raber, G., Rosen, B.P., Francesconi, K., Xiong, C., Zhu, Z., Rensing,
C., Zhu, Y.G., 2019. Identification of Steps in the Pathway of Arsenosugar
Biosynthesis. Environ. Sci. Technol. 53, 634-641.
https://doi.org/10.1021/acs.est.8b04389

Yang, H.C., Fu, H.L., Lin, Y.F., Rosen, B.P., 2012. Pathways of Arsenic Uptake and
Efflux, Current Topics in Membranes. Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
394390-3.00012-4

Yang, P., Ke, C., Zhao, C., kuang, Q., Liu, B., Xue, X., Rensing, C., Yang, S., 2020.
ArsM-mediated arsenite volatilization is limited by efflux catalyzed by As efflux
transporters. Chemosphere 239, 1-10.
https://doi.org/10.1016/j.chemosphere.2019.124822

Yang, Y.P., Zhang, H.M., Yuan, H.Y., Duan, G.L., Jin, D.C., Zhao, F.J., Zhu, Y.G.,
2018. Microbe mediated arsenic release from iron minerals and arsenic
methylation in rhizosphere controls arsenic fate in soil-rice system after straw
incorporation. Environ. Pollut. 236, 598-608.
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2018.01.099

Yin, X.-X.X.X., Chen, J., Qin, J., Sun, G.X.G.-X,, Rosen, B.P., Zhu, Y.-G.Y.G., 2011.
Biotransformation and Volatilization of Arsenic by Three Photosynthetic
Cyanobacteria. Plant Physiol. 156, 1631-1638.



163

https://doi.org/10.1104/pp.111.178947

Yin, X.X., Chen, J., Qin, J., Sun, G.X., Rosen, B.P., Zhu, Y.G., 2011. Biotransformation
and volatilization of arsenic by three photosynthetic cyanobacteria. Plant Physiol.
156, 1631-1638. https://doi.org/10.1104/pp.111.178947

Zhao, F.J., Harris, E., Yan, J., Ma, J., Wu, L., Liu, W., McGrath, S.P., Zhou, J., Zhu,
Y.G., 2013. Arsenic methylation in soils and its relationship with microbial arsM
abundance and diversity, and As speciation in rice. Environ. Sci. Technol. 47,
7147-7154. https://doi.org/10.1021/es304977m

Zhu, Y.G., Yoshinaga, M., Zhao, F.J., Rosen, B.P., 2014. Earth abides arsenic
biotransformations. Annu. Rev. Earth Planet. Sci. 42, 443-467.
https://doi.org/10.1146/annurev-earth-060313-054942



164

CONSIDERAGOES GERAIS

Nesse trabalho foi possivel identificar e classificar 3 organismos isolados de
ambientes hostis. Além disso, também avaliamos o crescimento, as alteracdes
metabdlicas e fisioldgicas, e a morfologia de seis cianobactérias expostas a duas
concentracdes de arsenito. Nao menos importante, também foi possivel analisar e
comparar a filogenia de genes do metabolismo de arsénio, acr3 e arsM, com a
filogenia do gene 16S rRNA.

Destacamos aqui, que o a presenga desses organismos em ambientes
contaminados com arsénio demonstra sua flexibilidade em colonizar ambientes
diversos. Também foi observado que mesmo altas concentragdes de arsenito, alguns
desses organismos (A. terrestris CCM-UFV034 e T. flavodiazotum CCM-UFV035)
conseguiram manter um crescimento e até recuperar padrdes proximos a condi¢des
6timas, no fim dos experimentos. O fato que organismos isolados de ambientes
contaminados com arsénio possam responder de forma melhor a presenca desse
elemento, mostram a presenca de mecanismos eficientes na mobilizagdo/remogéo
desse elemento, e a mitigagao dos seus efeitos.

Vemos também, que uma resposta direcionada a produgcdo de um polimero
celular externo (EPS), e um aumento dos padrées de agregacdo das células e
tricomas indicam ser uma resposta geral a exposicdo ao arsenito. Essa resposta
parece indicar um papel desses padrées na redu¢cdo da mobilidade e do contato do
arsenito a célula.

Esse trabalho trouxe informacgdes importantes dentro de como o metabolismo
desses organismos foi afetado por esse contaminante, e indicam certos padrdes de
resposta que podem ser aprofundamentos em demais estudos.

A coleta, identificagao e caracterizacdo de organismos isolados de ambientes
contaminados trazem uma importancia devido ao potencial uso desses organismos
fotoautotréficos em aplicagdes biotecnoldgica, considerando ambientes contaminados
por arsénio. Ndo menos importante, o entendimento do seu metabolismo nessas

condigdes pode contribuir para diversas areas cientificas.
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