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INTRODUCAO GERAL

As Cyanobacteria, também conhecidas como cianoficeas, cianoprocariotos ou algas
azuis, sdo organismos procariotos com clorofila a, sendo que alguns representantes, como
Prochloron, Prochlorothrix e Prochlorococcus, possuem também clorofila b e outros, como
Acharyochloris, sintetizam clorofila d. Esse grupo de organismos fotossintetizantes oxigénicos
possuem fotossistemas | e Il (ZEHR et al., 1997). Por estas razdes apresentam semelhancas
desde bactérias até as plantas e, portanto, é evidente a importancia deles na relacdo evolutiva
entre as espécies viventes. Estima-se, a partir de registros fosseis, que tiveram origem ha
aproximadamente 3,5 bilhdes de anos e que foram indispensaveis para a conversdo da atmosfera
terrestre primitiva na forma atual (HENSON et al., 2002).

Podem ser unicelulares (solitarias ou agregadas), coloniais e filamentosos com ou sem
ramificacdes, que podem ser do tipo falsa (simples ou duplas) ou verdadeira (V, T e Y, entre
outras) (DESIKACHARY, 1959).

Considerando-se 0 grupo como um todo, sdo organismos ecologicamente bem
distribuidos, presentes nos mais diversos tipos de bi6topos, desde geleiras até as proximidades de
vulcdes e fontes termais. Podem ser aquaticos, marinhos ou dulcicolas, de corpos d’agua Iénticos
ou léticos, ou aerofiticos, vivendo aderidos a rochas, troncos ou mesmo particulas de solo.

A alta diversidade de hébitats e a conseqliente divergéncia ecoldgica podem explicar a
ampla diversificagdo de morfotipos (e especiagdo) dos tipos cianobacterianos. Esta diversificagao
¢ baseada, muito provavelmente, em uma adaptabilidade rapida e a estabilizacdo genética de
novos eco e morfotipos em novos ambientes (REJMANKOVA et al., 2004). A longevidade do
grupo também é um fator que pode ter papel importante na diversidade de formas e na ampla
distribuicéo ecoldgica.

A importancia das cianobactérias é destacada tanto pela significativa representacdo na
biodiversidade e nos processos ecoldgicos do planeta quanto na producdo de compostos
secundarios de ampla utilizacdo industrial, como os biofertilizantes, por exemplo, (WHITTON,
2000). Atualmente diversos estudos tém sido realizados enfocando diferentes grupos das
cianobactérias com o intuito de investigar suas qualidades e aplicabilidades na industria de
alimentos, téxtil e farmacéutica ou, ainda, no melhoramento dos processos agricolas (SINGH,
1961; DOKULIL & TEUBNER, 2000; GRAHAM & WILCOX, 2000; WHITTON, 2000).

Apesar da importancia ecoldgica, econdmica e medicinal do grupo, estudos sobre
cianobactérias aerofiticas ndo sdo muito abundantes e ha relativamente poucas pesquisas

publicadas sobre eles.



As relagdes filogenéticas entre as cianobactérias, por sua vez, vém sendo estudadas pelos
especialistas nas duas ultimas décadas com a finalidade de construir o conhecimento sobre o
parentesco entre estes organismos. Inicialmente as cianobactérias eram classificadas segundo
suas caracteristicas morfoldgicas, mas, a realizacdo desta analise isoladamente ndo oferece
credibilidade, segundo os estudiosos WILMOTTE & HERDMAN (2001). Atualmente, séo
observados outros aspectos, empregando ferramentas, que englobam andlises do arranjo da
ultraestrutura (principalmente dos tilacdides), estudos moleculares e ecologia, constituindo uma
abordagem denominada polifésica.

Enquanto estudos ultraestruturais e ecolégicos podem ser realizados sem muitas
limitacGes, para estudos moleculares especificamente torna-se recomendavel a manutencao das
populagdes em bancos de cultura com condigdes adequadas para o crescimento das
cianobactérias. Este € um aspecto critico, pois muitas cianobactérias ndo se estabelecem em
condicdes artificiais e, portanto, ndo sdo cultivaveis. A determinacdo de um meio de cultura e
das condicGes especificas para o crescimento destes organismos é um dos grandes obstaculos
nesta linha de pesquisa sobre as cianobactérias. No estudo do rRNA 16S, a auséncia destas em
meio de cultura, com a consequente necessidade de uso de amostras provenientes do campo,
dificulta o processo de extracdo e amplificacdo do material genético pois, por exemplo, as
bactérias presentes nas amostras, que apresentam condicdo celular semelhante, também tém o
seu material genético amplificado. Assim, para se conseguir seqliéncias génicas de amostras de
campo ¢é indispensavel o procedimento de clonagem molecular, para que se possa encontrar o
clone que contém o inserto (sequéncia de DNA) de interesse. Culturas ndo axénicas também
requerem o mesmo tipo de procedimento, embora seja considerada uma situacdo mais favoravel
do que o material proveniente diretamente do campo.

A Ordem Nostocales inclui os organismos mais complexos do Filo Cyanobacteria. Sdo
essencialmente filamentosos, podendo ser ramificados ou ndo e apresentam, quase que
obrigatoriamente, uma célula diferenciada denominada de heterdcito. Esta célula é responsavel
por abrigar e proteger do contato com 0 oxigénio uma importante enzima, a nitrogenase, que é
capaz de reduzir o nitrogénio atmosférico em uma forma quimicamente mais simples e
biologicamente assimildvel. A reproducdo é exclusivamente assexuada e se da pela formacao de
hormog6nios, hormocitos e acinetos (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK, 1990; HOFFMANN et
al., 2005).

Neste estudo s&o abordados os organismos que apresentam ramificacdes verdadeiras, ou
seja, que possuem células que se dividem em mais de um plano e que, em sistemas de

classificacdo anteriores, eram colocados em uma ordem propria, Stigonematales



(ANAGNOSTIDIS & KOMAREK, 1990). Entretanto, alguns estudos vém demonstrando que a
ocorréncia de ramificagdes verdadeiras ndo é um critério filogeneticamente importante para a
separacdo no nivel Ordem. Segundo o sistema de classificagdo mais recente, proposto por
HOFFMANN et al. (2005), os resultados de analises ultraestruturais e moleculares, tém revelado
que todas as cianobactérias heterocitadas provavelmente possuiram um ancestral Gnico e muitas
analises filogenéticas apresentam estes organismos agrupados, constituindo uma mesma Ordem,
Nostocales, independentemente da presenca ou mesmo do tipo de ramificacdo (GUGGER &
HOFFMANN, 2004). Tais dados indicam a relevancia filogenética da ocorréncia do heterdcito
em detrimento a capacidade de formar filamentos verdadeiramente ramificados.

Sédo raros os estudos realizados com as cianobactérias com ramificacdo verdadeira, tanto
aqueles que abordam analises morfolégicas como os que enfocam aspectos moleculares.
Provavelmente isto se deve a dificuldade na obtengdo de uma condi¢édo especifica de crescimento
em laboratorio destes organismos. Os dados genéticos disponiveis, por exemplo, sdo limitados,
restringindo-se a sequiéncias (muitas delas parciais com menos de 1000 pb) de alguns poucos
géneros como Capsosira, Chlorogloeopsis, Fischerella, Nostochopsis, Stigonema e
Westiellopsis. Este Gltimo é um dos géneros de cianobactérias aerofiticas mais comuns e
frequentes em varios habitats e, paradoxalmente, possui somente uma espécie parcialmente
sequenciada e disponibilizada no GenBank.

Em razéo de todo o exposto, torna-se evidente a necessidade de uma maior atencao para
com as cianobactérias aerofiticas heterocitadas de ramificacdo verdadeira, buscando-se a
obtencdo de dados que ajudem a detalhar o conhecimento sobre estes organismos em termos de
diversidade e ecologia, bem como de elementos que auxiliem a esclarecer suas relacbes
filogenéticas.

Deste modo, o objetivo geral deste trabalho foi expandir os conhecimentos deste
importante, complexo e pouco conhecido grupo de cianobactérias, as Nostocales com
ramificacdes verdadeiras, por meio de estudos mais detalhados. Para isso, utilizaram-se dados
morfologicos e ecologicos, testes de cultivo em diferentes meios e condi¢Bes de cultura,
procurando manter as células sob estas condic¢des artificiais de crescimento. Por fim, foi feita a
caracterizacdo molecular de populacGes a partir do sequenciamento do gene rRNA 16S para a
avaliacdo dos parentescos com outros organismos do grupo e também com 0S outros grupos

dentro das Cyanobacteria.
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Flora de Nostocales com ramificacfes verdadeiras em ambientes aerofiticos da regido de

mata atlantica paulista

RESUMO: Tradicionalmente, as cianobactérias sdo classificadas com base em sua morfologia,
porém, exibem grande variagdo nas formas e dimensdes em resposta as condi¢des ambientais.
Mais recentemente, informagfes sobre o habitat passaram a ser mais relevantemente incluidas
nas analises taxonémicas, pois se considera que diferentes unidades taxondmicas
morfologicamente definidas possuem adaptabilidade ecoldgica restrita e que a idéia de
ubiquidade das espécies ndo corresponde a realidade. Organismos com ramificaces verdadeiras
da Ordem Nostocales representam o mais alto grau de complexidade e diferenciacdo morfol6gica
de organizacdo do nivel procariota. Comumente encontrados em ambientes aerofiticos como
rochas, troncos de arvores e solos, constituem um grupo cuja taxonomia tem se revelado
problematica, principalmente daqueles provenientes de regides de clima tropical. Na regido de
mata atlantica paulista foram coletadas 21 amostras de cianobactérias aerofiticas, provenientes
de 15 pontos amostrados, resultando no levantamento de 11 espécies, sendo duas do género
Hapalosiphon, uma de Nostochopsis, uma de Spelaeopogon e sete de Stigonema. Em relacdo as
caracteristicas ambientais, foram mais freqlientemente encontradas em ambientes levemente
4cidos (pH 4,0-5,0), com irradiancia de 3 a 2740 umol fétons.m?.s™, temperatura de 18-38°C e
umidade 62-94% e o substrato ocupado mais comum foi o rochoso. Devido a importancia e
representatividade desta ordem em comunidades aerofiticas pode-se dizer que os dados
morfologicos integrados aos dados ecoldgicos e biogeograficos sdo indispensaveis para melhor

definir e distinguir filogeneticamente os organismos da regido de mata atlantica paulista.



| - INTRODUCAO

As Cyanobacteria fosseis datam de cerca de 3,5 bilhGes de anos e sdo muito proximas as
formas viventes existentes, o que sugere uma lenta taxa evolutiva sendo que estes organismos
foram os responsaveis pela converséo de uma atmosfera primitiva anaerobica em aerobica, o0 que
permitiu a diversidade de vida existente atualmente (HENSON et al., 2002). Sdo procariotos
fotossintéticos que formam um grupo monofilético morfologicamente diverso dentro do dominio
Bacteria (LITVAITIS, 2002). Podem apresentar-se de diferentes formas, unicelulares (solitéarias
ou agregadas), coloniais ou filamentosas, ramificadas ou néo, podendo estas ser falsas ou
verdadeiras (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK, 1990). Outras caracteristicas morfoldgicas de
interesse taxonémico sao, bainhas, pigmentacdo, dimensdes, plano de divisdo celular, forma da
célula e numero de células em uma col6nia, entre outros, entretanto, muitas destas caracteristicas
podem ser variaveis devido a alteracfes das condi¢es ambientais (SILVA & SANT’ANNA,
1996; LITVAITIS, 2002).

Sdo organismos ecoldgica e biotecnologicamente importantes, pois sdo produtores
primarios e uma rica fonte de compostos secundarios bioativos (CASTIGLIONI et al., 2004).
Sao exemplos disto, as associacdes simbioticas das cianobactérias com liquens e a producdo de
biofertilizantes e antibioticos, amplamente utilizados na agricultura e na inddstria,
respectivamente, verificados pelos trabalhos realizados por ANTARIKANONDA et al. (1994),
WOERGOETTER (2002) e SOLTANI et al. (2005). Estudos recentes com um representante de
Nostocales com ramificagdo verdadeira, Fischerella 43239, demonstram que esta cianobactéria é
capaz de formar um biofilme que contém compostos inseticidas contra larvas de Chironomus sp.
(insetos), comprovando o papel destes organismos como bioinseticidas naturais (BECHER &
JUTTNER, 2005). MORALES et al. (2005) estudaram a biomassa e a taxonomia de
comunidades de cianobacteérias, incluindo espécies de Stigonema, de ambiente tropical que
formam biofilmes com outros organismos como diatomaceas e outras microalgas eucariotas.

A hipotese que diferentes genétipos e morfotipos sdo estrita e ecologicamente
delimitados (KOMAREK, 1994) tem sido corroborada e entendida como a interpretacdo mais
adequada sobre a distribuicdo ecoldgica das espécies. Teoricamente especiacdo ecoldgica pode
ser devida a selecdo natural em decorréncia, por exemplo, de um isolamento geogréfico
(OGDEN & THORPE, 2002). REIMANKOVA et al. (2004) argumentam que a alta diversidade
de hébitats, principalmente a verificada nos tropicos e a conseqiiente divergéncia ecoldgica
podem explicar a ampla diversificacdo de morfotipos (e especiagéo) dos tipos cianobacterianos.
Segundo estes autores, a diversificacdo é baseada muito provavelmente em uma adaptabilidade

rapida e a estabilizacdo genética de novos eco e morfotipos em novos ambientes.



Apesar da importancia ecoldgica, econémica e medicinal do grupo, sdo escassos 0S
estudos e/ou publicacbes sobre cianobactérias aerofiticas. Varios trabalhos encontrados em
literatura foram principalmente realizados enfocando-se as cianobactérias de regides tropicais do
mundo como HOFFMANN (1986), SARTHOU et al. (1995), BUDEL et al. (1997, 2002) e
COUTE et al. (1999). No Brasil, alguns exemplos de estudos cientificos sao SANT'ANNA et al.
(1991) que realizaram o levantamento da flora de cianobactérias de uma pequena caverna com
escoamento de dgua em suas paredes (Gruta-que-chora, Ubatuba-SP) e registraram a ocorréncia
de 41 taxons sendo 51,1% refere-se as espécies heterocitadas e AZEVEDO (1991) que estudou a
flora edafica de cianobactérias do Jardim Botanico de Sao Paulo com base em material cultivado
a partir de amostras de terra de trés profundidades diferentes. Seus resultados revelaram a
ocorréncia de 24 tadxons e o dominio qualitativo de Nostocales. Outros trabalhos também
importantes s&o SANT'ANNA (1984), SANT'ANNA et al. (1991) e AZEVEDO (1991). Alguns
artigos publicados com o Unico objetivo de descrever novos taxons saio HOFFMANN (1991),
AZEVEDO & SANT'ANNA (1994 ab), ASENCIO et al. (1996), BRANCO & NECCHI-
JUNIOR (1999), FLECHTNER et al. (2002), KOMAREK (2003), BRANCO et al. (2006) e
SANT’ANNA et al. (2007).

As relacdes filogenéticas entre as cianobactérias sdo ainda escassamente entendidas.
Tradicionalmente sdo classificadas usando caracteres morfoldgicos e ecoldgicos (GEITLER,
1932; DESIKACHARY, 1959; LANE et al., 1985). Estruturas morfologicas podem ser
utilizadas para reconstruir a filogenia, pois sdo homdlogas, porém estruturas distintamente
diferentes podem ter uma origem comum ou estruturas similares podem ter diferentes origens,
pois morfologia comum ndo necessariamente implica em descendente comum (HOFFMANN et
al., 2005). STANIER et al. (1978) e RIPPKA et al. (1979) argumentam que a sistemética das
cianobactérias ndo deve basear-se somente nos métodos tradicionais da Botanica, mas também
utilizando os organismos depositados em colecdes de cultura permanentes como as Bacteria. E
extremamente arduo definir as relagdes taxondmicas e filogenéticas das cianobactérias por causa
das poucas distingdes de caracteristicas consistentes que suportam um esquema taxondmico seja
este pelo sistema nomenclatural botanico ou bacteriano (ZEHR et al., 1997; HENSON et al.,
2002). FIORE et al. (2007), em seu estudo com organismos do género Brasilonema aerofiticos
de regido tropical, descreveram os tdxons combinando dados citomorfologicos e moleculares de
acordo com os dois codigos nomenclaturais Boténico e Bacteriologico. Atualmente as
cianobactérias sdo consideradas bactérias autotroficas com fotossintese oxigénica (ISHIDA et al.
1997).



Segundo GOLUBIC (1976), os organismos da ordem Stigonematales constituem os
procariotos mais evoluidos em termos de organizacdo do talo e diferenciacdo celular. Estes
apresentam filamentos com ocorréncia obrigatdria de heterdcitos e ramificacdo verdadeira em
todas as familias podendo ser combinada facultativamente com ramificacdo falsa
(ANAGNOSTIDIS & KOMAREK, 1990), mas pouco se sabe sobre organismos desta ordem
presentes nos ecossistemas brasileiros (SILVA & SANT’ANNA, 1996). Sdo imprescindiveis
estudos mais amplos sobre estes organismos em particular, devido a sua importancia tanto na
ecologia quanto na economia mundial.

O que caracteriza as Nostocales é a presenca de uma célula especializada, denominada de
heterdcito, que protege a nitrogenase da oxidacao pelo oxigénio. Segundo BERMAN-FRANK et
al. (2003), as diversas estratégias para se superar o problema do oxigénio reflete na ampla
flexibilidade e nichos ocupados por estas cianobactérias. Este se desenvolve em intervalos de
aproximadamente 10-15 células vegetativas (ADAMS, 2000).

Em um passado recente a classificacdo das Nostocales com ramificacBes verdadeiras
baseava-se no estudo realizado por ANAGNOSTIDIS & KOMAREK (1990) que as
classificavam como ordem Stigonematales sendo esta subdividida em 8 familias
(Chlorogloecapsaceae, Capsosiraceae, Stigonemataceae, Fischerellaceae, Borzinemataceae,
Loriellaceae, Nostochopsaceae e Mastigocladaceae) e 48 géneros (sendo varios deles ndo
claramente definidos). A partir do alto grau de complexidade morfoldgica diferenciavam-nas
pela estrutura do filamento, tipo de ramificacdo, posi¢do de heterdcito e processo de reproducéo.
Atualmente, a classificacdo de Nostocales baseia se no trabalho publicado por HOFFMANN et
al. (2005) que criaram um novo sistema de classificacdo baseado em dados polifasicos como:
caracteres morfoldgicos (tipo de divisdo celular, polaridade celular, tipo de ramificacdo,
morfologia do talo, etc.), em muitos géneros por dados moleculares, arranjo da ultraestrutura
(tilacdides), caracteristicas ecoldgicas, entre outros.

Ha poucas coletas e estudos no pais sobre cianobactérias aerofiticas, principalmente de
Nostocales com ramificacdes verdadeiras, além disso, o fato destes ocorrerem geralmente em
locais ndo poluidos, limita ainda mais sua distribui¢cdo, pois sdo muito sensiveis aos efeitos da
poluicdo, sendo um dos primeiros organismos a desaparecerem quando afetados (SILVA &
SANT’ANNA, 1996).

Segundo KOMAREK (2006), estudos floristicos sdo pouco populares na pesquisa
moderna ficoldgica, entretanto, estudos comparativos de populacfes provenientes de diferentes
hébitats (ou de héabitats similares e diferentes regides) sdo importantes para o entendimento do

diverso mundo cianobacteriano. Diz ainda que os estudos floristicos e ecoldgico-taxénomicos



devem considerar 0os conhecimentos modernos da taxonomia cianobacteriana e que estudos
floristicos sdo particularmente importantes se combina-los a analises fenotipicas e moleculares.
Entretanto, segundo o mesmo autor, combinar estas diferentes metodologias pode ser
complicado e consumir tempo, e requer uma ampla experiéncia com a diversidade morfologica
cianobacteriana.

Nostocales com ramificacbes verdadeiras € uma das ordens mais frequentes em
ambientes terrestres (verificado, por exemplo, em trabalhos cientificos de SANT’ANNA et al.,
1991; AZEVEDO, 1991 & ASENCIO, 1996) e a taxonomia do grupo, principalmente em
regibes tropicais tem se revelado uma problematica, e devido a esta importancia e
representatividade nas comunidades aerofiticas pode-se dizer que os dados morfoldgicos
integrados aos dados ecoldgicos e biogeograficos sdo indispensaveis para melhor definir e

distinguir filogeneticamente estes organismos em particular.

Il - OBJETIVOS
»= Ampliacdo do conhecimento taxondmico das cianobactérias aerofiticas com ramificacdes
verdadeiras da regido de mata atlantica paulista.
= Caracterizacdo morfoldgica das populacdes encontradas.
»= Levantamento de varidveis ambientais (substrato, pH, irradiancia, temperatura e

umidade) sob os quais as populagdes ocorrem.

111 - MATERIAL E METODOS

1 - Coleta das cianobactérias

Amostras de cianobactérias foram coletadas na regido de mata atlantica ao longo do
litoral norte paulista, na Serra do Mar (Figura 1), e a vegetacdo pode ser formalmente descrita
como Floresta Ombrofila Densa. As temperaturas médias anuais variam de acordo com a
altitude ao nivel do mar oscilam entre 14 e 21°C e nas maiores altitudes, entre 18 a 19°C. A
precipitacdo média anual € de 2100 mm ao nivel do mar e 4600 mm nas regides montanhosas e a
umidade relativa do ar é superior a 80%. (SALATI FILHO & COTTAS, 2003).



Figura 1. Esquema do estado de S&o Paulo, mostrando os remanescentes de Floresta

Ombrofila (Imagem de satélite) e a area amostrada (circulado) (EMBRAPA).

As amostragens foram feitas ao longo das seguintes rodovias: Mogi-Bertioga, Tamoios,
Osvaldo Cruz, Rio-Santos e Cunha-Parati (Tabela 1). Os locais amostrados foram visitados entre
os dias 31 de marco e 1° de abril de 2004, logo ap6s o periodo de chuvas, 16 e 17 de outubro de

2006 e novamente nos dias 22 e 23 de novembro de 2007.

Tabela 1. Localizagdo, coordenadas geograficas e altitude dos pontos de coleta.

PONTOS LOCAIS E COORDENADAS
01 Rodovia Mogi-Bertioga (Km 62) - 46°10°08”W; 23°35’51"S - Altitude: 800 m
02 Rodovia Mogi-Bertioga (Km 76) - 46°05’52”W; 23°41°07”S - Altitude: 791 m

03 Rodovia Mogi-Bertioga (Km 76) - 46°05°52”W; 23°41°09”S - Altitude: 787 m
04 Rodovia BR-101 (Km 202) - 45°57°14”W; 23°46°21”S - Altitude: 22 m

05 Rodovia Tamoios (Km 78) - 45°26°43”W; 23°36°10”S - Altitude: 183 m

06 Rodovia Tamoios (Km 71) - 45°26°57”W; 23°35’16"S - Altitude: 600 m

07 Rodovia Rio-Santos (Km 79) - 45°14°47"W; 23°32°56"S - Altitude: 23 m

08 Rodovia Rio-Santos (Km 65) - 45°08°38”W; 23°29°39”S - Altitude: 66 m

09 Rodovia Rio-Santos (Km 65) - 45°07°56"W; 23°30°34”S - Altitude: nivel mar
10 Rodovia Oswaldo-Cruz (Km 86) - 45°07°19”W; 23°23°06”S - Altitude: 122 m
11 Rodovia Oswaldo-Cruz (Km 85) - 45°07°07”W; 23°22°37”S - Altitude: 309 m
12 Rodovia Rio-Santos (Km 40) - 45°01°43”W; 23°24°50”S - Altitude: 77 m

13 Rodovia Cunha - Parati - 44°50721”W,; 23°09°54”S - Altitude: 1460 m

14 Paraibuna - rio Negro (Cachoeira) - 45°27°31”W; 23°33°48”S

15 Caraguatatuba - rio Massaguagu - 45°19°31”W; 23°33’51"”S




Massas Vvisiveis de cianobactérias foram aleatoriamente coletadas com espéatula ou
canivete e, apds o recolhimento, as amostras foram mantidas secas (em temperatura ambiente)
em sacos de papel.

Além das caracteristicas macroscopicas das massas, 0s seguintes parametros ambientais
foram também anotados na primeira coleta: coordenadas geograficas e altitude (GPS - Global
Positioning System), temperatura do ar e da massa de cianobactérias (termdmetro), umidade do
ar e da massa de cianobactérias (higrémetro), pH (phmetro) e irradiancia (fotbmetro).

Adicionalmente foram coletadas duas amostras de cianobactérias de ambientes l6ticos
(aquaticos), para comparar as possiveis diferencas de crescimento entre cianobactérias aerofiticas

e aquaticas.

2 - Caracterizagdo morfoldgica

As populacdes encontradas foram caracterizadas sob microscépio estereoscopio (Carl
Zeiss Jena, modelo Laboval 3) e microscopio fotonico (Carl Zeiss Jena, modelo Jenamed), com
camara clara acoplada ao sistema Optico, segundo 0s critérios usuais da taxonomia morfoldgica,
0 que inclui parametros quali e quantitativos. Os organismos foram fotografados (Camera
Olympus PM-20, acoplada a microscépio foténico Olympus - modelo BX-50), para ilustrar as
caracteristicas mais importantes para a taxonomia destes organismos.

Os taxons encontrados e identificados foram tratados sob o sistema de classificacdo
proposto por HOFFMANN, KOMAREK & KASTOVSKY (2005).

IV - RESULTADOS

1 - Caracterizacdo das amostras de cianobactérias

Dos 15 pontos distintos de mata atlantica foram coletadas 21 amostras de cianobactérias
aerofiticas resultando em 11 espécies da ordem Nostocales com ramificacGes verdadeiras, das
quais, duas sdo do género Hapalosiphon, uma do género Nostochopsis, uma do género
Spelaeopogon e sete do género Stigonema. As caracteristicas dos pontos amostrados com relacéo
a irradiancia total (IT) e da massa (IM), temperatura do ar (TA) e da massa (TM) e umidade
relativa do ar (URA) e sobre a massa (URAm) foram muito diversificadas entre os pontos

amostrados (Tabela 2).



Tabela 2: Caracteristicas ambientas selecionadas das amostras coletadas nos diferentes pontos: IT - Irradiancia
Total (umol fotons.m?s™); IM - Irradiancia na Massa (umol fétons.m?s™); TA - Temperatura do Ar (°C); TM -
Temperatura da Massa (°C); URA - Umidade Relativa do Ar (%); URAm - Umidade Relativa do Ar sobre a massa
(%).

Ponto Amostra pH IT IM TA ™ URA URAmM Substrato
01 01 5,0 385 110 19,6 19,9 85,0 90,0 Solo
02 02 4,0 300 110 21,8 20,6 74,0 81,0 Solo
03 03 5,0 300 85 21,1 19,5 76,0 79,0 Rocha
04 04 10,0 800 260 27,4 28,1 83,0 84,0 Rocha
05 05 4,0 1900 1900 27,0 26,5 65,0 71,0 Rocha
06 06 4,0 1700 1700 26,0 36,0 55,0 62,0 Solo

07 4,0 1700 1700 26,0 36,0 55,0 62,0 Solo
07 08 4,0 2740 2740 30,6 384 67,0 70,0 Rocha
08 09 4,0 680 330 27,7 23,9 74,0 81,0 Rocha
10 4,0 680 330 27,7 23,9 74,0 81,0 Rocha
11 4,0 680 35 27,7 22,9 74,0 75,0 Rocha
12 4,0 680 280 27,7 24,0 74,0 77,0 Rocha
09* 13 _ _ _ _ _ _ _ Rocha
10 14 5,0 314 160 24,6 25,5 80,0 87,0 Rocha
11 15 4,0 65 30 22,3 21,7 92,0 94,6 Solo
12 16 5,0 10 3 25,1 23,8 90,0 93,0 Rocha
17 5,0 10 4 25,1 25,5 90,0 141,0 Solo
13 18 5,0 2400 60 21,9 19,5 59,0 67,0 Rocha
19 9,0 2400 2200 21,9 28,1 67,0 68,0 Rocha
14* 20 - - - - - - - Aquatica
15* 21 - - - - - - - Aquatica

* dados néo coletados.
2 - Descrigdo das espécies

Hapalosiphon aureus W. West & G.S. West, J. Bot. 35: 241, 1897.
(Figuras 2-3)

Massa com filamentos emaranhados, cespitosa; filamentos sem distin¢do nitida entre
filamento principal e ramificacbes, unisseriados, 7,0-15,0(-17,5) pm didm.; ramificacdes
geralmente de um Unico lado do filamento; bainha fina a moderadamente espessa, hialina a
amarelo-acastanhado; tricomas constritos, 5,0-13,0 um diam.; células 4,0-10,0(-12,0) um compr.,
0,4 a 1,5 vezes mais longas do que largas; células contendo granulagfes, conteudo azul-
esverdeado; heterdcitos ndo visualizados.

CondigBes ambientais: n = 1; amostra: 01; TA = 19.6°C, TM = 19.9°C, URA = 85%, URM =
90%, IM = 110 pmol fétons.m™?.s™, pH =5, S = solo.



Hapalosiphon sp.
(Figuras 4-5)

Massa formada por filamentos densamente emaranhados, prostados, sem distin¢do nitida
entre o filamento principal e as ramificacGes, unisseriado, 6,0-9,0(-10,7) um diam.; ramificacdes
geralmente em um lado do filamento muito longas, ramificagdes falsas ocasionalmente
presentes; bainha fina a moderadamente grossa, hialina a amarelo-acastanhado; tricomas
constritos, 5,0-7,2(-7,6) um diam.; células 5,0-7,0(-10,5) um compr., 0,75 a 1,33(-1,6) vezes
mais longas do que largas; células contendo granulagdes, conteddo celular verde claro a verde-
azul claro; heterocitos freqlientes, cilindricos a sub-quadraticos, (4-)5,0-7,0(-10,0) um compr.,
5,0-8,0 um didm.; acinetos cilindricos, as vezes em longas cadeias, usualmente com uma grande
gota de Gleo no seu interior, 8,0-11,0 um de compr., 5,5-7,0 um diam., episporio espesso, liso,
amarelo acastanhado escuro.

CondicBes ambientais: n = 1; amostra: 15; TA = 22.3°C, TM = 21.7°C, URA = 92%, URM =
94%, IM = 30 pumol fétons.m?s™, pH = 4, S = solo.

Comentario: esta populacdo apresenta caracteristicas muito préximas as de H. hibernicus e H.
welwitschii. Assemelha-se a primeira em relacdo ao didmetro dos filamentos, ocorréncia
frequente de heterdcitos, ramificacdes unilaterais contiguas longas, diferenciando-se pelo
didmetro e comprimento de suas células. Com a segunda, assemelha-se ao didmetro do
filamento, principalmente da variedade vaginatus (Ghose), porém nestas os heterdcitos sdo raros
e 0s ramos sdo curtos e afilados nas extremidades, caracteristicas ndo encontradas no organismo

em estudo. Foram encontrados somente na primeira coleta em periodo de seca.

Nostochopsis lobatus Geitler, L. Proc. Amer. Phil Soc., 11: 119, 1869.
(Figuras 6-9)

Massa gelatinosa mais ou menos irregular, verde-azulada ou verde-oliva com filamentos
emaranhados, cespitosa, filamento principal fortemente constrito e distinto das ramificagdes,
unisseriado, 8,0-10 um diam.; ramificacdes de ambos os lados do filamento, longas e estreitas no
apice; bainha delgada, hialina a esverdeada; células esféricas a elipsoidais, 8,0-12,0 um compr.,
6,0-8,0 um didm.; conteddo celular verde claro a escuro, granulado; heterdcitos pouco
numerosos, intercalares, laterais (sésseis) e terminais (pedicelados); hormogdnios ocasionais,
geralmente com 6 células.

Condic¢des ambientais: n = 1; amostra de rio 2; S = rocha.



Spelaeopogon sommierii Borzi, A. Bot. Ital. 24:107, 1917.
(Figuras 10-13)

Massa de filamentos emaranhados, cespitosa ou prostrada, ocasionalmente filamentos
isolados ou em pequenos aglomerados crescendo em massas gelatinosas de outras
cianobactérias; filamentos principais e secundarios distintos, irregularmente ramificados,
ramificaces em T, ramificacOes falsas (YY) presentes, geralmente unisseriados, com regides
multisseriadas, 10,0-11,0 pum didm.; bainhas mucilaginosas finas, hialinas; tricomas com
constricdo varidvel, (8-)9-10(-13) pum diam.; células 10-12(-15) um compr.; heterécitos
presentes, intercalares ou terminais, (8-)10-12(-13) um diam., (9-)10-15(-16) um compr..

Condicdes ambientais: n = 1; amostra 09; S = rocha

Stigonema hormoides Bornet & Flahault, Ann. Sci. Nat. Bot., ser. 7, 5: 68, 1887.
(Figuras 14-17)

Massa formada por filamentos emaranhados, cespitosos, acastanhada a marrom escuro,
ocasionalmente filamentos isolados ou em pequenos aglomerados crescendo em massas
gelatinosas de outras cianobactérias; filamentos unisseriados, raramente bi (7,0-)9,0-17,5(-22,0)
um diam.; ramificacdes geralmente curtas; bainha relativamente espessa, lisa, castanha; células
de forma variavel, subesféricas, discoides, esféricas, ovais ou arredondadas, 2,4-9,6(-14,0) um
compr., (-2,5)4,0-12,0 um didm.; conteddo celular homogéneo ou granulado, contetdo verde-
amarelado; heterocitos hemisféricos ou arredondados, laterais ou intercalares, 4,0-9,6 pm
compr., 3,2-9,6 um diam.; hormogonios terminais, 25,0-30,0(-70,0) um compr..

Condic¢Bes ambientais: n = 9; amostras 3, 5, 8, 10, 11, 12, 14, 15e 19; TA = 21.1-30.6°C, TM =
19.5-38.4°C, URA = 65-92%, URM = 70-94%, IM = 30-2740 umol fétons.m?.s™*, pH=4,5¢€ 9,

S =rocha e solo.

Stigonema informe Bornet & Flahault, Ann. Sci. Nat. Bot., ser. 7, 5: 75, 1887.
(Figuras 18-19)

Massa formada por filamentos emaranhados, cespitosa, amarela a marrom; filamento
principal prostrado, filamentos multisseriados com até 4 séries de células, 56,0-87,4 um diam.;
ramificacdes 24,0-44,0 um diam.; bainha espessa, lisa, amarela a castanha; células comumente
agrupadas, hemisféricas a oblongas, 7,2-16,0 um compr., 6,4-12,0 um diam.; conteudo celular
verde-azulado, granulado; heterécitos 7,2-12,0 um compr., 3,2-11,2 um didm.; hormogo6nios
terminais nas ramificagdes, 16,0-32,0 um compr., 6,9-12,0 um diam..



Condigdes ambientais: n = 1; amostra 14; TA = 24.6°C, TM = 25.5°C, URA = 80%, URM =
87%, IM = 160 pmol fotons.m™?.s™, pH =5, S = rocha.

Stigonema minutum C. Agardh ex Bornet & Flahault, Ann. Sci. Nat. Bot., ser. 7, 5: 72, 1886.
(Figuras 20-21)

Massa formada por filamentos emaranhados, cespitosos (filamento principal prostrado e
ramificacdes eretas); filamento principal com trés fileiras de células, 20,0-28,0 um diam.;
filamentos secundarios com duas fileiras de células, 14,0-18,2 um diam.; bainha ampla, lisa,
amarela; células hemisféricas, 5,0-12,0(-15,0) um compr., 5,0-13,0 um didm.; conteudo celular
verde-amarelado e granulado; heterocitos hemisféricos, laterais, 7,0-11,0 um compr. e 6,0-13,0
um didm.; hormogonios pequenos e terminais nas ramificagdes.

Condic¢des ambientais: n = 4; amostras 07, 12, 16 e 19; TA = 21.9-27.7°C, TM = 22.9-36.0°C,
URA = 55-90%, URM = 62-93%, IM = 3-2200 umol fétons.m™2.s™*, pH =4 e 5, S = rocha e solo.

Stigonema ocellatum Thuret ex Bornet & Flahault, Ann. Sci. Nat. Bot., ser. 7, 5: 69, 1887.
(Figuras 22-24)

Massa formada por filamentos emaranhados, crescendo de maneira ereta, agrupada ou
isolada em massas gelatinosas de outras cianobactérias; filamentos com uma fileira de células,
ocasionalmente duas,18,0-45,0 um diam.; bainha ampla, lisa, hialina a castanha; células variadas,
hemisféricas, ovais, quadradas, retangulares, mais comumente arredondadas 3,0-20,0 um compr.
e 4,0-25,6 pum diam.; contetdo celular amarelo a castanho com granulacfes; heterdcitos
arredondados e laterais, 8,7-21,6 um compr. e 6,4-22,4 um diam.; hormogonios terminais e
grandes nas ramificagdes, (20,0-)38,0-180,0 um compr. e 9,6-20,0 um diam..

Condigdes ambientais: n = 11; amostras 03, 04, 05, 06, 08, 10, 11, 12, 13, 14 e 18;TA = 21.1-
30.6°C, TM = 19.5-38.4°C, URA = 55-83% (71%), URM = 62-87%, IM = 85-2740 pmol

fotons.m™?.s™, pH = 4, 5 10, S = rocha e solo.

Stigonema robustum Gardner, University of California Publications in Botany 14(1): 9, 1927.
(Figuras 25-26)

Massa com filamentos intensamente emaranhados, cespitosos, rigidos e coridceos;
ramificaces distintas do filamento principal; filamento principal multisseriado, (80,0-)100,0-
160,0(-230,0) um diam.; ramos frequientes, em ambos os lados do filamento, principalmente nas
extremidades, apices geralmente unisseriados, atenuados; bainha estreita, lisa, castanha a hialina

nas partes jovens, homogénea; células hemisféricas a oblongas, a maioria quase tdo longa quanto



larga, (7,0-)8,0-15,0(-20,0) um diam., nas regiGes multisseriadas, geralmente reunidas em grupos
(geralmente de 4-6 células) envoltos por bainha comum, ocasionalmente mais escura ao redor
das células; conteudo celular azul-esverdeado a esverdeado-acastanhado, granulado; heterdcitos
raros e de dificil visualizacdo; hormogonios ndo observados.

Condic6es ambientais: n = 1; amostra aquética de rio 1; S = rocha.

Stigonema turfaceum Cooke ex Bornet & Flahault, Ann. Sci. Nat. Bot., ser. 7, 5: 74, 1887.
(Figuras 27-31)

Massa formada por filamentos cespitosos, castanha a marrom escura; filamento com mais
de quatro fileiras de células, (20,0-)26,0-35,0(-40,0) um didm.; ramificacdes delgadas no apice;
bainha ampla, lisa, as vezes com lamelacdo paralela, amarelo claro a castanho; células
arredondadas a oblongas, 4,8-12,5 um compr., 4,0-11,0 um diam.; contetdo celular verde-
azulado, granulado; heterdcitos hemisféricos, laterais; hormogonios terminais, 9,5-45,0 um
compr., 4,0-11,0 um diam..

Condigdes ambientais: n = 5; amostras 02, 10, 11, 12 e 17; TA = 21.8-27.7°C, TM = 20.6-
25.0°C, URA = 74-90%, URM = 75-141%, IT = 4-330 pumol fétons.m?.s™, pH=4e5, S = rocha

e solo.

Stigonema sp.
(Figuras 32-33)

Filamentos isolados entre outras espécies de Stigonema, 8,0-12,8 um diam.; tricomas
unisseriados, 4,0-7,2 um didm.; bainha ampla, lisa, hialina; células sub-quadraticas, 2,4-8,0 um
compr.; contetdo celular verde-amarelado e homogéneo.

Condic¢des ambientais: n = 1; amostra: 14; TA 24.6°C, TM 25.5°C, URA 80%, URM 87%, IM
160 pmol fétons.m™?.s™ (5,0% da IT), pH = 5, S = rocha.

Comentarios: esta populacdo tem caracteristicas muito proximas as de Stigonema hormoides,
porém a medida do filamento € muito menos variavel e tem valor inferior a média do didmetro
do filamento desta espécie (7-15 um diam.). Devido a escassez de material bioldgico disponivel,

ficou inviavel a obtencéo de anélises morfoldgicas adicionais.
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Figuras: 2-3. Hapalosiphon aureus; 4-5. Hapalosiphon sp.; 5: acinetos; 6-9. Nostochopsis lobatus; 8:
heterdcito pedicelado; 9: heterdcito intercalar; 10-13. Spelaeopogon sommierii; 11: ramificagdo falsa; 14-
17. Stigonema hormoides; 15: heterécito arredondado; 17: hormogénio.

(Escalas: 2-13, 15, 17: 10 um; 14, 16: 20 um).
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Figuras: 18-19. Stigonema informe; 19: hormog6nio; 20-21. Stigonema minutum; 22-24. Stigonema
ocellatum; 25-26. Stigonema robustum; 25: heterécito intercalar; 27-31. Stigonema turfaceum; 31:
hormogbnio; 32-33. Stigonema sp.

(Escalas: 22, 32-33: 10um; 18-19, 21: 20 um; 23-25: 40 um; 20, 28-31: 50 um; 26-27: 60 um).



Os resultados observados em relacdo as espécies da mata atlantica ao longo dos pontos
amostrados demonstram que a riqueza de espécies de Nostocales com ramificacfes verdadeiras é
pequena, variavel e as vezes distinta, alem de maior diversidade de espécies nos pontos de
menores altitudes (Tabela 3). A maior riqueza de espécies foi verificada entre membros do
género Stigonema, nas altitudes entre 22 a 600 m (chegando até 1460 m), enquanto organismos
do género Hapalosiphon foram somente encontrados nas maiores altitudes, entre 300 e 800 m,
diferindo amplamente dos organismos do género Spelaeopogon que somente foram encontrados
no nivel do mar. A espécie mais freqliente entre os pontos amostrados foi Stigonema ocellatum
(n=11).

Tabela 3. Distribuicéo de espécies em relacéo a altitude. I - H. aureus; Il - Hapalosiphon sp.; 111 - S. sommierii;
IV - S. hormoides; V - S. informe; VI - S. minutum; VII - S. ocellatum; VI1II - S. turfaceum; IX - Stigonema sp.

Altitude / (Ponto) | I 11 v \Y Vi VIl VI IX

Nivel do mar X
22 m (04)
23 m (07)
66 m (08)
77 m (11)
122 m (09)
183 m (05)
309 m (10) X
600 m (06)
787 m (03)
791 m (02)
800 m (01) X
1460 m (12) X X X

X

X X
X X X

X X
X

X X X X

Em relacdo as caracteristicas ambientais em que 0s organismos se encontravam, pode-se
dizer que as cianobactérias estudadas foram mais freqtientes em lugares acidos (pH entre 4,0 e
5,0), mas podendo ser encontradas em outros basicos (pH 9 a 10). A irradiancia, a temperatura e
a umidade nas massas de cianobactérias foram bem variaveis, oscilando entre 3 a 2740 umol
fotons.m™.s™, de 18 a 38°C e de 62 a 94%, respectivamente, sendo o substrato mais comum o

rochoso (Tabela 2).

V - DISCUSSAO
No trecho de mata atlantica estudado foram encontrados 11 taxons de Nostocales com

ramificacOes verdadeiras, duas pertencentes aos géneros Hapalosiphon, uma do género



Nostochopsis (Familia Hapalosiphonaceae), uma do género Spelaeopogon (Familia
Borzinemataceae) e sete do género Stigonema (Familia Stigonemataceae).

Em comparagdo com o trabalho de HOFFMANN (1986), nota-se a ocorréncia comum de
duas espécies (S. hormoides e S. minutum), sendo que a pouca coincidéncia floristica pode ser
resultado da diferenca geogréfica abordada. Quando, entretanto, os resultados obtidos sdo
comparados com os apresentados por COUTE et al. (1999), as semelhancas revelaram-se um
pouco maiores, resultando em cinco tdxons de ocorréncia comum a ambos os trabalhos (S.
hormoides, S. minutum, S. ocellatum, S. informe e S. turfaceum) e, neste caso, as semelhancas
ambientais também sdo maiores visto que ambas as localidades sdo de clima tropical.

Considerando-se especificamente trabalhos realizados em territério brasileiro, foi
observada em SANT’ANNA et al. (1991), a ocorréncia comum de quatro taxons, S. sommierii,
S. hormoides, S. minutum e S. ocellatum. Essa baixa similaridade provavelmente é devida a
diferenca de escala geogréfica, visto que o trabalho de SANT’ANNA et al. (1991) foi realizado
em uma Unica localidade (Gruta-que-chora, Ubatuba) e o presente estudo abrangeu uma area
muito mais ampla. Entretanto, fatores ambientais locais, como por exemplo, temperatura,
umidade, irradiancia e pH, podem também ter colaborado para esta diferenciacdo floristica, pois
sabe-se que as condi¢bes ambientais sdo altamente limitantes a distribuicdo das cianobactérias,
sobretudo, a umidade, que é um parametro fundamental ao desenvolvimento destes organismos
no ambiente terrestre (FREMY, 1930; GEITLER, 1932; DESIKACHARY, 1959).

Um outro fator a ser considerado quanto a biogeografia, € que as espécies apresentam
amplitudes ecologicas relativamente estreitas, embora nem sempre limitacdo ecoldgica implica
em limite geografico restrito (KOMAREK 1985, 1994). Ainda nio esta totalmente claro se
populagdes morfometricamente semelhantes vivendo em ambientes distintos podem ou néo ser o
mesmo taxon especifico, tornando o conhecimento da distribui¢do biogeografica das espécies de
cianobactérias um tema de dificil abordagem. Aspectos metodoldgicos, como é&reas de
amostragem, conceito de espécie utilizado e identificacfes taxondmicas duvidosas, tornam o
trabalho de avaliacdo biogeografica pouco preciso (HOFFMANN, 1994) e, até o momento,
restringe-se as espécies mais bem delimitadas (HOFFMANN, 1994, 1996, 1999).

A taxonomia de cianobactérias passa por um momento de reavaliacdo. Acreditava-se que
a ocorréncia geogréafica de cianobactérias era aleatdria, o que hoje é considerado inadmissivel,
pois a caracterizacdo de uma espécie particular propriamente dita depende ndo s6 de sua
morfologia, mas também de sua ecologia. Atualmente, é dificil admitir que haja grande nimero
de espécies de ocorréncia ubiqua. Da mesma maneira, ainda ndo sdo claros os limites da varia¢do

fenotipica expressada pelo genotipo de determinadas espécies. Isto explica o0 uso freqlente de



“conferato” (cf.) nos trabalhos taxondmicos realizados nos Gltimos anos. O uso de sp. ocorre
devido a auséncia de estruturas indispensaveis ou até mesmo pela falta de material e a
dificuldade em estimar variagOes fenotipicas, 0 que ocorreu com Stigonema sp. e Hapalosiphon
sp. descritas neste trabalho.

O estudo de cianobactérias terrestres é relativamente recente (JOHANSEN & SHUBERT,
2001) e a maioria dos trabalhos realizados até hoje baseia-se apenas no uso de critérios
morfolégicos. Sdo necessarias entdo, novas abordagens na classificacdo taxonémica, com a
realizacdo de trabalhos que enfoquem critérios ultra-estruturais e moleculares que respondam a
estas peculiaridades, para que futuramente haja uma maior e melhor compreensao das relagdes
filogenéticas e delineamentos taxonémicos.

Segundo GARCIA-PICHEL et al. (1996) e PALINSKA et al. (1996), a sistematica
cianobacteriana ainda é muito confusa e a reorganizacdo desta baseada somente na morfologia
pode ndo ser o0 método mais adequado. Esses sdo alguns dos varios problemas existentes para a
identificacdo de cianobactérias, por esta razdo que diferentes analises (polifasicas) tém sido
atualmente aplicadas para melhor distinguir os diferentes niveis taxonémicos (ITEMAN et al.,
2002; ZEHR et al., 2003; RAJANIEMI et al., 2005; MARUARDT & PALINSKA, 2007)
combinando o fenétipo com o gendtipo (STACKEBRANDT, 2001; WILMOTTE &
HERDMAN, 2001; MARQUARDT & PALINSKA, 2007).

Desta forma, torna-se evidente a importancia dos levantamentos de cianobactérias em
diferentes bidtopos de regibes tropicais, contribuindo para o conhecimento da variabilidade
morfologica das espécies e, por conseqiiéncia sua distribuicdo geogréafica. Paralelamente, estudos
com abordagens moleculares podem também esclarecer mais sobre a biogeografia das
cianobactérias, cujos membros desempenham papel ecolégico fundamental nos diversos

ecossistemas onde ocorrem (BRANCO et al., 2003).

VI - CONCLUSAO

Na regido de mata atlantica paulista foram encontrados 11 tdxons de Nostocales com
ramificagbes verdadeiras (9 aerofiticos e 2 aquaticos) sdo eles: Hapalosiphon aureus,
Hapalosiphon sp. e N. lobatus (Familia Hapalosiphonaceae), Spelaeopogon sommierii (Familia
Borzinemataceae), Stigonema hormoides, S. informe, S. minutum, S. ocellatum, S. robustum, S.
turfaceum e Stigonema sp (Familia Stigonemataceae). Isto demonstrou a baixa riqueza de

espécies desta ordem no trecho estudado.
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CAPITULO II

Variacoes de condigOes de cultivo para o
crescimento de Nostocales com ramificacoes
verdadeiras da mata atlantica paulista



VariagOes de condicdes de cultivo para o crescimento de Nostocales com ramificacoes

verdadeiras

RESUMO: As Cyanobacteria sdo dominantes em diversos tipos de ambientes, sdo
especialmente bem distribuidas e abundantes em ambientes terrestres e possuem importante
funcdo ecoldgica no ecossistema. Em ambientes aerofiticos, atuam como colonizadores
primarios e na economia na producdo de compostos de interesse industrial como auxinas,
antivirais, antifangicos, antibacterianos, biofertilizantes, entre outros. Atualmente, para o estudo
de cianobactérias tornou-se importante o cultivo laboratorial para que se consiga biomassa e
controle de contaminantes. Porém, sdo escassos os trabalhos sobre o cultivo, em particular das
Nostocales com ramificacdes verdadeiras, e varios dos poucos existentes relatam tentativas
frustradas na obtencdo de cultivos especificos demonstrando a forte resisténcia destes
organismos ao crescimento em condicdes laboratoriais. Os resultados presentemente obtidos
indicaram que in vitro as Nostocales com ramificacdes verdadeiras seguem as mesmas
caracteristicas de crescimento quando em habitat natural: crescimento lento, baixa taxa de
colonizacdo e competicdo. Dentre as variacOes testadas, a diluicdo de 2:1 (tanto liquido quanto
solido) foi considerada a melhor concentracdo do meio de cultivo e a agitacdo em shaker
resultou em melhorias para o crescimento. A realizagdo ou ndo de repicagens néo foi suficiente
para 0 estabelecimento de colecGes, pois estes organismos ndo resistem a muitos meses sob
condicbes de cultura. O teste de antibidticos para o controle de contaminantes mostrou-se
ineficiente e, portanto, ndo foi possivel estabelecer quantidade segura para o seu emprego. As
pesquisas em relacédo ao cultivo destes organismos sdo ainda muito escassas. Neste estudo pode-
se indicar um conjunto de condic¢Ges de crescimento mais favoraveis para estes organismos, mas
para um melhor estabelecimento das condi¢des ainda sdo necessarios estudos mais abrangentes e

aprofundados.



| - INTRODUCAO

Cyanobacteria, segundo GALLON (2001), representam o0 maior grupo de organismos
fototroficos amplamente distribuidos na natureza e, embora sejam procariotos, sao caracterizados
por realizar fotossintese oxigénica, similar a verificada em algas e plantas.

Esses organismos sdo especialmente bem distribuidos e abundantes em ambientes
terrestres e possuem funcéo ecoldgica importante nos ecossistemas, como relatado no estudo de
FLETCHER & MARTIN (1948), que demonstraram que massas incrustantes de cianobactérias
promovem a retencdo de limo e argila e acarretam um rearranjo das particulas de terra. Como
colonizadores primarios, promovem o desgaste de minerais e criam condicGes ligeiramente
acidas devido a producdo de acido carbdnico gerado por meio da fotossintese, o que 0s
caracteriza como colonizadores priméarios (METTING, 1981). SCHWABE, ja em 1972, havia
demonstrado sua importancia neste papel estudando a ecogénese da llha de Surtsey (Islandia).

As cianobactérias também apresentam importante papel funcional em ambientes alagados
(McCORMICK et al., 1996, 1998; REJIMANKOVA & KOMARKOVA, 2000). O conhecimento
e o entendimento da diversidade das espécies somados a funcdo e as respostas destas sob
alteragBes nos ecossistemas ambientais sdo necessarios para efetivar a protegdo e o potencial na
utilizacao destes na populagio cianobacteriana (REJMANKOVA et al., 2004).

Estudos evidenciam que estes organismos sdo produtores de substancias promotoras de
crescimento semelhantes a auxinas e também vitaminas, responsaveis em parte por maiores
producoes vegetais (VENKATARAMAN, 1975; WHITTON, 2000). Além disso, pesquisas tém
demonstrado que as cianobactérias terrestres produzem compostos (SMITKA et al., 1992; JAKI
et al., 1999; RESHEF & CARMELI, 2002), como os metabdlitos secundarios ativos
(KREITLOW et al., 1999), alem de sintetizarem diversos compostos com atividade citotdxica,
antifungica e antiviral utilizados na medicina (PATTERSON & BOLIS, 1997; KUMAR et al.,
2000; BOKESCH et al., 2003; JHA & MISHRA, 2005). JUNGBLUT & NEILAN (2006)
estudaram, através de técnicas moleculares, o potencial de cianobactérias na formacdo de
substancias toxicas em floracGes de cianobactérias produzindo compostos responsaveis pela
promoc¢do ou iniciacdo de tumores. Também tém sido investigadas producfes de compostos
capazes de degradar pesticidas langados indiscriminadamente no ambiente (SMITKA et al.,
1992; JAKI et al., 1999; RESHEF & CARMELLI, 2002; JHA & MISHRA, 2005).

A taxonomia das cianobactérias é basicamente alicer¢ada nas caracteristicas morfologicas
e métricas. A amplitude de certas caracteristicas expressadas é dependente da forma e do

tamanho do organismo, sendo que, por exemplo, a formacao de col6nias e agregados € um fator



importante e determinante para a realizacdo de processos fisiologicos das cianobactérias
(DOKULIL & TEUBNER, 2000).

CondigGes ambientais também interferem no desenvolvimento dos organismos. As altas
temperaturas, por exemplo, podem resultar em aumento da abundancia de cianobactérias
aquaticas especialmente durante o verdo e, por outro lado, é baixo o requerimento de energia
luminosa, que é um fator decisivo na formacao de florages. Possuem ainda alta requisigdo de
elementos-traco se comparado ao fitoplancton eucarioto (DOKULIL & TEUBNER, 2000).

Segundo BERMAN-FRANK et al. (2003), uma especializacdo celular caracteristica e
altamente refinada do grupo das Nostocales é encontrada nos heterdcitos. A trajetoria evolutiva
dos mecanismos adaptativos que protegem a nitrogenase do oxigénio molecular e espécies
oxigénio-reativas pode ser distinguida por padrdes de fisioecologia, da morfologia microbiana,
bioquimica, fisiologia e estrutura da comunidade ao longo de um gradiente anaerébio até um
ambiente completamente aerébio. A nitrogenase, segundo estes autores, € uma enzima que
converte o nitrogénio atmosférico em uma forma assimilavel pelo organismo, € confinada em
uma célula micro-anaerdbia, o heterocito.

A distribuicdo das cianobactérias € comumente influenciada por diversos fatores
ambientais como diferentes concentracdes de fosforo, nitrogénio, razdo N/P, luz, oxigénio e pH
(WHITTON, 1992), por esta razdo as espécies podem variar seus requerimentos ecoldgicos
(PERONA et al., 1998; BRANCO et al., 2001). Segundo WHITTON (1992), as cianobactérias
possuem a capacidade de se desenvolver em ambientes com média a baixa concentragdo de ions
e, a0 mesmo tempo, ter vantagens sob condicdes de estresse de nutrientes. PAERL et al. (1994,
1996) estudaram a limitacdo de ferro, a fixacdo de nitrogénio e a producdo primaria de
cianobactérias marinhas que habitam oceanos oligotroficos e constataram que o ferro tem um
importante papel no controle da producgdo primaria de cianobactérias planctonicas e no fluxo de
nutrientes em ambientes marinhos. Isto representa um dos diversos exemplos demonstrados na
literatura (WEISBURG et al., 1991; CASTIGLIONI et al., 2004) da dificuldade de se reproduzir
em laboratério as mesmas condicdes ambientais para se estabelecer uma condicdo de
crescimento para estes organismos.

Estudos de microbiologia ambiental sdo muitas vezes limitados por dificuldades na
identificacdo da diversidade de populagcdes naturais porque o isolamento e cultivo de
microrganismos de ambientes naturais sdo muitas vezes impossiveis (CASTIGLIONI et al.,
2004).

Atualmente, estudos sobre as caracteristicas moleculares das cianobactérias utilizam

amostras provenientes de bancos de cultura, mas relativamente poucas espécies tém crescimento



apropriado sob condi¢des de cultura ou sdo mantidas em culturas axénicas (ZEHR et al., 1997).
Com relagdo especificamente as Nostocales com ramificacdo verdadeira, objeto deste estudo,
apenas uns poucos morfotipos tém sido cultivados (GUGGER & HOFFMANN, 2004),
indicando a complexidade e desconhecimento nos procedimentos para o estabelecimento de
cultivos em condicdes adequadas. Entretanto, também se verifica a existéncia de trabalhos que se
baseiam em amostras ambientais devido a grande dificuldade no isolamento e crescimento destes
organismos em laboratdério (CASTENHOLZ, 1992).

Um problema adicional com relacéo as culturas disponiveis em bancos é a imprecisdo nas
identificacbes taxonémicas, levando a um potencial equivoco na analise dos dados obtidos.
Estima-se que mais de 50% das linhagens de cianobactérias existentes em colecBes de cultura
tém sido identificadas incorretamente ou sido colocadas erroneamente em alguns grupos
taxondmicos (ANAGANOSTIDIS & KOMAREK, 1990).

Entretanto, alteracfes morfologicas podem ser induzidas em condicdes de cultivo e esta
plasticidade pode ser uma probleméatica para a taxonomia das cianobactérias baseadas
unicamente na morfologia (CASAMATA et al., 2003). Devido a variabilidade expressa pela
morfologia, as caracteristicas usadas para classificacdo de linhagens de cianobactérias em niveis
de género ou espécie podem ser ambiguas, particularmente quando culturas de laboratério e
amostras da natureza sdo comparados (NEILAN et al., 1997).

Em resumo, investigacdes mais detalhadas sobre as cianobactérias de ambientes
aerofiticos tém revelado a presenca de taxons ainda desconhecidos e estes organismos podem
desempenhar papel importante no entendimento das relac@es filogenéticas e biogeograficas do
grupo. Para obtencdo destes dados mais facilmente adquiridos, preferencialmente devem ser
utilizadas cepas provenientes de cultivos e, por isto, torna-se recomendavel o estabelecimento de

um protocolo adequado, com o intuito de viabilizar abordagens mais refinadas.

Il - OBJETIVOS
Com base na demanda de estudos mais detalhados sobre as cianobactérias de ambientes
aerofiticos tropicais, principalmente aqueles envolvendo organismos da ordem Nostocales com
ramificagdo verdadeira, é importante a constru¢cdo de um banco de culturas com metodologia
padronizada e adequada para o cultivo. Deste modo, com este estudo pretendeu-se:
= Realizar diferentes procedimentos de triagem e purificacdo dos organismos;
= Aplicar e testar diferentes protocolos de cultivo, visando obter condigdes de cultivo mais
adequadas;

» Producéo de culturas puras.



I11 - MATERIAL E METODOS

1 - Meios de cultivo

Todos os meios utilizados, sélidos ou liquidos assim como tubos e placas de Petri, foram
autoclavados a 120°C sob pressdo de 1 atm por 20 minutos, com a finalidade de esterilizagdo dos
mesmaos.

1.1 - Meio s6lido

Foram realizadas culturas em meio sélido com agar-agar Powder Dab 6 da Merck
(1%) utilizando-se diferentes meios especificos para o crescimento de cianobactérias: 0 meio
BG-11 (ALLEN, 1968) e o meio ASM-1 modificado de AGUIAR & AZEVEDO (1992)
(Anexo).

Como as Nostocales com ramificacdo verdadeira sdo organismos dotados de
heterdcitos e sdo capazes de obter nitrogénio combinado diretamente da atmosfera, testes com
diferentes proporcdes de NaNO3 (0%, 5%, 10%, 15%, 25% e 50%) em relacdo ao meio original,
foram realizados com o meio BG-11 a fim de verificar se as baixas quantidades deste composto
preveniam o crescimento de cianobactérias ndo heterocitadas, atuando, desta forma, como um
agente seletivo. O meio de cultura sélido de BG-11 com 25% de NaNO; em relacdo o0 meio
original foi diluido em uma proporc¢éo de 1:1 e 2:1 com agua destilada autoclavada.

Para verificar se o espago fisico € um fator limitante para o crescimento das
cianobactérias, os meios solidos testados, BG-11 e ASM-1, foram acondicionados em placas de
Petri de diferentes dimensdes, 100 e 60 mm (Figura 1), e, ainda, de forma inclinada em tubos
com 200/20 mm altura/largura. Para diminuir a possivel contaminacdo e perda de umidade do
meio durante o tempo de incubacéo, todas as placas de Petri foram vedadas com filme de PVC
ou Parafilm (American National Can), para se verificar qual era o mais eficiente. Os tubos foram
fechados com tampa pléstica e com tampdes de algoddo e gaze para se verificar a eficiéncia nas
trocas gasosas e contra 0s contaminantes.

1.2 - Meio liquido

Foram realizados cultivos com os seguintes meios: BG-11, ASM-1 e agua solo
(NICHOLS, 1973), com a finalidade de testar a melhor condig¢do nutricional de crescimento das
cianobactérias em meio liquido estatico. Assim como em meio BG-11 solido, foram realizados
testes com diferentes proporcoes de NaNO3 (0%, 5%, 10%, 15%, 25% e 50%) em relacdo ao
meio original como agente seletivo, baseando-se na presenca de heterdcito. Assim como em
meio sélido, o0 meio de cultivo BG-11 com 25% de NaNOs; em relacdo ao meio original, foi

diluido nas proporcdes de 1:1 e 2:1 com agua destilada autoclavada.



Foi realizado, ainda, teste de espago fisico com tubos de diferentes didmetros:
100/10 mm altura/largura e 200/20 mm altura/largura (Figura 2), ambos em meio BG-11.
Inicialmente os tubos também foram tampados com tampa plastica, e posteriormente com
tampdes de algoddo e gaze, a fim de permitir as trocas gasosas, como feito em meio solido

inclinado.

2 - In6culo

As amostras secas de cianobactérias, provenientes da coleta feita no campo, foram re-
hidratadas por um periodo de 12 a 24 horas para que 0s organismos retomassem a atividade
metabolica normal. Posteriormente, o material foi separado sob lupa, com auxilio de pincas e
estiletes, com o intuito de minimizar os possiveis contaminantes (outras cianobactérias,
macroalgas, bridfitas, fungos, etc).

Depois de separados, os filamentos triados foram lavados repetidas vezes em agua
destilada e colocados em tubos com tampa de rosca, devidamente esterilizados, com 1/3 de seu
volume ocupado com &gua destilada. Depois de fechado e com os filamentos em seu interior, 0
tubo foi vigorosamente agitado, visando desprender das células de cianobactérias outros
possiveis organismos. Em seguida, o material foi novamente analisado sob lupa em placa de
Kline com 12 escavacbes (6 x 8cm) (Figura 3), para maior limpeza a partir da técnica de
“pescaria”. O material selecionado foi observado ao microscépio (em laminas e laminulas
esterilizadas) para assegurar baixa freqiiéncia de contaminantes.

Os filamentos selecionados foram, entdo, inoculados em camara de fluxo laminar
(previamente esterilizada com luz UV por 30 minutos e aplicacdo de alcool 70% sob a superficie
de trabalho) e com utilizacdo de bico de Bunsen para a esterilizacdo de todo o material usado no
procedimento (Figura 4).

Todas as culturas foram constantemente acompanhadas (7, 15 30 e 60 dias), analisadas e
repicadas com a finalidade de manter os cultivos puros e em bom estado para serem utilizados
em estudos futuros.

Deve-se esclarecer que 0s indculos iniciais ndo permitiram uma avaliacdo quantitativa da
biomassa utilizada. Este fato deve-se as caracteristicas peculiares do grupo, como as dimensfes
reduzidas e as pequenas quantidades de inoculo, com a finalidade de reduzir a quantidade de
contaminantes. Outro aspecto que inviabilizou quantificacdo inicial é que, em geral, apds triagem
e limpeza, o material geralmente resultava em filamentos separados, ndo formando um tufo ou

gualquer unidade que possibilitasse seu recolhimento e pesagem.



3 - Manutencéo dos cultivos

Os cultivos tanto solidos quanto liquidos foram mantidos em incubadoras com controle
de temperatura (A402 Marconi). As condi¢des de cultivo utilizadas foram temperatura 20-23°C
+/-1°C, irradiancia entre 40-70 pmol fétons.m™?.s constantes, com regime de 12:12 horas

luz/escuro, e umidade relativa do ar entre 35-70% (Figura 5).

4 - Potencializacé@o do crescimento dos cultivos

Com o intuito de testar métodos para acelerar o crescimento das cianobactérias foram
realizados dois diferentes procedimentos de aeragdo nos cultivos.

4.1 - Sistema de aeracao forcada

Aparato similar ao fotobiorreator fechado (REICHERT et al., 2006), este consiste
em um sistema que realiza adi¢do de gases em cultivos feitos em diferentes erlenmeyers. Uma
bomba envia o ar do ambiente para um cano delgado de plastico transparente principal (com
algoddo em suas extremidades atuando como filtro contra contaminantes), que é ligado a um
regulador de aeracdo. Interligados a este regulador, sdo acoplados outros canos de plastico
delgados e transparentes que adentravam nos erlenmeyers de 250 mL com 100 mL de meio BG-
11 com 25% de NaNOj; (porcentagem previamente selecionada) tampados com rolhas de
algoddo, gaze e Parafilm. A aeracdo foi, portanto, individual, direta e continua durante 8 horas
diarias, sob iluminacdo junto a uma janela e temperatura ambiente (Figuras 6-7).

O aparato foi montado com trés erlenmeyers, sendo que dois continham as espécies
aerofiticas de Stigonema ocellatum e Stigonema turfaceum e um com a espécie aquatica
Nostochopsis lobatus.

4.2 - Agitagdo em shaker

Erlenmeyers de 250mL com 100mL de meio BG-11 com 25% de NaNOj3 foram
agitados em incubadora refrigerada com placa agitadora (shaker MA830/A Marconi) a 100 rpm,
sob temperatura de 24-27°C, com irradiancia entre 40-50 pmol fétons.m™.s™ constantes e com
regime de 12:12 horas luz/escuro por 15 dias consecutivos. (Figura 8).

As espécies aerofiticas utilizadas foram: S. hormoides, S. minutum, S. ocellatum, S.
turfaceum; e as espécies aquaticas S. robustum e N. lobatus.

5 - Uso de antibidticos para a purificacdo dos cultivos
Os indculos foram periodicamente analisados quanto & presenca de contaminantes

(bactérias, outras microalgas e fungos) e, quando presentes, novos procedimentos para a



purificacdo das culturas foram realizados, como: limpeza, repicagens, lavagens, micropipetagem
(Micropipet automética de 40-200 uL da Oxford) e agitacdo em vortex (GV Lab da Gilson).
Solucdes inibidoras de crescimento foram utilizadas tanto em meio liquido quanto em
meio solido para eliminagdo de contaminantes. Para eliminar o desenvolvimento de eucariotos,
foi  adicionado 0,05 g de cicloheximida  (3-[2-(3,5-Dimetil-2-oxociclohexil)2
hidroxietil]glutarimide - Sigma) por litro de meio, em algumas situagdes tambem foi testada uma
concentracdo duas vezes superior a esta. Para inibir a contaminacdo por bactérias foram
acrescidos no meio de cultura, 100 pl de solugdo antibiética 1 (0,6 g de Penicilina e 1 g de
sulfato de estreptomicina em 200 mL de agua destilada) e 100 ul de solucdo antibidtica 2 (7,5
mg de Penicilina G, 5 mg de Cloranfenicol, 6 mg de Neomicina e 5 mg de Polimixina B em 200

mL de agua destilada).

6 - Avaliacdo do desenvolvimento das cepas em cultivo

Devido a impossibilidade de uma analise quantitativa da biomassa do pré-inéculo em
razdo da pequena quantidade de cianobactérias presentes na amostra de campo, analisou-se 0s
dados obtidos de forma qualitativa no decorrer do tempo de cultivo. Estes dados foram definidos
em quatro categorias de crescimento, verificadas abaixo, baseados em porcentagens estimadas
por andlise visual para melhor avaliacdo do crescimento das Nostocales com ramificacbes

verdadeiras em cultivo.

Categorias Valores quantitativos (%0)
Insatisfatério <20

Regular 20-50
Satisfatoria 50-80

Excelente >80




fa—

Figuras: 1 - Placas de Petri de 60 e 100 mm; 2 - Tubos de 100 e 200 mm; 3 - Placa de Kline (“pescaria”); 4 -
In6culo na Camara de Fluxo; 5 - Placas e tubos na incubadora; 6-7 - Sistema de aeracdo forcada (fotobiorreator
fechado): 1. Motor; 2. Cano delgado principal com algoddo como filtro; 3. Regulador de aeracédo; 4. Canos delgados
para aeracdo individual; 5. Erlenmeyers de 250 mL. (adaptado de REICHERT et al., 2006); 8 - Erlenmeyers no
shaker.



IV - RESULTADOS

1 - Meio de cultivo
1.1 - Crescimento das cianobactérias em meio solido
Foram obtidos diferentes resultados com as culturas realizadas com 0s meios
solidos BG-11 e ASM-1.

Comparando o crescimento dos organismos aerofiticos e aquaticos observou-se
crescimento 3% superior do ultimo, ou seja, categoria de crescimento insuficiente, em meio
solido ASM-1. O mesmo tipo de crescimento também foi observado em meio BG-11 solido, pois
95% das cianobactérias do género Nostochopsis morreram nestas condi¢des. Em geral,
comparando ambos 0s meios sélidos testados, qualitativamente, 0 meio BG-11 obteve melhores
resultados.

Em relacdo ao teste de quantidade de NaNO; (0, 5, 10, 15, 25 e 50%) como agente
seletivo observou-se que a contaminacdo por outras cianobactérias é realmente diminuida
(aproximadamente 40%) em menores porcentagens de fonte nitrogenada, mas em auséncia de
nitrogénio o crescimento dos organismos em estudo € inibido, e em altas quantidades deste
composto (50%) o ndmero de cianobactérias contaminantes extrapola o ndmero de
cianobactérias da ordem Nostocales com ramificacdes verdadeiras. Verificou-se apos diversas
vezes inoculado e repicado em triplicatas que 25% de NaNOj3 é a quantidade mais adequada para
0 crescimento destes organismos com a inibigdo satisfatoria dos contaminantes. As porcentagens
entre 0 e 15% de NaNOj3 apresentaram resultados insatisfatorios se comparado a 25% de NaNOs.

O teste de espaco fisico foi realizado com o melhor meio de cultura selecionado para
estas cianobactérias (BG-11) em placas de Petri de 60 e 100 mm. Observou-se que a placa menor
é melhor no manuseio e na redugdo do numero de contaminantes, o que pode ser devido a sua
menor area de exposi¢do, mas entre 20 a 30 dias de cultura algumas placas apresentaram-se
completamente secas, mesmo estando revestidas com filme de PVC, e a menor quantidade de
agar, portanto as placas de Petri de 100 mm sd0 mais adequadas para o cultivo das
cianobactérias. Em relacdo ao meio solido inclinado, em tubos de vidro com 200/20 mm de
altura/largura, demonstrou ser um método de cultura inaplicavel para esse tipo de cianobactéria,
pois algumas se fixaram tdo fortemente ao substrato que foi impossivel a sua retirada com a alca
de platina durante os repiques, além de uma intensa contaminacgéo por bactérias e leveduras. Esse
tipo de cultura pode ser mais indicado a culturas de cianobactérias com morfologia unicelular.

Quanto ao teste de uso de filme de PVC e Parafilm para envolver as placas, verificou-se

que o filme de PVC é mais adequado, pois o Parafilm por ser um excelente vedante proporciona



0 acumulo de goticulas de agua no interior da placa, o que pode levar em poucos dias ao
acmulo de agua no fundo da mesma, aumentando desta maneira a umidade interna da placa e
propiciando o crescimento de fungos, além reduzir as trocas gasosas com 0 meio externo.

Inicialmente, o fechamento dos tubos foi realizado com tampas plasticas, o que
provavelmente diminui as trocas gasosas. Portanto realizou-se posteriormente um tamponamento
com chumagos de algodéo enrolados em gaze que gerou melhores resultados.

O crescimento das diferentes espécies de cianobactérias com ramificagdes verdadeiras
cultivadas em meio sélido pode ser definido como um crescimento com forma de “bola”, ou seja,
os filamentos se emaranham-se fortemente, impossibilitando boa visualizagdo do crescimento.
Nos testes realizados, independente das condicdes utilizadas, o desenvolvimento das cepas foi
insatisfatorio e muito lento, sendo na maioria dos casos nulo, independente de estarem na
superficie ou infiltrados no agar. Mesmo com a realizacdo de repicagens constantes e métodos de
purificacdo periddicos (15, 30 e 60 dias), as Nostocales com ramificacdo verdadeira nao
resistiram as condicdes de cultivo.

No meio de cultivo diluido nas proporc¢des de 1:1 e 2:1 de agua destilada autoclavada e
BG-11 com 25% de NaNOs em relacdo o meio original em &gar 1%, verificou-se que em ambas
as proporcdes de diluicbes que em condicBes mais escassas de nutrientes o crescimento destas
cianobacterias € regular (20%) se comparado a este mesmo meios nao diluido. A quantidade de
contaminantes também foi diminuida (50%), sendo também regular, porém em poucos meses de
cultivo, mesmo realizando procedimentos de repicagem as cianobactérias ndo resistiram, assim
como nos meios ndo diluidos.

1.2 - Crescimento das cianobactérias em meio liquido

As culturas em meio liquido foram realizadas com trés diferentes meios: BG-11,
ASM-1 e &gua-solo. Em geral, as cianobactérias obtiveram resultados semelhantes nos dois
primeiros, e nulo em &gua-solo.

Houve crescimento regular dos organismos (30%), tanto aerofiticos quanto aquaticos, em
meio liquido se comparado ao meio sélido. Porém ndo houve diferencas do crescimento entre
aerofiticos e aquaticos.

A variacdo na concentragdo de NaNOs (0, 5, 10, 15, 25 e 50%) em meio BG-11 como
agente seletivo resultou, assim como em meio sélido, em diminui¢do da contaminagéo por outras
cianobactérias quando adicionadas menores porcentagens de NaNOs;. Em maiores porcentagens
de NaNO; (25% e 50%) resultaram em cultivos fortemente contaminados por outras
cianobactérias. JA nas menores porcentagens de NaNO; (0, 5, 10 e 15%), o crescimento das

Nostocales com ramificacdes verdadeiras foi reprimido. Por esta razdo a propor¢do de 25% de



NaNO; foi considerada a mais satisfatéria, assim como em meio sélido. Todas as cianobactérias
aquaticas do género Nostochopsis morreram em poucos dias em meio liquido com 0% de
NaNOs, indicando que este organismo mesmo sendo heterocitado necessita de quantidades
minimas deste composto para seu estabelecimento.

O teste de espaco fisico foi realizado com o meio definido como satisfatério para o
crescimento das Nostocales com ramificacGes verdadeiras (BG-11), em tubos com 100/10 mm
de altura/largura e 200/20 mm de altura/largura. Observou-se que ha limitacdes de espaco fisico
para o crescimento dos organismos, pois nenhuma espécie resistiu nos tubos pequenos. Portanto,
pode-se dizer que as cianobactérias testadas necessitam de amplo espaco para o crescimento,
mesmo que este seja lento ou quase insignificante. Por esta razdo as culturas foram mantidas em
tubos grandes (200/20 mm).

Assim como para o0s tubos com meio sélido inclinado, foram colocados chumacgos de
algoddo enrolados em gaze para o fechamento.

Em relacdo ao tipo de crescimento em meio liquido, tanto as espécies aerofiticas quanto
as aquaticas, é caracterizado como regular e extremamente lento, o que foi confirmado
microscopicamente devido a presenca de novas ramificacdes, além da presenca de hormogonios
e, em alguns casos, de acinetos. Assim como em meio sélido as cianobactérias tendem a formar
“bolas”, ou seja, vao se emaranhando, o que dificulta a visualizacdo do crescimento.

A realizacdo ou ndo de repiques a cada 15, 30 e 60 dias ndo é suficiente para que estas
cianobactérias se estabelecam por muitos meses as condi¢des de cultivo. Portanto, também nao
se conseguiu estabelecer uma forma de manté-las em culturas liquidas.

No meio de cultivo diluido nas propor¢oes de 1:1 e 2:1 assim como descrito para 0 meio
solido, resultou que em condicBes mais escassas de nutrientes o crescimento destas
cianobactérias também ¢é regular (20%) se comparado a este mesmo meios ndo diluido. E que a
quantidade de contaminantes também foi regular, porém em poucos meses de cultivo, mesmo
realizando procedimentos de repicagem as cianobactéerias ndo resistiram, assim como nos meios

nao diluidos.

2 - Potencializagédo do crescimento dos cultivos

O sistema de aeracdo forcada mostrou-se ineficaz devido ao aumento da presenca de
contaminantes. Em trés dias de experimento, observaram-se colonias amareladas de bactérias por
todo o liquido. Isto evidencia que o sistema de filtracdo (algodao nas duas extremidades do cano

delgado transparente principal) ndo é eficiente contra a entrada de contaminantes do meio



externo para o interior dos erlenmeyers, resultando em uma técnica de aeracdo que ndo apresenta
praticidade e eficiéncia, e, portanto, ndo aplicavel.

A agitacdo em shaker foi realizada com seis erlenmeyers de 250mL com 100mL de meio
liqguido de BG-11, sendo quatro com as especies aerofiticas S. hormoides, S. minutum, S.
ocellatum e S. turfaceum e 0s outros dois com as espécies aquaticas S. robustum e N. lobatus A
velocidade de agitacdo foi de 100 rpm por 15 dias consecutivos. O teste apresentou resultados
regulares. Observou-se crescimento de 25%, se comparado com as culturas estaticas tanto de
meio solido quanto liquido. Porém, assim como no sistema de aeracdo forcada, apresentou
intensa contaminacdo por bactérias. Isto pode ser devido as culturas prévias ndo estarem
axénicas, sendo, portanto, um resultado esperado, pois a aeracdo também favorece o crescimento
de outros organismos. O crescimento de ambas as espécies aquaticas foi pouco mais expressivo
(10%) se comparado ao crescimento obtido pelas aerofiticas. Comparativamente ao outro

método de aeracdo testado, a agitacdo em shaker obteve melhores resultados.

3 - Uso de antibioticos para purificacdo dos cultivos

Devido a composicdo organica basica do agar verificou-se alta contaminagdo por fungos
(bolores e leveduras). Inicialmente foi adicionando 0,05 g/L de cicloheximida, para inibir o
crescimento dos organismos eucariéticos, porém os resultados foram insatisfatérios. Portanto
tentou-se adicionar o dobro desta quantidade (0,1 g/L) o que diminuiu, mas ndo eliminou
totalmente os contaminantes eucariotos como os fungos e as leveduras. Em meio liquido a
quantidade inicial de cicloheximida foi suficiente e, portanto, satisfatoria no combate aos
eucariotos.

A utilizacdo de solucdes antibidticas (1 e 2) para diminuir a contaminagdo por bactérias
obteve resultados satisfatorios, pois ndo houve morte das cianobactérias, porém ndo foi
estabelecido se essa quantidade poderé acarretar em danos celulares futuros nas cianobacteérias,
baseando-se no fato de também serem procariotas. Em razéo disto, o controle de contaminantes
como as bactérias foi dificultado, pois possuem fisiologia semelhante e, portanto, a utilizacdo de

antibioticos pode tornar-se fator de risco para o desenvolvimento das cianobactérias.

V - DISCUSSAO
Segundo ANAGNOSTIDIS & KOMAREK (1990), Stigonematales (atualmente
Nostocales com ramificagdo verdadeira segundo HOFFMANN et al., 2005) é o grupo mais

diferenciado de cianobactérias, possui ciclo de vida complexo, aléem de estrutura altamente



variavel e organizacdo complexa de filamentos. Possuem baixa atividade fisiologica, pouca
habilidade na competicdo com outras cianobactérias, atividade metabolica reduzida, lentas taxas
de colonizacgéo, além de possuir limitacdo e restricdo de nutrientes. O talo bem elaborado é a
causa provavel da sua baixa atividade metabolica. Alguns poucos organismos, como Stigonema
informe, sdo dominantes em bidtopos com condigdes ecoldgicas muito especializadas
(extremas). Representam um grupo de organismos procarioticos autotroficos altamente
especializados devido as suas caracteristicas bioldgicas, morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas
e filogenéticas.

Todas essas caracteristicas de crescimento e metabolismo foram fortemente visualizadas
em ambos os tipos de cultivo testados, sélido e liquido. O crescimento demasiadamente lento, as
vezes quase nulo, a competicdo com outras cianobactérias, bactérias e organismos heterotroficos,
além da baixissima taxa de colonizacdo, foi visualmente negativo para as cianobactérias em
estudo. Isto também foi verificado em campo, pois, em habitat natural, as Nostocales de
ramificacdo verdadeira foram encontradas esparsamente entre grandes crescimentos de outras
cianobactérias e muito raramente ocupavam grandes extensfes, além de formarem crostas
extremamente delgadas sobre o substrato. Desta forma, pode-se dizer que as cianobactérias em
condicdes artificiais de crescimento (laboratorio) responderam de maneira semelhante aquela em
seu habitat original.

Segundo ANDERSEN (2005), ndo é comum que as espécies cresgam nos estagios iniciais
do isolamento, mas somente apds uma ou muitas transferéncias de meio de cultura fresco. Isto
pode ser reflexo de deficiéncia do meio de cultura a alguns elementos particulares ou compostos
organicos existentes no seu hébitat natural, e, portanto, impossiveis de serem proporcionados em
meio artificial. Isto pode ser descoberto muito tempo apds a primeira cultura, podendo acarretar
na perda da amostra e/ou do isolado original. De acordo com o mesmo autor, outro fator
importante pode estar relacionado com o hébitat natural do organismo. O acimulo de compostos
toxicos do ambiente pode causar a morte em cultura, pois na natureza estes residuos geralmente
sdo diluidos ou metabolizados por outros organismos (por exemplo, as bactérias). Isto de fato
ocorreu ambos o0s representantes aquaticos Nostochopsis lobatus e Stigonema robustum que nao
suportaram as condigdes de cultura e com as aerofiticas Hapalosiphon aureus e Hapalosiphon
sp. que também pode ser devido a pequena quantidade de biomassa inicial.

Adicionalmente, hd numerosos relatos na literatura que indicam que alteracfes nos niveis
de nutrientes, intensidade de luz, pH e temperatura podem modificar o crescimento e o
metabolismo secundério das cianobactérias (ANDERSEN, 2005).

Comparando as duas formas de meio, sélido e liquido, os diferentes meios testados (BG-



11, ASM-1 e 4gua solo) e as diferentes concentracdes de NaNOs, verificou-se que o meio liquido
BG-11 com 25% da concentracdo original de NaNOs; permitiu o melhor crescimento das
cianobacterias da ordem Nostocales com ramificacdo verdadeira, também utilizado nos trabalhos
de NEILAN et al. (1997), GUGGER & HOFFMANN (2004) e TATON et al. (2006) tendo
como diferencial a auséncia de NaNOs.

Em relagdo a presenca/auséncia de NaNO; diluido no meio, constatou-se que a
cianobactéria aquatica Nostochopsis lobatus ndo sobrevive em meio isento de fonte nitrogenada.
Segundo MORI et al. (2003), a nutricdo por nitrogénio modula o estresse responsavel pela
regulacdo da expressdo de proteinas, resultando entdo, em um potencial mecanismo de
integracdo ambiental e de desenvolvimento.

As cianobactérias aquaticas foram as excec¢des quanto ao meio de cultura preferencial,
pois também apresentaram crescimento em meio liquido ASM-1, assim como utilizado nos
estudos de comparacdo fisioldgica e morfolégica de Nostocales de ramificacdo verdadeira por
MARTIN & WYATT (1974).

Inicialmente, na elaboragdo do meio BG-11, tanto em meio solido quanto em meio
liquido, visualizava-se um precipitado de coloracdo alaranjada. Isto foi um problema inicial
critico, pois compostos precipitados ndo sao disponiveis, ou seja, ndo podem ser utilizados pelos
organismos, 0 que resultou em estagnacdo do crescimento nos primeiros meses de cultura. O
problema foi solucionado a partir da utilizacdo da técnica de HUISMAN et al. (2002), segundo a
qual os compostos K,HPO,4.3H,0, Na,CO3 e Fe(lll) (NH4)s tém, necessariamente, que ser
autoclavados separadamente e somente misturados apds total resfriamento, pois nao sdo
quelados pelos agentes presentes no meio (EDTA e Acido citrico) quando expostos a altas
temperaturas, €, portanto, precipitam. Desta forma as fontes de ferro, potéssio, fosfato e carbono
estavam restritas.

Em meio liquido estatico observou-se um sutil aumento do crescimento quando trocadas
as tampas pléasticas pelos chumacos de algodéo e gaze, permitindo maior troca gasosa entre 0s
meios externo e interno do tubo de cultura, confirmando que as trocas gasosas sao fundamentais
(YAMAMOTO & NAKAHARA, 2005).

A aeracdo forgada foi uma opcéo relativamente eficaz para acelerar o crescimento destes
organismos. Tais resultados foram também observados nos trabalhos de FABREGAS et al.
(1996), que estudaram métodos de cultivos para Chorella autrophica, de YUSOFF et al. (2001),
sobre culturas de cianobactérias aquéticas, de DUARTE FILHO et al. (2002), analisando
cultivos com Spirulina platensis, de LIU et al. (2005), induzindo o crescimento de Nostoc

flagelliforme para obtencdo de acidos graxos, e de REICHERT et al. (2006), que realizaram



cultivo semicontinuo com Spirulina platensis em fotobiorreator fechado.

O agar é rotineiramente utilizado como agente solidificante em meio de cultura para
bactérias, mas possui impurezas e varias destas podem ser as responsaveis pela inibicdo do
crescimento de vérias cianobactérias (FERRIS & HIRSCH, 1991). Segundo ANDERSEN
(2005), vérias cianobactérias podem ndo crescer na superficie, mas embebidas no &gar. Neste
estudo todas as cianobactérias plaqueadas ndo apresentaram crescimento.

O isolamento e caracterizacdo de linhagens de cianobactérias de diversos biétipos,
associada a técnicas de cultura e a analises baseadas no genoétipo, é extremamente importante
para o estudo da diversidade cianobacteriana. Isso permite uma ligacdo entre os aspectos do
gendtipo e do fendtipo ajudando a compreender a fisiologia, a autoecologia e o potencial
biotecnoldgico das cianobactérias. Além disso, caracterizagdes baseadas em estudos polifasicos
aperfeicoam a resolucdo da taxonomia das cianobactérias, permitindo investigacao de morfotipos
e genotipos paralelamente (TATON, 2006).

Para um isolamento bem sucedido é necessario entender e proporcionar 0 gque ocorre
naturalmente em condi¢cBes ambientais, além da eliminacdo de contaminantes, especialmente os
que podem competir com as espécies em estudo. Técnicas de dilui¢do, isolamento de uma Unica
célula por micropipetagem e estrias em agar sdo amplamente utilizadas, entre outros métodos, e
ao final destes passos, requer ainda continuacdo do crescimento em sub-culturas. Varias espécies
de cianobactérias sdo facilmente isoladas e cultivadas, enquanto outras sdo dificeis ou
visivelmente incapazes de crescerem em meios de cultura artificiais, como visto no estudo
realizado com as Nostocales de ramificacdo verdadeira da regido tropical de mata atlantica. Séo
raros os estudos de elaboragdo de culturas especificas de cianobactérias aerofiticas
(ANDERSEN, 2005).

A purificacdo de Nostocales com ramifica¢des verdadeiras é muito mais trabalhosa se
comparada a organismos com outras formas morfol6gicas de cianobactérias, como as de forma
cocoide, onde se utiliza a técnica de isolamento por estrias com éxito. Estes organismos
apresentam forma robusta e muito ramificada o que resulta em abrigo a diversos tipos de
contaminantes. Para efetuar a limpeza mecéanica com agitagdo em vortex ou manual, 0s
filamentos, que sdo relativamente sensiveis, desmembram-se e distribuem-se esparsamente pelo
liquido, o que dificulta a sua captura para o posterior indculo. A técnica de micropipetagem nédo
obteve sucesso, também pela espessura do filamento, pois ao pipetar um unico filamento,
cianobactérias incrustadas na bainha do filamento ndo sdo separados. A utilizacdo de antibi6ticos
para a prevencdo de crescimento de contaminantes tanto procarioticos (bactérias) quanto

eucaridticos (fungos) também nédo apresentou resultados muito satisfatorios, principalmente em



meio sélido. O problema na utilizacdo de antibiGticos para eliminar bactérias estd na
proximidade fisiolégica destas com as cianobactérias. Antibidticos sdo efetivos contra
cianobacterias, pois, assim como as bactérias, sdo procariotos (ANDERSEN, 2005). Diversos
estudos trataram da utilizacdo de antibidticos para eliminacdo de bactérias do meio de cultivo
(FERRIS & HIRSCH, 1991; MORI et al., 2003; MARTINEZ-VASQUEZ et al., 2004).
Entretanto, ndo ha na literatura a indicacdo de uma quantidade segura de antibiotico em cultura
de cianobactérias, além do que cada organismo é sensivel a uma determinada dose deste tipo de
composto quimico. SALOMON et al. (2003) estudaram inimeras linhagens de bactérias que
vivem sobre os filamentos das cianobactérias e verificaram que estas agem como
“cianobactericidas”, podendo impedir em 38% o crescimento das cianobactérias sob cultivo.

O cultivo em laboratério pode causar alteraces morfolégicas nas cianobactérias
(CASAMATA et al. 2003). Quando coletados, apresentam estagios tipicos de desenvolvimento,
mas devido as modificacdes de habitat e diferentes concentracbes de elementos quimicos, varias
espéecies podem desestabilizar suas formas de crescimento gerando morfotipos atipicos, como
formas semelhante a aglomeracGes cocdides, auséncia de ramificacGes e tricomas atipicamente
ramificados (ANDERSEN, 2005).

Neste estudo s6 foi observada leve alteracdo da morfologia da cianobactéria Nostochopsis
lobatus. Quando retirada da natureza e analisada ao microscopio, observaram-se poucos
heterdcitos e coloracdo verde-clara. Apds meses em cultura, independente do meio testado, foi
verificado expressivo aumento na quantidade de heterdcitos, sendo estes, na maioria,
intercalares. Os filamentos dispuseram-se em intensos aglomerados e houve mudanca da
coloracdo para um verde mais escuro e vivo. As demais cianobactérias testadas, e principalmente
as aerofiticas, ndo sofreram alteragdes morfoldgicas por causa do meio de cultivo no periodo
estudado. Segundo LAKATOS et al. (2001), um tipo de xantofila, a Zeaxantina, tem papel
importante de protecdo em plantas contra a fotoinibicdo, e é especulado que possa ter papel
similar em cianobactérias. Ainda segundo estes autores, o conteldo deste pigmento pode ser
relativamente alto em certas cianobactérias aquaticas e ser aumentado sob altas irradiancias, e
em varias cianobactérias terrestres ndo se encontram altas concentragGes de Zeaxantina e isto
ndo é aumentado em altas exposigdes de luz.

HOFFMANN & DEMOULIN (1985), em estudo sobre a variabilidade morfologica de
varias espécies de Scytonemataceae (Nostocales com ramificacdes falsas) em diferentes
condi¢bes de cultura, relataram pouca variagdo em meio liquido e que a composi¢do do meio
pode afetar ou ndo a presenca do heterocito.

Ha interesse intenso da sociedade cientifica na busca de métodos mais detalhados,



especificos e realmente eficazes para o cultivo das cianobactérias em geral, sendo vérias delas
recentes como os realizados por: YUSOFF et al. (2001), GUPTA et al. (2002), TATON et al.
(2003), MARTINEZ-VAZQUEZ et al. (2004), KURANO & MIYACHI (2005) e YAMAMOTO
& NAKAHARA (2005). Com o meio BG-11, considerado pelo estudo em questdo como o ideal
para o crescimento das Nostocales com ramificagéo verdadeira, existem alguns trabalhos atuais
que o utilizaram como os de GAO & YE (2003), LIU et al. (2005) & TATON et al. (2006).

Os géneros Fischerella, Hapalosiphon e Mastigocladus s&o membros desta ordem mais
frequentemente representados em cultura. Entretanto, s@o poucos 0s estudos com estes
organismos tanto de biotipos aerofiticos como aquaticos, e apenas dois géneros sdo bem
caracterizados em culturas unicianobacterianas, Fischerella e Chlorogloeopsis (GUGGER &
HOFFMANN, 2004).

Atualmente, em estudos sistematicos, € imprescindivel a utilizagdo de abordagens
polifasicas com a combinacdo de analises fenotipicas, moleculares e ultraestruturais. Somente
com os dados destes parametros pode-se elucidar satisfatoriamente a diversidade de
cianobactérias como um todo (KOMAREK & KASTOVSKY, 2003). Para isto, 0
estabelecimento de métodos de cultura e meios de cultivo eficazes para crescimento de linhagens
de cianobactérias é bastante recomendavel e, principalmente com os organismos da ordem
Nostocales de ramificacdo verdadeira, ainda € um procedimento que deve ser melhor estudado e
detalhado.

VI - CONCLUSAO

In vitro, as Nostocales de ramificacdo verdadeira seguem as mesmas caracteristicas de
crescimento quando em hébitat natural: crescimento lento, baixa taxa de colonizacdo e
competicdo. O meio liquido ou em sélido a dilui¢do de 2:1 de dgua destilada e BG-11 com 25%
de NaNO3 (em relacdo ao meio original) foi considerada uma condicéo de cultivo regular para o
crescimento destas cianobactérias, assim como o sistema de aeracdo de agitacdo em shaker.
Repicagens constantes ou a ndo realizagdo deste procedimento ndo foram suficientes para o
estabelecimento de colecbGes de cultura, pois as Nostocales de ramificagdo verdadeira ndo
resistem a muitos meses sob as condi¢Ges de cultura testadas. Também ndo se conseguiu
estabelecer quantidade segura de antibiotico para eliminagdo de outros procariotos

contaminantes nos cultivos de Nostocales de ramificacdo verdadeira.
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VIl - ANEXO

Meio BG-11 (ALLEN, 1968)

Composto por solucdo de EDTA, Citrato férrico amoniacal, Metais tragos, NaNOs,
KoHPO4+3H,0, MgS04+7H,0, CaCl,+2H,0, Na,COs e Acido citrico, todos a 1%, com excecao
dos metais tracos a 0,1%, o pH da solucdo acertado em 7,4. A agua bideionizada utilizada no

preparo foi destilada no momento da preparacgéo, pra ndo perder sua validade isenta de sais.

Meio ASM-1 (AGUIAR & AZEVEDO, 1992)

E composto por quatro solugdes:

1) Solugdo A: NaNO3, MgSO4+7H,0, MgCl,+6H,0, CaCl,+2H,0;

2) Solucédo B: KH2PO4, Na;HPO4+12H,0;

3) Solucéo C: H3BO3, MnCl,+4H,0, FeCl,+6H,0, ZnCl,, CoCl,+6H,0, CuCl,+2H,0;
4) Solucdo D: EDTA titriplex.

Nas seguintes proporcdes:
Solucéo A - 2%

Solucédo B - 0,2%
Solugéo C - 0,01%
Solucédo D - 0,04%
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Caracterizagao molecular de populac6es de Nostocales com ramificagdes verdadeiras da

mata atlantica paulista com base no rRNA 16S

RESUMO: As Cyanobacteria tém papel importante na histéria da Terra como produtores
priméarios e fonte de oxigénio atmosférico. Até hoje, entretanto, como e quando o grupo se
diversificou permanece obscuro. Durante as Ultimas décadas, biologistas tém empregado uma
variedade de técnicas moleculares para responder questdes de filogenia, evolucdo e diversidade
de populagdes. A comparacdo de seqiiéncias de rRNA é uma poderosa ferramenta para deduzir
as relaces filogenéticas e evolucionérias. Para estudos filogenéticos, dados desta seqiiéncia sdo
comumente empregados e sua utilizacdo é adequada para distinguir grupos de altos niveis
taxonémicos (ordens) bem como de espécies. Os genes do rRNA 16S tém sido o critério para
determinacdo de relacdes filogenéticas ou da diversidade no ambiente e a deteccdo e
quantificacdo de populacdes especificas. Das onze espécies coletadas na regido da mata atlantica
nove tiveram seus DNAs amplificados por PCR usando iniciadores para seqtiéncias do gene do
rRNA 16S, porém, somente Stigonema ocellatum e Hapalosiphon sp. foram clonadas e
sequenciadas com sucesso. ApoOs analise BLAST, verificou-se 98% de identidade destas
cianobactérias com S. ocellatum SAG 48.90 e trés diferentes espécies de Hapalosiphon
disponiveis no GenBank. Devido a escassez de dados obtidos neste estudo e dos armazenados no
Genbank para estes taxons em particular pode-se dizer que a proximidade taxonémica entre estas
populacdes ainda € incerta. As analises filogenéticas, por sua vez, corroboraram a origem

monofilética das cianobactérias heterocitadas.



| - INTRODUCAO

Muitos microfdsseis do Pré-Cambriano podem se relacionar com as cianobactérias
modernas a partir de um estudo comparativo entre fosseis (KNOLL & GOLUBIC, 1992).
Entretanto, registros geoldgicos séo sempre acompanhados da preservacao incompleta da histéria
evolutiva, portanto tal percurso das cianobactérias tem ainda permanecido obscuro (TOMITANI,
2004). Durante a ultima década, biologistas tém empregado uma variedade de técnicas
moleculares para responder questdes de filogenia, evolucdo e diversidade de populacdes
cianobacterianas (BOYER et al., 2001; TOMITANI, 2004) e, para esse fim, a maioria baseia-se
na seqiéncia do rRNA 16S (subunidade pequena ribossomal) (GIOVANNI et al., 1988;
TURNER et al., 1999; WILMOTTE & HERDMAN, 2001; GUGGER & HOFFMANN, 2004).

O advento da sistematica molecular permite comparar sequéncias de DNA de
cianobactérias com outros procariotos e eucariotos inferindo uma filogenia. Analises baseadas
em uma ordem de extensdo de sequiéncias génicas revelam claramente que estes organismos
constituem um dos onze maiores clados do dominio Bacteria. Esta filogenia explica a disposicao
de muitas similaridades em estruturas celulares e fisioldgicas que cianobactérias compartilham
com outros procariotos (GRAHAM & WILCOX, 2000).

A comparacdo de seqiiéncias de rRNA € uma poderosa ferramenta para deduzir as
relacBes filogenéticas e evolutivas entre Bacteria, Archaea e Eukarya (WEISBURG et al.,
1991). CASAMATTA et al. (2003) relatam que, em uma classificagdo, muitas vezes a variacao
morfolégica pode ndo corresponder a diferencas genéticas em cianobactérias, e que métodos
moleculares sdo essenciais na deteccdo do curso biogeografico de espécies potencialmente
criticas.

Em geral, sequéncias macromoleculares tém sido utilizadas porque permitem uma
inferéncia quantitativa de parentescos, além de serem cumulativas. O uso de macromoléculas em
analises filogenéticas, como os RNAs ribossomais, particularmente o rRNA 16S tem
providenciado o estabelecimento de relacionamentos por conter muitas informacdes, como a
conservacao e distribuicdo natural das espécies (LANE et al., 1985) o que reflete a riqueza das
formas microbianas no ambiente (STACKEBRANDT & RAINEY, 1995). Segundo
YAMAMOTO & HARAYAMA (1998), a taxa de evolugdo do rRNA 16S é de 1% a cada 50
milhGes de anos e a de sitios sindbnimos de proteinas é de 0,7 a 0,8% por milhdes de anos.

Analises do rRNA 16S e, mais recentemente, dos Espacadores Transcritos Internos (ITS)
entre os genes de rRNA 16S-23S tém ampliado os estudos, propiciando alusdes do parentesco
filogenético de géneros de cianobactérias das ordens propostas por ANAGNOSTIDIS E
KOMAREK (1990) (BOYER et al., 2001).



Segundo NUBEL et al. (1997), a analise comparativa deste gene proporciona uma nova
significancia para a investigacdo da discrepancia entre linhagens de cole¢des e comunidades
naturais. Segundo estes mesmos autores, o gene rRNA 16S é independente de cultivo ou de
condicdes de crescimento, pois podem ser recuperados por amplificacdo do DNA. Porém,
relatam ainda, que ha vérias armadilhas potenciais nesta técnica, como a formacdo de quimeras
ou a amplificacdo de moléculas-molde com diferentes eficiéncias.

Embora as sequéncias do rRNA 16S sejam rotineira e amplamente utilizadas para
distinguir e estabelecer relaces entre géneros com espécies bem resolvidas, ha cientistas que
refutam o uso desta sequéncia. Segundo FOX et al. (1992), quando o nivel de identidade do
rRNA 16S é de 99%, a hibridizacdo DNA-DNA pode ou ndo documentar a existéncia de uma
identidade de espécies. O que se observa, entdo, é que a identidade das seqliéncias de rRNA 16S
pode ndo garantir a identidade das espécies, porém pode determinar relacionamentos inter e
intragenéricos, e que, segundo este raciocinio portanto, os dados do rRNA 16S ndo sdo
apropriados. Os autores relatam ainda que as linhagens sdo denominadas como espécies com
base em outros critérios e atribuem as diferencas a possivel diversidade de interespécies antes de
criar uma nova espécie.

Em alguns estudos, entretanto, sdo utilizadas sequéncias de rRNA 16S para distinguir
grupos taxondmicos superiores (como as ordens) bem como espécies individuais
(CASAMATTA et al.,, 2005). Segundo GARCIA-PICHEL et al. (1998), a porcentagem de
similaridade usualmente utilizada nas sequéncias de rRNA 16S para distinguir espécies é maior
que 97,5% o que corresponde a, pelo menos, 70% de hibridizacdo DNA-DNA.

Arvores filogenéticas podem ser construidas a partir de outras seqiiéncias genéticas além
do rRNA 16S, como gyrB (DNA girase topoisomerase tipo Il), hetR (formacdo do heterécito),
nifD, nifH, nifK (nitrogenase), rpoB, rpoC1, rpoD1(RNA polimerase) e rbcLX (Rubisco) (SEO
& YOKOTA, 2003; HENSON et al., 2004a,b; RAJANIEMI et al., 2005; TOMITANI, 2004). A
comparacdo dos resultados das andlises filogenéticas destes diferentes genes geralmente sdo
confrontadas com os de rRNA 16S. SEO & YOKOTA (2003) relatam que a arvore baseada nos
genes rpoCl e rpoD1 corroboram resultados obtidos por anélises segundo o rRNA 16S, que
indicam que Nostocales e Stigonematales sdo grupos monofiléticos, enquanto TOMITANI
(2004) afirma que arvores com base em hetR suportam a topologia do rRNA 16S.

Entretanto, todos os métodos moleculares para avaliacdo das relacfes filogenéticas (por
ex. hibridizagdo DNA-DNA, DNA-RNA, rRNA 5S, seqillenciamento de proteinas,
oligonucleotideos, rRNA 16S e padrdo enzimoldgico, entre outros) tém suas vantagens e

limitacOes (LANE et al., 1985). A exata relagédo filogenética das cianobactérias é ainda, portanto



controversa (GIOVANNONI et al., 1988; TURNER et al., 1999; DOUGLAS & TURNER,
1991; WILMOTTE et al., 1992; ISHIDA et al., 2001; ROBERTSON et al., 2001).

As arvores filogenéticas do rRNA 16S mais comumente utilizadas baseiam-se nos
métodos de neighbor-joining (NJ), maxima parciménia (MP) e maxima verossimilhanca (ML)
como verificado, por exemplo, nos trabalhos de PALINSKA et al. (2006), WILLAME et al.
(2006), FIORE et al. (2007) e SARUHASHI et al. (2007).

A classificacdo taxondmica tem como fungéo registrar a biodiversidade da Terra baseada
nas relagBes evolutivas (genéticas) e ecoldgicas, bem como as variacGes fenotipicas e pode gerar
uma certa confusdo devido a sua amplitude de variantes (morfologia, ecologia, ultraestrutura e
molecular) (MARQUARDT & PALINSKA, 2007). O uso de nomes para a designacdo de varios
passos evolutivos (unidades taxonémicas) € constantemente a Unica via para a organizagdo clara
do sistema. Nenhum outro método €, até agora, mais pratico para determinagdo e comparacao de
taxons em ambas as pesquisas de campo ou experimental. Entretanto, isto é necessario para usar
e para integrar todos os dados avaliados para o sistema para que a classificacdo possa ser
continuamente alterada, corrigida e reavaliada (HOFFMANN et al., 2005). Entretanto, os
estudos moleculares com cianobactérias cultivadas ou ambientais apresentam dois imponentes
obstaculos que sdo a eliminacdo de contaminantes da bainha e da mucilagem. O primeiro
interfere no resultado das analises, pois pode ter seu DNA amplificado e seqlenciado, resultando
em perda de tempo e de recursos, alem de interferir nas conclusGes obtidas. A bainha, por sua
vez, € rica em polissacarideos, polifendis e outras substancias que dificultam a remocdo do DNA
e impedem a acgdo de substancias como o fenol e a lisozima que sdo amplamente utilizados na
lise celular (WU et al., 2000; SRIVASTAVA et al., 2007).

Contudo, sdo escassos 0s estudos com géneros das Nostocales com ramificacdo
verdadeira, sendo que o0s existentes abordam poucos géneros como Capsosira, Chlorogloeopsis,
Fischerella, Hapalosiphon, Nostochopsis, Stigonema e Westiellopsis, com reduzido nimero de
especies. De fato, isto é muito pouco para se estabelecer e resolver a histdria evolutiva das
cianobactérias filamentosas heterocitadas com ramificacdes verdadeiras (TOMITANI, 2004).

Atualmente, sabe-se que taxons heterocitados sdo monofiléticos, enquanto as formas
unicelulares e filamentosas sem heterdcito e/ou acinetos sdo heterogéneos, com linhas evolutivas
distintas. A monofilia das cianobactérias heterocitadas ¢ comprovada por analises filogenéticas
baseadas em diferentes genes, observacao que é corroborada pelo arranjo similar dos tilacoides
em todas as cianobactérias heterocitadas.

Independentemente de limitagdes das sequéncias do rRNA 16S, que representam apenas

uma pequena fracdo do genoma total, e 0 nimero limitante de géneros e espécies que possuem



seqliéncias avaliadas, varios discernimentos emergiram pela combinacdo de dados moleculares e
morfolégicos, que ndo devem ser ignorados na classificagdo cianobacterial.

Investigagdes mais detalhadas sobre as cianobactérias, principalmente as de ambientes
aerofiticos, tém revelado um nimero consideravelmente elevado de tdxons ainda desconhecidos.
Estes podem ainda guardar uma série de informagcbes importantes para o entendimento das
relacfes de parentesco entre as diferentes espécies e esclarecer a estabilidade dos diferentes
caracteres utilizados na sistematica do grupo. Deste modo, a caracterizacdo molecular de
populacbes (ou espécies) de ambientes tropicais e de habitats especiais, como os aerofiticos,

assume grande importancia nos estudos realizados nesta linha de pesquisa.

Il - OBJETIVOS
= Caracterizar populacfes de cianobactérias com ramificacdes verdadeiras encontradas na
mata atlantica paulista do ponto de vista molecular.
= Comparar as seqiiéncias obtidas com outras de mesmas espécies com a finalidade de
avaliar as possiveis variac@es produzidas pela distribuicao geografica.
» Avaliar a proximidade molecular com espécies ou géneros proximos, procurando por

relacionamentos de parentesco entre 0s organismos do grupo.

I11 - MATERIAL E METODOS

A - CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS LINHAGENS USANDO O RRNA 16S
Foram utilizadas amostras de cianobactérias provenientes de campo (da natureza), devido
a impossibilidade de seu crescimento e manutencdo em meios de cultivo.
A metodologia utilizada no estudo molecular das espécies de cianobactérias foi baseada
nos trabalhos de NEILAN et al. (1997) e LANE (1991).

1 - Extracédo do DNA genémico

A extracdo do DNA foi realizada com as nove espécies de cianobactérias coletadas ao
longo do litoral norte paulista em mata atlantica. Sdo elas: Hapalosiphon aureus, Hapalosiphon
sp., Nostochopsis lobatus, Spelaeopogon sommierii, Stigonema hormoides, S. minutum, S.
ocellatum, S. robustum e S. turfaceum.

A quebra celular foi realizada primeiramente por maceracdo mecénica, utilizando-se

nitrogénio liquido para facilitar o procedimento. Depois do congelamento, a amostra de



cianobactéria foi entdo esmagada com auxilio de pistilo de plastico autoclavado. A quantidade de
biomassa a ser utilizada correspondeu a aproximadamente ao fundo do eppendorf.

Para a extracdo foi utilizado rotineiramente o kit Ultra Clean Microbial DNA Isolation
(MoBio Laboratories), segundo as especificacbes do fabricante. Em uma unica situacéo
(Spelaeopogon sommierii) foi necessario o emprego do kit Gnome (QBIOgene), seguindo o
procedimento indicado pelo fabricante, pois o procedimento com o kit de rotina ndo produziu
resultados satisfatorios.

Ao DNA extraido (aproximadamente 5 uL por amostra) foram acrescidos 2 uL de
tampdo de carregamento (ficol 15%, azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%) e a
integridade do produto foi verificada em gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio (0,3
ug/mL de gel), em corrida eletroforética usando o tampdo TBE 1,5 X (TBE 1 X: Tris-borato 44
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). A documentacdo do gel foi feita utilizando fotografia digital do gel
em transluminador. Como padrdo de tamanho de DNA foi utilizado o marcador de peso
molecular DNA Ladder de 1 Kb (Invitrogen). As amostras foram estocadas a temperatura de

—20°C até a proxima etapa.

2 - Amplificacdo do gene rRNA 16S

Para a amplificacdo das seqliéncias do gene do rRNA 16S (Figura 1) a partir do DNA
extraido, foram utilizados 0S oligonucleotideos iniciadores 27F1 (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTC AG-3’) e 1494Rc (5’-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3"),
segundo NEILAN et al. (1997). A amplificacdo do rRNA 16S foi realizada utilizando-se o kit
“Pure Taq Ready To-Go PCR Beads” (GE Life Science), seguindo-se as recomendacdes do
fabricante.

A termociclagem foi realizada nas seguintes condigdes: desnaturagdo a 94°C por 4
minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos
e extensdo a 72°C por 2 minutos e extensdo final a 72°C por 7 minutos. A concentracdo dos
produtos amplificados foi avaliada em gel de agarose 1% e purificado com Wizard PCR Preps
DNA Purification System (Promega). A verificacdo do tamanho dos amplicons resultantes seré
realizada através do padrdo de massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) e a
quantificacdo, através do aparelho Qubit Fluorometer (Invitrogen) a partir de 1 uL da amostra do
produto de PCR.
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Figura 1 - Mapa do operon do gene rRNA 16S-23S demonstrando o gene rRNA 16S, a regido dos ITS
(Espacadores Transcritos Internos) contendo os genes ISR-B, ISR-C e ISR-D intercalados pelos genes de tRNA
isoleucina (tlle) e alanina (tAla) e o gene rRNA 23S, respectivamente (adaptado de BOYER et al. , 2001). Acima, 0s
primers utilizados na PCR (*) e no sequenciamento demonstrando suas regifes de anelamento e extensdo (sem
escala).

3 - Clonagem de produtos de PCR
Apbs a amplificacdo por PCR das seqiiéncias de DNA, foi realizada a clonagem dos

amplicons, utilizando-se o kit de clonagem “pGEM®-T Easy Vector Systems”, fabricado pela
Promega, seguindo as instrugdes do fabricante.

3.1 - Transformacéo

A introducdo do vetor contendo o inserto nas células competentes de Escherichia
coli DH5q. foi feita por meio de choque térmico (SAMBROOK et al., 1989). Aliquotas de 5 puL
do produto de ligacdo e 50 uL de suspensdo de células competentes de E. coli DH5o foram
misturadas em um microtubo esterilizado e incubadas em gelo por 30 minutos. Posteriormente, o
microtubo foi colocado em banho-maria a 41°C por 1 minuto e em seguida novamente incubado
em gelo por 2 minutos. Um volume de 250 uL de meio SOC sob temperatura ambiente
(SAMBROOK et al., 1989) foi adicionado ao microtubo. A mistura foi, entdo, incubada a 37°C
por 1 hora sob agitacdo de 200 rpm. As células competentes transformadas foram plaqueadas em
meio LB sélido contendo ampicilina (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA) e X-Gal
(Invitrogen), nas respectivas concentracgdes finais de 100 ug/mL e 100ug/mL de meio, por 14-16
horas a temperatura de 37°C.

3.2 - PCR de colbnia

Apbs o plaqueamento, foram escolhidas as colbnias brancas para uma nova
reacdo de PCR e confirmacdo da presenca dos insertos de interesse. Uma pequena quantidade de
células transformadas de cada clone foi adicionada a 25 pL de reacdo de PCR utilizando-se os
primers: 27F1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1494Rc (5’-
TACGGCTACCTTGTTACGAC-3’) (NEILAN et al.,, 1997). A amplificacdo foi feita em
solugéo contendo tampéo para a reacdo PCR 1 X (Tris HCI 20 mM, pH 8,4; KCI 50 mM); 0,2



mM de cada dNTP, 3 mM de MgCl,, 1,5 U de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA), 10 ng de DNA, 5 pmol de cada primer, &4gua ultrapura (Milli-Q,
Millipore, EUA) esterilizada, para um volume final de 25 uL. As condig¢fes da termociclagem
foram: desnaturagdo a 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 20 segundos,
anelamento a 50°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto. A verificacdo do tamanho e
quantificacdo dos amplicons resultantes foi feita nas mesmas condi¢Oes descritas anteriormente.

3.3 - Extracdo do DNA plasmidial

A extracdo dos plasmidios das células de Escherichia coli DH5c contendo 0s
insertos foi feita pelo método de preparacdo em pequena escala de plasmideo, usando hidrélise
alcalina, de acordo com BIRNBOIM & DOLY (1979). As coldnias brancas que fizeram parte da
selecdo foram transferidas para 3,5 mL de meio LB contendo ampicilina e cultivadas por 14 a 16
horas a 37°C e sob agitacdo de 200 rpm. Em microtubos de 1,5 mL foram colocadas as células
produzidas e em seguida centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos. O precipitado formado foi
ressuspendido em 100 puL de solugdo gelada (Tris-HCI 1 M, pH 8,0, EDTA 0,5 M, 0,9 de
glucose e &gua para um volume final de 100 mL). Em seguida, 200 uL de uma solucdo 1:1
(NaOH 0,4 N e SDS 2%) foram adicionados e misturados gentilmente. Apos incubacédo no gelo
por 10 minutos, foram adicionados aos microtubos 150 uL de outra solu¢do também gelada
(acetato de potassio 5m, 11,5 mL de acido acético glacial e agua, para um volume final de 100
mL). Posteriormente foram centrifugados a 13.000 rpm durante 20 min e o sobrenadante
transferido para um novo tubo, o qual foi tratado com RNase A (10mg/mL) por 30 min a 37 °C.
Foi adicionado 1 mL de etanol 100% gelado e centrifugado em seguida (13.000 rpm por 15 min).
O sobrenadante foi eliminado e o precipitado lavado com 750 puL de etanol 70% gelado e
centrifugado a 13.000 rpm por 5 min. Para eliminacgéo total do etanol, o precipitado foi colocado
em bloco aquecedor a 40°C até total evaporagdo. Posteriormente foi ressuspendido em 30 pL de
agua ultrapura (Milli-Q) e incubado a 37°C por 10 min. Os plasmidios extraidos foram
verificados em gel de agarose 1% conforme descrito anteriormente e armazenados a -20°C até a

préxima etapa.

4 - Sequenciamento do rRNA 16S

Os amplicons clonados foram reamplificados por PCR usando o “DYEnamic ET
Terminator Cycle Sequencing” (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). Para a reacdo
foram utilizados 200 ng de cada plasmideo contendo o inserto, 5 pmol.uL™ do iniciador M13F
(5’-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’) e do SP6 (5- ATTTAGGTGACACTATAGAA-
3’). Os oligonucleotideos 357F (CCTACGGGAGGCAGCAG), 357R (CTGCTGCCTCCCGTA



GG), 704F (GTAGSGGTGAAATSCGTAGA), 704R (TCTACGSATTTCACCSCTAC), 1114F
(GCAACGAGCGCAACCC) e 1114R (GGGTTGCGCTCGTTGC) descritos por LANE (1991)
foram usados em reacdes adicionais, buscando-se o sequienciamento do fragmento total com
aproximadamente 1500 pb.

A reacdo de termociclagem para seqlienciamento foi realizada sob as seguintes
condicdes: desnaturacdo a 95°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e extensao
a 60°C por 1 minuto em 25 ciclos. Ap6s a amplificacdo dos fragmentos parciais de interesse,
procedeu-se a precipitagdo dos mesmos conforme manual de instru¢des do kit. Foi utilizado o
sequienciador capilar ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), os dados
foram coletados e processados pelo programa “ABI PRISM® DNA Sequencing - Analysis
Software” versdo 3.7 (Applied Biosystems).

Com a finalidade de se obter uma seqiiéncia génica de maior confiabilidade, o amplicon
foi seqlienciado em triplicata com os primers externos (M13F e Sp6R) e internos (357F, 357R,
704F, 704R, 1114F e 1114R).

B - Processamento e analise filogenética das sequiéncias

As sequéncias geradas foram processadas para remocdo de bases produzidas com baixa
qualidade (indice de qualidade < 20). Os fragmentos parciais seqlenciados foram alinhados e
editados por correcdo manual usando-se o programa BioEdit v 7.0.5 (HALL, 1999), em sistema
operacional Windows XP. As seqliéncias foram comparadas com outras previamente depositadas
no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando-se a
ferramenta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).

As seqliéncias obtidas, somadas as outras selecionadas foram novamente alinhadas,
editadas e utilizadas para a andlise filogenética. Com base em taxons proximos apontados por
andlises preliminares, onde se buscou uma comparag¢do mais abrangente com outros membros do
grupo, foram utilizados os seguintes: Cyanobium sp. JJ27STR, Prochlorococcus marinus,
Phormidium sp. UTCC487, Leptolyngbya boryana UTEX B485, Nostoc commune EV1-KK1,
Brasilonema terrestre CENAL116, Scytonema hofmanni PCC7110, Fischerella mucicola
PCC7414, Fischerella sp. CENA19, Nostochopsis sp., Chlorogloeopsis sp. Greenland 5,
Hapalosiphon welwitschii, Hapalosiphon delicatulus, Symphyonemopsis sp. VAPORI1,
Stigonema ocellatum SAG48.90 e Westiellopsis prolifica SAG16.93. Seus cddigos de acesso e
quantidade de pares de bases estdo descritos no Anexo 2.



As matrizes de dados foram exportadas no formato NEXUS (MADDISON et al., 1997),
arquivo de entrada para o software PAUP (“Phylogenetic Analysis Using Parsimony and other
methods”) (SWOFFORD, 2003).

As arvores filogeneéticas foram construidas pelos métodos de distancia neighbor-joining,
méaxima parcimdnia e maxima verossimilhanca (maximum likelihood) (SCHNEIDER, 2003). Os
limites de confianca dos grupos (clados) das arvores filogenéticas foram calculados com os
valores de suporte de bootstrap com 1.000 réplicas de buscas heuristicas, o que gerou arvores de
consenso com o critério maior que 50% de semelhanca nos ramos das arvores.

A edicdo das arvores foi realizada utilizando-se o programa TreeView v.1.6.1 (PAGE,
1996).

IV - RESULTADOS

Das nove espécies de cianobactérias testadas, oito resultaram em amostras positivas
quanto a extracdo de DNA, apresentando, entretanto, baixa quantidade de DNA extraido e
purificado quando comparada a quantidade de material bruto utilizado na extracdo (0,1 a 0,259).
Porém, o DNA extraido apresentou, na maioria dos casos, boa qualidade constatada pela

amplificagéo e posteriormente comprovada pela eletroforese em gel de agarose (Figura 2).
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Figura 2 - Géis representativos dos produtos de amplificagdo (PCR) do gene rRNA 16S. M - marcador de
peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen). 1 - Hapalosiphon aureus; 2 - Hapalosiphon sp.; 3 -
Nostochopsis lobatus (negativo); 4 - Spelaeopogon sommierii; 5 - Stigonema hormoides; 6 - S. minutum; 7 -
S. ocellatum; 8 - S. robustum; 9 - S. turfaceum.

A partir dos produtos de PCR conseguidos, foram realizadas clonagens com as espécies
Hapalosiphon sp., Stigonema hormoides, S. ocellatum, S. turfaceum, S. robustum e
Spelaeopogon sommierii. Os resultados de ligacdo com o vetor de clonagem pGEM®-T Easy,
etapa inicial no procedimento de clonagem das amostras estdo demonstrados abaixo (Tabela 1).

Considerou-se satisfatorio quando houve ligacdo com o vetor e obtengdo de clone com o inserto



de interesse, insatisfatorio quando a ligacdo com o vetor foi bem sucedida, mas ndo se conseguiu
nenhum clone com o inserto de interesse e nulo quando ndo houve sequer a ligagdo com o vetor.

As razfes para o alto indice de resultados praticos negativos ainda ndo sao nitidas.

Tabela 1 - Resultados do procedimento de ligago ao vetor de clonagem pGEM®-T Easy.

Espécie Ligacdo com o vetor de clonagem pGEM®-T Easy
Hapalosiphon sp. Satisfatério
Stigonema ocellatum Satisfatério
Stigonema hormoides Insatisfatorio
Stigonema turfaceum Insatisfatdrio
Stigonema robustum Insatisfatorio
Spelaeopogon sommierii Nulo

As clonagens de Hapalosiphon sp. e S. ocellatum resultaram em 14 e 22 clones,
respectivamente. Dos 22 clones de S. ocellatum trés foram eliminados apds o PCR de coldnia por
ndo conterem inserto. Os clones contendo o inserto de interesse de ambas as espécies foram para
a etapa de sequenciamento com a utilizacdo do primer universal M13F, sendo que destes, dez
foram positivos para o inserto do rRNA 16S de cianobactérias e os outros 23, insertos de
diversos géneros de bactérias.

Por meio da andlise BLAST, as sequéncias resultantes para o primer M13F foram
comparadas as do banco de dados GenBank e um clone de S. ocellatum e trés de Hapalosiphon
sp. encontraram correspondéncia com as sequéncias quase completas do rRNA 16S,
respectivamente, de S. ocellatum (SAG 48.90 - AJ544082 - 96%) e H. welwitschii (AY034793 -
98%). Posteriormente, foi possivel o alinhamento de todas as seqléncias provenientes dos
primers internos em ambas as espécies e 0 estabelecimento de uma sequéncia com 1352 e 1390
nucleotideos de S. ocellatum e Hapalosiphon sp., respectivamente, consistindo, portanto, em
duas novas sequéncias quase completas do gene rRNA 16S provenientes, agora, de habitat
tropical. A andlise BLAST destas seqliéncias resultou em identidade de Hapalosiphon sp. com
H. welwitschii e de S. ocellatum com S. ocellatum SAG 48.90 do GenBank, ambas no nivel de
98% (Anexo).

As andlises filogenéticas geraram a formacdo de trés clados que merecem destaque. O
clado 1 retine as formas heterocitadas, o clado 2 as populacdes de Stigonema ocellatum e o clado

3 sustenta todas as populagdes do género Hapalosiphon (Figura 3).
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Figura 3 - Arvore filogenética resultante das analises de neighbor-joining, méxima parciménia e méaxima
verossimilhanca. Valores de bootstrap utilizando os métodos citados estdo respectivamente indicados nos nés,
quando superiores a 50%. Os nimeros de acesso no GenBank dos tdxons utilizados para a construgdo desta arvore
estdo no Anexo 2.

V - DISCUSSAO

A extracdo de DNA ¢ o passo inicial para analise molecular bem sucedida. Uma das
etapas deste processo € a quebra celular, considerada critica para a extracdo em cianobactérias
(WU et al., 2000), principalmente quando o material de interesse procede diretamente de
amostras de campo. Vérios estudos tém proposto diferentes técnicas para o processo de extracao
(TSAI & OLSON, 1991; MILLER et al., 1999; NEILAN, 1995; TILLET & NEILAN, 2000),
mas todos apresentam limitacGes que vao desde a toxicidade até a complexidade excessiva dos
protocolos empregados, passando, inclusive, por métodos de custo elevado (SARUHASHI et al.,
2007). Um dos principais complicadores no processo de quebra celular e extragdo do DNA em
cianobacteérias € a presenca de exopolissacarideos mucilaginosos produzidos pelos organismos e
freqlientemente depositados na forma de uma bainha ou de uma mucilagem amorfa. Muitos
processos utilizam fenol e lisozimas para promover a quebra celular, mas a presenca da
mucilagem dificulta o acesso das substancias a célula (DE PHILIPPIS & VINCENZINI, 1998) e,
assim, os protocolos ndo resultam em uma extracdo eficiente. Os resultados conseguidos

revelaram que o processo de extracdo adotado foi relativamente eficiente, gerando um produto



de boa qualidade, mas, contudo, de baixa eficiéncia quantitativa. Como sugerido em diversos
trabalhos, ponderamos que a pouca quantidade de DNA resultante da extracdo pode ser devida a
presenca de exomucopolissacarideos, muitas vezes abundantes nos organismos estudados,
dificultando, portanto uma extragcdo quantitativamente mais produtiva.

As amostras originarias diretamente da natureza carregam um grande numero de
contaminantes procariotos (outras bactérias), mesmo com os cuidados de limpeza iniciais podem
ter seus DNAs extraidos junto ao das cianobactérias de interesse. Este fato pode ter sido
intensificado pela existéncia de bainha de mucilagem nas cianobactérias, que impde as
dificuldades acima comentadas.

STACKEBRANDT & GOEBEL (1994), utilizando linhagens de bactérias pertencentes
ao género Bacillus, correlacionaram resultados de hibridizacdo DNA-DNA com a similaridade
das sequéncias génicas do rRNA 16S e concluiram que as linhagens com valores acima de 70%
de hibridizacdo, consideradas pertencentes a mesmas espécies, também possuiam acima de
97,5% de similaridade entre suas sequéncias do rRNA 16S. Deste modo, em estudos
bacteriolgicos (que incluem as cianobactérias), este valor de similaridade passou a ser
amplamente utilizado como um delimitador entre gendtipos que potencialmente definiriam
espécies ou relacionamentos filogenéticos mais distantes (GARCIA-PICHEL et al., 1998; LI et
al., 2000; GKELIS et al., 2003; CASAMATTA et al., 2006; TATON et al., 2006;
MARQUARDT & PALINSKA, 2007).

As similaridades observadas (98%) entre as populacdes de Hapalosiphon sp. e Stigonema
ocellatum da mata atlantica brasileira e as populacbes de H. welwitschii e de S. ocellatum
presentes no Genbank (americana e européia, respectivamente) indicam que estas pertencem a
mesma espécie, pois o valor de porcentagem foi superior ao limite comumente utilizado para a
definicdo de tdxons especificos comparados pelo rRNA 16S. Porém, ndo foram encontradas as
caracteristicas morfométricas de H. welwitschii americana (dados ndo publicados pelos autores)
para que se pudesse confrontar os dados morfologicos com os moleculares e, portanto, afirmar
que se trata de uma mesma espécie. Um fator complicador é que a populacdo de Hapalosiphon
sp. estudada apresenta divergéncias métricas em relagdo a H. welwitschii descrita na literatura
especializada.

Discrepancias em termos de similaridade entre seqiiéncias podem ser geradas por erros de
identificacdo em alguma das populagfes, levando, portanto, a uma considera¢do equivocada
sobre a variagcdo genotipica da espécie. Registros de equivocos como este sdo relativamente
comuns na literatura (p.ex. GUGGER & HOFFMANN, 2004; CASAMATTA et al., 2006;
PALINSKA et al., 2006; WILLAME et al., 2006). As populacGes brasileiras estudadas estéo de



acordo com os dados morfologicos e meétricos constantes na literatura e, em especial, na
descrigdo original da espécie no caso de S. ocellatum (BORNET & FLAHAULT, 1886-1888). A
populacdo européia identificada como S. ocellatum, cuja sequiéncia foi depositada no GenBank
(AJ504082), tem suas caracteristicas morfoldgicas principais fornecidas no trabalho de
GUGGER & HOFFMANN (2004) e, até onde se pode julgar, parece também corresponder a
espécie, mesmo com a falta de dados especificos sobre as caracteristicas métricas.

A alta similaridade das sequéncias de rDNA 16S entre as linhagens de Fischerella,
Hapalosiphon e Westiellopsis obtida em nosso estudo corrobora a apresentada por GUGGER &
HOFFMANN (2004). Estes autores relatam que estas linhagens sdo co-especificas, e que a alta
variabilidade nos caracteres morfologicos ja foi verificada em  Westiellopsis
(STRACKEBRANDT & GOEBEL, 1994; JEEJI-BAI, 1972). Confirmam, entdo, a necessidade
de uma revisdo destes trés géneros, ja que o critério estabelecido para definicdo de género é de
95% de similaridade.

Alguns estudos sugerem a existéncia de variacBes genotipicas para mesmos morfotipos
(ou morfoespécies ou UTOs - unidades taxondnimas operacionais). TATON et al. (2006)
encontraram, em seus estudos sobre linhagens de cianobactérias da Antartica, um conjunto de 21
diferentes gendtipos enquanto a diversidade fenotipica, que se esperava correspondente, revelou
a existéncia de apenas 12 morfoespécies. Ou seja, existem diferentes genoétipos dentro de uma
mesma espécie definida segundo caracteres morfolégicos e métricos. Segundo os autores,
apoiados em FUHRMAN & CAMPBELL (1998), variacOes entre 97,5 e 99,9% dentro da mesma
UTO podem representar remanescentes da microdiversidade do rRNA 16S, o que pode ser
explicado, por exemplo, pela ocorréncia de diferentes ecotipos. Espécies com ampla distribuicéo
geografica e variagdo de hébitats (ndo ubiqiias - KOMAREK, 1994) devem apresentar variagoes
genotipicas em diferentes graus, como verificado no presente estudo.

Um dos problemas para uma proposta mais robusta com relacéo a este tema ¢ a falta de
dados moleculares para espécies dos géneros. Com o progresso dos estudos e conseqiiente
resultados de seqlienciamentos de outras espécies do grupo, acredita-se que o cenario podera ser
interpretado com maior clareza, o que levara a conclusées mais bem alicercadas.

Do ponto de vista filogenético dos niveis taxondmicos mais elevados (Figura 3), mesmo
que a arvore construida seja ainda limitada, pode-se destacar a formacdo de trés clados
significativos. O clado 1 retne as formas heterocitadas e 0 2 agrupa as duas populacdes de
Stigonema ocellatum e o 3 as populacdes do género Hapalosiphon.

O clado 1 reforga a ja constatada origem monofilética das cianobactérias heterocitadas,
demonstrada por autores como GUGGER & HOFFMANN (2004), HOFFMANN et al. (2005) e



TOMITANI et al. (2006). Embora todas as cianobactérias dotadas de heterdcitos tenham uma
origem comum, fica obscuro se a distribuicdo atual reflete uma descendéncia vertical ou perda
secundaria por transferéncia horizontal de genes dentro das cianobactérias (TOMITANI et al.,
2006).

A populacdo de Stigonema ocellatum proveniente da mata atlantica posicionou-se
proxima a populacdo européia, 0 mesmo foi observado com a populagdo de Hapalosiphon sp.
com as populagdes de H. delicatulus e H. welwitschii formando dois clados distintos (clado 2 e
clado 3, respectivamente, Figura 3) com grande suporte nas analises filogenéticas, pois 0s
valores de neighbor-joining, maxima parcimonia e maxima verossimilhanca obtidos foram acima
de 67%.

A auséncia de clados distintos que separem as Nostocales com ramificagdes verdadeiras
das de ramificacBes falsas confirmam que esta caracteristica morfoldgica ndo é um critério
adequado para se identificar linhagens. Isto foi observado neste estudo pelas posi¢cGes ocupadas
na arvore filogenética por Nostoc commune (proxima as Stigonema ocellatum) e
Symphyonemopsis sp. VAPORL1 (proxima a Brasilonema terrestre e Scytonema hoffmanni).
GUGGER E HOFFMANN (2004) relatam que sdo necessarios novos estudos sobre uma possivel
evolucdo das cianobactérias heterocitadas com ramificacbes verdadeiras em Y das com
ramificacdes falsas.

Sequiéncias de rDNA tém um papel central no estudo de evolucdo e ecologia microbiana
e, particularmente os genes do rRNA 16S, tém sido o critério para determinacdo de relagoes
filogenéticas ou determinacdo da diversidade no ambiente e a deteccdo e quantificacdo de
populacdes especificas. (ACINAS et al., 2004).

As coincidéncias e correlagbes entre citomorfologia, fisiologia e caracteristicas
bioquimicas representam o critério evolucionario mais importante da diversidade
cianobacteriana. Especialmente as defini¢des ecoldgica e bioquimica séo limitadas por um dnico
passo de diversificacdo cianobacteriana e a procura de limites entre estes € evidentemente
importante para o futuro da pesquisa destes organismos (KOMAREK, 1994).

Analises moleculares sdo especialmente importantes, pois podem assegurar (ou reduzir) a
confiabilidade de determinados critérios morfologicos e/ou métricos e refletir a filogenia destas
mesmas caracteristicas. Entretanto, em alguns casos, esta interpretacdo ndo € um processo
simples, como ressaltado por TATON et al. (2006).

A taxonomia moderna é, hoje, uma ciéncia sintética que procura utilizar todas as
informagdes acessiveis do material biolégico em questdo. A progressdo de estudos como o

presente, abordando grupos de regides ainda pouco exploradas como as tropicais, € de extrema



importancia para o entendimento das relacfes evolutivas e produgdo de um sistema de

classificagdo mais natural para este importante grupo de organismos.

VI - CONCLUSAO

Duas espécies oriundas de amostras de campo, Stigonema ocellatum e Hapalosiphon sp.,
tiveram seus DNAs amplificados, clonados e seqlienciados com sucesso por meio de iniciadores
para seqiiéncias do gene do rRNA 16S. Foi verificada identidade de 98% destas cianobactérias
com S. ocellatum SAG 48.90 e trés diferentes espécies de Hapalosiphon disponiveis no
GenBank. Devido a escassez de dados obtidos neste estudo e dos armazenados no Genbank para
estes taxons em particular pode-se dizer que a proximidade taxondmica entre estas populacdes
ainda é incerta. As andlises filogenéticas, por sua vez, corroboraram a origem monofilética das

cianobactérias heterocitadas.
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VI - ANEXOS

ANEXO 1. Primers utilizados na amplificagdo e seqiienciamento do gene 16S rRNA das cianobactérias.

Primers Sequéncia5” — 3’ Referéncias
27F1 AGAGTTTGATCC TGG CTC AG NEILAN et al., 1997
1494Rc TAC GGCEACCTT GTT ACG AC NEILAN et al., 1997
M13F* GCCAGG GTTTTCCCAGTCACGA LANE, 1991
Sp6R* ATT TAG GTG ACACTA TAG AA LANE, 1991
357F* CCT ACG GGA GGC AGC AG LANE, 1991
357R* CTG CTG CCT CCC GTA GG LANE, 1991
704F* GTA GSG GTG AAATSC GTAGA LANE, 1991
704R* TCT ACG SAT TTC ACC SCT AC LANE, 1991
1114F* GCA ACG AGCGCAACCC LANE, 1991
1114R* GGG TTGCGCTCGTTGC LANE, 1991

* Primers de seqiienciamento.

ANEXO 2. Codigos de acesso e quantidade de pares de bases dos taxons retirados do Genbank utilizados na
montagem da arvore filogenética.

Taxon Cadigo de acesso N° pares de bases
Brasilonema terrestre CENA116 EF490447 1415
Chlorogloeopsis sp. Greenland_5 DQ431000 1437
Cyanobium sp. JJ27STR AM710383 1458
Fischerella mucicola PCC7414 AB075986 1147
Fischerella sp. CENA19 AY039703 1412
Hapalosiphon delicatulus AB093484 1440
Hapalosiphon welwitschii AY034793 1480
Leptolyngbya boriana UTEX B485 AF132793 1410
Nostoc commune EV1-KK1 AY577536 1112
Nostochopsis sp. AJ544081 1361
Phormidium sp. UTCC487 AF218376 1396
Prochlorococcus marinus X63140 1147
Scytonema hoffmanni PCC7110 AF132781 1412
Stigonema ocellatum SAG48.90 AJ544082 1352
Symphyonemposis sp. VAPOR1 AJ544085 1360
Westiellopsis prolifica SAG16.93 AJ544086 1347




ANEXO 3. Seqliéncia parcial do rRNA 16S composta pelos quatro nucleotideos Adenina (A), Citosina (C),
Guanina (G) e Timina (T), identificando os nucleotideos que diferem entre a amostra seqiienciada no presente
trabalho (Stigonema ocellatum mata atlantica) e a retirada do GenBank SAG 48.90 - AJ544082.
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ANEXO 4. Seqliéncia parcial do rRNA 16S composta pelos quatro nucleotideos Adenina (A), Citosina (C),
Guanina (G) e Timina (T), identificando os nucleotideos que diferem entre a amostra seqiienciada no presente

trabalho (Hapalosiphon sp. mata atlantica) e a retirada do GenBank de H. welwitschii - AY034793.
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ACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAA
................. N T c i
130 140 150 160 170 180
AU PO T DR DU PR DU PR PR PO DR P
TCTGGCTCTAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCCTATGG
....................................................... C..
190 200 210 220 230 240
R T N I I T T e T e e e |
GTGAAAGGTTAACTGCCTGGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAGA
........................................................... G
250 260 270 280 290 300
AU PO TR DU DR PR DR PR U PR TR P
GACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGA
310 320 330 340 350 360
ST PP EETE] EETT) FETT) FETTY FRers FEees FEErl FEer beers i |
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGC
370 380 390 400 410 420
L T [y I e [ Py [y ey e . |
CTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTC
........................................................... C
430 440 450 460 470 480
AU PO TR DN DU P DU PR PR PO DR P
GGAAGAATGATGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
................... C e e e e e e e
490 500 510 520 530 540
AU PO D DR DU PN DU PR P PO DR P
GTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGC
550 560 570 580 590 600
l.

TGTGTGTGTCTATTGTTAAAGAGTTTGGCTCAACCAAATAAGGGCGGTAGAAACTACACA

SR CRERl CEhy CEeY FEEEY PEEEY PEEEY PErEY PEErY FEEEY ERrEy Erery
GCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCA

670 680 690 700 710 720
AU DU DD DUURE DU FUUDE PN DU DU DU DU P
GGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAG
730 740 750 760 770 780
l.

CTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG
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790 800 810 820 830 840

SR CEE] EEEEY EEEEY FEETY EETEY EEEEY PEEEY EERr) EEE) Cerey &
GCGTTGAGAGTATCGACCCTCTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGG

850 860 870 880 890 900

SRl SEEEY COR] BERtl PEEEY EEEEY FERE EEEEd CEttl Ceatl Soel b
AGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT

910 920 930 940 950 960

St Bt EEREY CEEEY EEEEY PRl PEErl PEEE EER CETRl Cottd &
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAATCT

970 980 990 1000 1010 1020

RSl GRSl EETEY EEESY EEEEY FEEEY PEEEY FETEY EETE] EOEEY ERptl erpey
CTGGGAAACTAGAGAGTGCCTTCGGGAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAG

1030 1040 1050 1060 1070

SRl DEEd FEEE FEREY CEEry FEE CErE) CEEEY CEEEY PRt Pre b
CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTACTTAGTTGC

1090 1100 1110 1120 1130

SISl EEREd CELRY CEEEl PEEEY CEPEY EEEEY PREty CETRY Errry PEres b
CAGCATTTAGGATGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA

1150 1160 1170 1180 1190

S EEEES EETEY PEEEY PERE) EEThl CRuey EEEEY EEE] ERry PEre b
TGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGA

1200

1210 1220 1230 1240 1250 1260

IR FEt) CEURl EERty PEET] EEEEY EEEEY FEEEY EEEEY EEutl PERE) CErn)
CAAAGGGCAGCGAGACTGCGAAGTTAAGCAAATCTCAGAAACCGTGGCTCAGTTCAGATC

1270 1280 1290 1300 1310 1320

S SRR LRLE] CERRd CEEE] EECT] CEREd CEEEd EERR] EEEEl PEEet EEEe)
GCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTG

1330 1340 1350 1360 1370

SRl CEE CEREY CEEeY FEEEY PErey PErry PErr EErry EEeey Eerey &
CAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACG

1380

1390 1400 1410 1420 1430

S0l DEREY ERER] CEEDd EERE] CETRY EEEEY PREEY COTRl CER PEre b
CCCGAAGTCGTTACCCTAACTGTTCGCAGAGGGGGATGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTG

1450 1460 1470 1480 1490

SR CERE CEre) CEEYY FEEEY EETEY PEEEY FETEY EREt) EEery EEeed
GGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGATCACCTCCTT
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