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RESUMO

(Cultivo axénico das cianobactérias marinhas Aphanothece halophytica Frémy, 1933 e Chroococcus minutus (Kiitzing)
Nageli, 1849). O presente estudo demonstra o método utilizado para a obtengdo do cultivo axénico das cianobac-
térias Aphanothece halophytica e Chroococcus minutus, obtidas das salinas do municipio de Arraial do Cabo - RJ.
Nas salinas, esses organismos estdo estruturados em mats microbianos, o que torna o seu isolamento mais dificil e,
consequentemente, a obtengdo de culturas axénicas. Desta forma, utilizando a combinagao de técnicas de micros-
copia associado a utilizagdo de azida sodica e fluoreto de sddio para inibi¢do da cadeia transportadora de elétrons
e da glicdlise respectivamente, apenas os microorganismos que realizassem fotossintese conseguiriam sobreviver.
Durante o crescimento das cianobactérias, foram realizadas medigdes biométricas das caracteristicas morfologicas
para monitorar o desenvolvimento desses microorganismos em meio limitante. Ao final do periodo proposto de
crescimento, observamos que a metodologia aplicada para o isolamento e obtengao das culturas axénicas foi eficaz
como uma alternativa para cultivar as cianobactérias A. Halophytica e C. minutus.
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ABSTRACT

(Axenic culture of the sea cyanobacterias Aphanothece halophytica Frémy, 1933 and Chroococcus minutus (Kiitzing)
Nigeli, 1849). This work demonstrates the method used to obtain axenic culture of the cyanobacteria Aphanothece
halophytica and Chroococcus minutes, both from salt flats in Arraial do Cabo municipality, Rio de Janeiro state. In
salt flats, these organisms are structured microbial mats, which makes their isolation more difficult and consequently
the establishment of axenic cultures. Thus, using a combination of microscopy techniques associated with the use
of sodium azide and sodium fluoride for inhibition of the electron transport chain and glycolysis, respectively, only
microorganisms that carry out photosynthesis could survive. During cyanobacteria growth, biometric measurements
were performed to monitor the morphological development of these microorganisms in limiting medium. At the end
of the proposed growth period, we observed that the methodology applied for isolation and obtaining axenic cultures
was effective as an alternative to grow the cyanobacteria A. halophytica and C. minutus.
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Segundo Badger et al. (2006), nos ambientes hipersalinos,
as cianobactérias possuem um fungio chave na produgido
de uma mucilagem, auxiliando a estruturacdo dos algal

Introducao

As cianobactérias sdo organismos fotossintetizantes

procaridticos e filogeneticamente do grupo das bactérias
gram-negativas, com distribuicdo cosmopolita, variando de
ambientes extremos como fontes termais a regides Articas
e Antarticas (Sinha & Hader 2008). Os “algal mats” sdo
esteiras microbianas presentes em ambientes com extre-
ma salinidade, onde a incidéncia luminosa determina as
posigoes verticais estratificadas dos grupos funcionais de
microorganismos neste ambiente (Ladakis et al. 2006).
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mats. A mobilidade das cianobactérias, em associa¢io com
uma notdvel excre¢do de polissacarideos extracelulares,
possibilita os organismos a se distribuirem em diferentes
tipos de sedimentos (Rios et al. 2004).

As cianobactérias sao organismos halotolerantes por
possuirem mecanismos especificos que ajustam intrace-
lularmente o status osmético (Apse & Blumwald 2002).
A. halophytica e C. minutus podem desenvolver-se em
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condig¢des de extrema alcalinidade através da regulagao de
canais de Na+ / H+ e tolerancia de 0.25 a 3.0 M de cloreto
de sédio (NaCl) devido a produg¢io de moléculas osmopro-
tetoras como glicina betaina, trealose e glicerol (Laloknam
et al. 2006).

Nos mats, essas espécies de cianobactérias possuem a ca-
pacidade de sobreviver em condi¢des de baixa concentragao
nutricional, intensa variagdo luminosa, longos periodos de
dessecagdo, alta producio de exopolissacrideos, limitagdo
da difusdo de O, e CO, e variabilidade de temperatura e
salinidade (Badger et al. 2006). Como consequéncia, as
cianobactérias formam agregados onde bactérias e outros
organismos estdo firmemente aderidos, respresentando
uma grande dificuldade para obtengao de culturas unialgais
e axénicas (Vazquez-Martinez et al. 2004). Desta forma,
diversos métodos para obtenc¢do de culturas axénicas de
cianobactérias tém sido sugeridos (Choi et al. 2002). Em
alguns métodos descritos na literatura, como por exemplo o
uso de antibioticos seletivos, provou ser ineficaz na presenga
de mucilagem produzida pela cianobactérias, por abrigarem
e protegerem as bactérias dos antibiéticos (Cho et al. 2002).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo
coletar, isolar e obter cultivo axénico das espécies de ciano-
bactérias A. halophytica e C. minutus, obtidas a partir dos
algal mats das salinas de Arraial do Cabo (R]).

Material e métodos

Coleta dos algal mats

As cianobactérias unicelulares e halotolerantes Chroo-
coccus minutus (Kutzing) Négeli 1849 e Aphanothece ha-
lophytica Frémy 1933 foram isoladas a partir de amostras
de “microbial mats”, coletados em uma profundidade de
0 - 5 cm nos cristalizadores das salinas do municipio de
Arraial do Cabo (22°56’57 S e 42°04’19 W, Estado do Rio
de Janeiro — RJ - Brasil). A amostra foi transportada para
o Laboratério de Biofilme do Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira - IEAPM (Marinha do Brasil) e
mantida sob refrigeragdo a 15 °C. Posteriormente, a amostra
foi avaliada por meio de lupa e de microscopio 6ptico com
o proposito de determinar a camada no “algal mats” onde
se localizavam as cianobactérias de interesse com vista a
sua remogao para a realizagdo do isolamento, sendo utili-
zado o sistema de classificacdo taxondmica de Komarek &
Anagnotidis (1999).

Elaboragéo do meio de cultura

O meio de cultura liquido foi preparado dissolvendo
todos os componentes mencionados na Tabela 01 em dgua
do mar pré-tratada através de filtragdo e, posteriormente, este-
rilizada em autoclave a 120 °C durante 20 min, possuindo pH
final de 7.1 e salinidade de 50 (5,0 %) ap6s seu resfriamento.

O meio de cultura sélido foi constituido dissolvendo
agar a 1,5% no meio BG-11 modificado pela adi¢do de
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Tabela 1. Composi¢ao do meio de cultura BG-11

Componentes Concentragdo g/L
NaNO, 1,5

NaCl 15
K,HPO, 0,04
MaSO, . 7H,0 0,075
CaCl,.2H,0 0,036
Na,CO, 0,02

Acido citrico 0,006
Citrato férrico de amonio 0,006
EDTA 0,001

Micronutrientes(*) 1 mL/L

* H,BO,: 2,86 g/litro; MnCl,.4H,0: 1,81 g/litro; ZnSO,.7H,0: 0,222 g/litro;
Na,MoO,.2H,0: 0,39 g/litro; CuSO,.5 H,0: 0,079 g/litro; Co(NO,) .6 H,0:
0,0494 g/litro.

bicarbonato (HCO,) na concentragio final de 3 mM. O
agar foi preparado com o dobro da concentragido desejada
(3%) e cortado em pequenos blocos, que foram lavados
em agua destilada durante 96 horas com o objetivo de
eliminar impurezas que poderiam inibir o crescimento
em gelose. Os blocos de agar foram, entdo, aquecidos
e misturados na propor¢do de 1:1 com o meio BG-11
modificado contendo o dobro da concentrac¢io final dos
seus sais constituintes.

Apds a separagdo da camada de cianobactérias nos mats
utilizando espatula, essas foram colocadas em erlenmeyer
de 250 mL de capacidade contendo 100 mL do meio de cul-
tura sintético BG-11 (Stanier et al. 1971), cuja composi¢do
encontra-se descrita na Tabela 01. Estas foram inoculadas
pelo periodo de 15 dias e, posteriormente, inoculadas em
meio BG-11 sélido para obtengao de culturas unialgais.

Condicées de cultivo

Cepas, contendo 1 x 10* cels/mL, foram colocadas em
tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio de cultura BG-11,
inclinados, sob iluminagdo constante (20 pmols de fétons.m*
2s1) provida por lampadas fluorescentes e incubados na
temperatura de 28 + 2 °C durante 15 dias. Ap6s esse periodo,
amostras foram transferidas para placas de petri, contendo
o meio BG-11 s¢lido, e incubadas a 25 + 2 °C durante 10
dias. Repicagens sucessivas foram feitas com alca de platina
esterilizada para novas placas com o proposito de separar as
coldnias que apresentavam crescimento conspicuo, visando
a obtencao de culturas unialgais. Essas culturas foram poste-
riormente cultivadas em erlenmeyers de 500 mL, contendo
200 mL de meio de cultura liquido a 28 + 2 °C.

Obtencdo de cultura axénica

Para obtengdo de culturas axénicas de A. halophytica e C.
minutus, foram recolocadas em tubos de ensaio, contendo 10
mL de meio liquido. Apds acompanhamento do crescimento
em microscopia Optica, as células foram precipitadas por
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centrifugacdo a 5000 x g por 10 minutos e ressuspensas em
tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio liquido, acresci-
do de um inibidor da cadeia respiratoria (azida sédica na
concentragio final de 5mM) e um inibidor da glicélise (flu-
oreto de so6dio na concentracio final de 50 mM), de modo
que apenas o crescimento fotoautotrofico fosse permitido.
Apos sete dias de crescimento, na presenca dos inibidores,
as cianobactérias foram transferidas para meio solido e,
apos subcultivos em meio solido, foi possivel obter culturas
axénicas, mantidas a 28 + 2 °C sob iluminac¢do constante
(20 pmols de fétons.m=2.s') (Magalhaes 1999).

Resultados e discussao

Segundo Neves & Casarin (1990), os algal mats das sali-
nas de Arraial do Cabo - RJ, onde as cianobactérias foram
coletadas, sdo constituidos por uma mistura de espécies
organizadas em diferentes camadas junto com pequenos
depdsitos minerais em um gradiente crescente de salini-
dade. Essa complexidade estrutural dos mats implicou na
necessidade de combinar técnicas diferentes de microscopia
eautilizagdo de lupa, microscopico 6tico e de epifluorescén-
cia, para analisar in situ, os diferentes componentes algais
dos mats sem perturbar a organizacdo do sistema. Desta
forma, conseguimos isolar e obter culturas axénicas de A.
halophytica e C. minutus.

A diversidade estrutural das cianobactérias é conside-
ravel e, por esta razdo, os ficologos puderam desenvolver
os tratados taxondmicos do grupo baseado unicamente em
propriedades estruturais, determinadas através da observa-
¢do microscopica (Geitler 1932). Entretanto, Komdrkova et
al. (2010) utilizando técnicas moleculares, como a analise
da subunidade 16S do rRNA, demonstrou a variabilidade
morfolégica das espécies do género Chroococcus e a corre-
lagao com a analise filogenética.

De acordo com Komarek & Anagnostidis (1999), a ordem
Chroococcales compreende cerca de 11 familias com 90 géne-
ros, incluindo formas unicelulares e coloniais. Os planos de
divisao celular, a morfologia, tamanho das células e coldnias,
presenca de aerétopos, caracteristica do envelope mucila-
ginoso e habitat sdo fundamentais para caracterizagio de
diferentes grupos de cianobactérias da ordem Chroococcales.

A classificacdo das Chroococcales é controversa, e
mesmo as identificagdes genéricas requerem uma escolha
entre dois tratamentos taxondmicos muito diferentes na
ordem (Drouet & Daily, 1956). Os autores usam o plano
ou os planos de divisdes celulares como um carater de-
terminante preliminar. Essa propriedade é correlacionada
com a forma celular, sendo dependente das condi¢des de
cultivo e do estdgio de crescimento. Deve-se enfatizar
que os planos de divisdes celulares ndo podem sempre
ser determinados com certeza pela observagdo micros-
cOpica simples porque, em muitas culturas, a segregacdo
das células-filhas ocorre logo ap6s a conclusdo da divisdo
celular (Stanier et al., 1971).

Segundo Komadrek & Anagnostidis (1999), o sistema
de classificagdo das cianobactérias unicelulares e coloniais
esta baseado na combinagdo de vérios fatores por serem
considerados geneticamente estaveis:

o polaridade das células e colonias sdo classificadas
como um sinal diacritico entre as familias simples e
mais complexas;

« o tipo da divisdo celular (modificagdo da fissdo binaria
e multipla) é constante, de tal modo que pode servir
para a delimitagdo das familias. Dois ou diversos
tipos da divisao celular podem ocorrer em diversas
familias, e a combinagao de tipos de divisdo ¢ aceita
como critério de defini¢do da familia.

O modo de vida unicelular ou colonial é um critério de
diferenciacido dos géneros dentro das familias. A forma e
estrutura das coldnias, formagao de varios tipos de muci-
lagem, bainhas e a posi¢do celular na colonia sdo critérios
particularmente importantes.

O género Chroococcus pertence a familia Chroococcace-
ae, sendo caracterizado por possuir suas células ou grupo
de células rodeadas por envelope mucilaginoso, raramente
solitarias (estagio inicial), células irregulares ou mais ou
menos esféricas, colonias com bainha difluente, geralmente
com poucas células (2 - 16), raramente formando aglomera-
¢Oes, nunca como tricoma ou uma organizagio regular. As
células formam coldnias multicelulares organizadasde 2 a 8
células. Células com coloragio esverdeada, azul-esverdeada,
verde-oliva, amarelada, alaranjada, avermelhada ou violeta,
com conteudo homogéneo ou granular. Plano de divisao
celular em 3 planos em sucessivas geragdes (usualmente
perpendicular a algum outro plano).

A espécie Chroococcus minutus pode ser taxonomi-
camente diferenciada analisando a largura e aspecto da
mucilagem, a largura e comprimento de cada célula, plano
de divisdo e contetudo celular. Nos mats microbianos das
salinas de Arraial do Cabo, suas colonias sdo caracterizadas
possuindo de 2 - 4 células, com dimensdes de 7,2 - 8,5 um
de comprimento e 7,5 - 9,8 um de largura para cada indi-
viduo (n = 50) e, considerando-se a bainha, 10,2 - 11,0 um
de comprimento e 11,3 - 14,0 pm de largura (n = 50) (ura
la). Quando observadas sob microscopia dptica, apresen-
tam conteudo celular azul - esverdeado, homogéneo com
bainha hialina nao lamelada. Em cultura, C. minutus foi
encontrado na forma de células isoladas ou em colonias de 2
a4 células, com dimensoes de 5,2 - 7,6 pm de comprimento
e 5,4 - 11,0 um de largura para cada individuo (n = 50) e,
considerando-se a bainha, 7,8 - 10,1 um de comprimento
e 8,0 - 13,5 um de largura (Figura 1b e 1c¢). Quando ob-
servadas sob microscopia de epiflurescéncia, apresentam
conteudo celular azul - esverdeado, homogéneo e, quando
em divisdo, heterogéneo, inseridas em bainha hialina néo
lamelada (Figura 1d).

Silva et al. (2004) relatam a presencga de C. minutus em
sedimento da Lagoa Hipersalina de Pitanguinha (R]) e nas
construgdes estromatoliticas da Lagoa Hipersalina Verme-
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Figura 1. Chroococcus minutus em cultura: (A) aspecto colonial em cultura; (B) células solitdrias; (C) células em divisdo bindria. (D) cultura monoespecifica e

axénica — microscopia de epiflurescéncia. Barra = 10 pm,

lha (RJ). Diez et al. (2007) encontraram C. minutus na Ilha
Eron (Grande Barreira de Recifes de Coral — Austrélia) e nas
condi¢des morfométricas semelhantes aos espécimes cons-
tatados nas salinas do Municipio de Arraial do Cabo (R]).

A espécie Aphanothece halophytica pertence & ordem
Chroococcales, familia Synechococcaceae e sub-familia Apha-
nothecoideae. Essa espécie é taxonomicamente diferenciada,
analisando a largura e aspecto da mucilagem, a morfologia
celular (células arredondadas no apice ou ovais), largura,
comprimento, plano de divisdo (plano perpendicular ao
longo de seu eixo) e contetdo celular. Nos mats microbia-
nos das salinas, as colonias foram observadas possuindo
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células esféricas, com 6,1 — 8,9 um (n=50) de didmetro.
Conteudo celular azul - esverdeado, homogéneo, inseridas
em mucilagem ndo lamelada, hialina e difluente (Figura 2).
Em cultura, A. halophytica foi encontrada em células iso-
ladas, esféricas sem bainha 4,0 - 7,6 um de didmetro, com
bainha 7,5 - 9,5 um de didmetro (n = 50). Contetido celular
azul - esverdeado, homogéneo, inseridas em mucilagem
hialina ndo lamelada. Nas mesmas condi¢des morfoldgicas
encontradas nas salinas de Arraial do Cabo (R]), Silva et al.,
(2006) relatam A. halophytica em sedimento da Lagoa Hi-
persalina de Pitanguinha (R]), em estromatdlitos da Lagoa
Pernambuco - Cabo Frio (R]) e em mats microbianos das
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Figura 2. Aspecto colonial de A. halophytica nos mats microbianos das salinas de Arraial do Cabo - RJ. Barra = 10 um.

salinas de Araruama. Oren ef al., (1995) encontraram esta
espécie em mats microbianos nas po¢as de maré em Israel.

O mecanismo de concentragio de carbono inorganico
estd baseado no transporte CO, e/ou HCO, pela membra-
na do tilacdide. Posteriormente, o carbono na forma de
bicarbonato ¢ transportado aos carboxiossomos, onde a
enzima anidrase carbdnica catalisa uma reagdo em que
transforma bicarbonato em diéxido de carbono. Esse
mecanismo de indugao no influxo de HCO, ocorre natu-
ralmente como uma adaptagdo das cianobactérias ao baixo
nivel de carbono inorgéanico dissolvido no meio (Espie
& Kandasamy, 1992). Portanto, em laboratdrio, o meio

de cultura BG-11, utilizado no cultivo de A. halophytica
e C. minutus, foi modificado pela adi¢do de HCO, para
aumentar a fonte de carbono inorganico. Com o objeti-
vo de padronizar a fase para andlise das caracteristicas
morfométricas (didmetro, largura, comprimento celular
e espessura da mucilagem extracelular), foram acompa-
nhadas as curvas de crescimento das duas espécies de
cianobactérias estudadas: A. halophytica e C. minutus.
Para essa padronizagio, as espécies foram adaptadas as
condicdes de cultivo durante 48 horas e, posteriormente,
foram realizadas as contagens para a elaboracdo da curva
de crescimento durante 120 horas.
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A fase lag de crescimento é caracterizada por nao haver
aumento do nimero de células. Entretanto, nesse perio-
do, as células estdo metabolicamente ativas, reparando
possiveis danos celulares e sintetizando enzimas. A fase
lag é seguida por um periodo de crescimento exponencial
(fase log), em que observamos a maior taxa de crescimento
celular para A. halophytica em 36 horas e em 48 horas para
C. minutus, sendo que o crescimento perdurou até 50 h
em ambas as culturas de cianobactérias (Figura 3). Desta
forma, do periodo de 50 h a 96 h observacdo a fase de
desaceleragdo do crescimento. Essa multiplicagdo celular
cessa quando os nutrientes sio consumidos ou quando
os produtos metabdlicos se acumulam em quantidades
suficientes para que o crescimento seja interrompido
(Pelczar et al., 1997). Nesse caso, essa fase de crescimento
(fase estaciondaria), em que ndo ocorre mais um aumento
no numero de células, pode ser observada a partir de
96 horas. Em ambas as culturas, ndo foi observada a
fase de declinio do nimero de células durante o tempo
de acompanhamento do cultivo celular (Pelczar et al.,
1997). O periodo de observagdo do cultivo, isto é, 168
horas, foi suficiente para mostrar o comportamento do
crescimento de A. halophytica e C. minutus nas condi¢des
estabelecidas em laboratdrio. A curva de crescimento de
A. halophytica e C. minutus foi a mesma observada por
Goldbeck et al. (2006). Entretanto, em meio BG-11, Apha-
nothece microscopica (Négeli), atinge a fase estaciondria

90 -

80 -

7,0 -

6,0 -

Log n° cels/mL

50 -

em 50 h do seu desenvolvimento em cultura. Fernandes
et al. (1993), realizaram estudos de fixagdo de nitrogénio
e estresse osmotico com cianobactérias, em que as curvas
de crescimento obtidas foram realizadas durante um peri-
odo de 120 horas. Da mesma forma, Bonilla et al. (1990),
em estudos realizados sobre o requerimento de boro por
cianobactérias, demonstram os dados do desenvolvimento
celular em curvas de crescimento realizadas em 120 horas
de observacio.

O presente estudo centrou-se na aplicagido de metodo-
logia de isolamento e obtengao de cultivo axénico de duas
espécies de cianobactérias A. halophytica e C. minutus ob-
tidas dos algal mats de ambiente hipersalino. Os resultados
demonstram que o método utilizado para o isolamento e
as condigoes de cultivo foram satisfatorias para obtencédo
do cultivo proposto. Dessa forma, perspectivas de conti-
nuos estudos para o entendimento de suas caracteristicas
fisiologicas e bioquimicas se fazem necessarios, visto a sua
aplicacdo biotecnoldgica nos diferentes ramos industriais.
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