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RESUMO

Cianobactérias sdo  microrganismos  unicelulares  fotossintetizantes
responsaveis pela maior parte da producdo primaria em ecossistemas aquéticos. Em
diversos ambientes, varias espécies de cianobactérias causam floracdes, liberando
toxinas que sao nocivas para outras comunidades. Também é comum que haja
dominancia de uma determinada espécie de cianobactéria, podendo esta ser
alternada ao longo de periodos sazonais. Dessa forma, h4 uma interacdo natural
entre espécies diferentes de cianobactérias na qual se observa mudancas no
comportamento das mesmas para que possam suprimir suas competidoras e assim
dominar o ambiente. Diversos estudos tém avaliado interacdes entre cianobactérias
a nivel populacional, porém, poucos investigam aspectos fisioldégicos, metabdlicos e
ultraestruturais das células durante esse processo.

Corpusculos lipidicos (CLs), também conhecidos como gotas ou inclusdes
lipidicas, sdo organelas presentes em todos os tipos celulares, incluindo
cianobactérias. Em células eucaribticas, estas organelas estao envolvidas em varias
funcbes celulares como metabolismo de lipidios, sinalizacdo celular, transporte
intracelular e inflamacéo. Estudos do grupo de Biologia Celular/UFJF vém estudando
a formacéo e o papel de CLs em células de mamiferos e, mais recentemente, em
protozoarios parasitos unicelulares. CLs mostram-se como organelas
funcionalmente ativas podendo ser rapidamente formados em respostas a estimulos
do meio independente do tipo celular envolvido. A ocorréncia e o papel de CLs em
cianobactérias sdo pouco conhecidos. Trabalho anterior do grupo identificou, por
microscopia eletrdnica de transmissdo (MET), alteracdo no numero de CLs em
cianobactérias submetidas a radiacao ultravioleta.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a ultraestrutura de cepas de
cianobactérias, Cylindrospermopsis raciborskii (CYRF-01) e Microcystis aeruginosa
(MIRF-01) em interacdo durante 24h e investigar se esta influencia a formacéo de
CLs. Amostras dos grupos controles (MIRF-01 e CYR-01) e do grupo interacdo
(MIRF-01/CYRF-01) foram coletadas no tempo Oh e 24h. Para analises e
quantificacdo do CLs foram utilizados: (1) coloracdo com Oil Red-O, que possibilita a
marcagao e visualizagdo de CLs tanto em microscopia de campo claro como de
fluorescéncia e (2) MET, a qual possibilita a identificacdo de aspectos morfolégicos

em alta resolucdo. Em paralelo, foram analisadas a densidade e viabilidade das



células, através do uso de quantificacdo de rotina em camara de Neubauer e uso de
marcador para permeabilidade de membrana, respectivamente.

Os resultados, tanto na microscopia de luz, quanto em MET, indicaram uma
reducdo significativa de CLs (p<0,001), nas duas espécies, apos a interacdo de 24hs
quando comparadas com 0s grupos controle. Porém, foi observada uma reducao
mais acentuada no numero de CLs, em paralelo com aumento de tamanho, em
CYRF-01 em relagdo a MIRF-01. Desta forma, nossos dados sugerem que CLs em
cianobactérias sao organelas dinamicas, capazes de responder a estresses
ambientais, como na competicédo interespecifica e com fun¢des que podem ir além
de simples armazenamento energético. Além de CLs, outras estruturas e organelas
foram analisadas e quantificadas, como vesiculas de membrana externa (VMES),
granulos de polifosfato, carboxissomos e tilacoides. Estas analises demonstraram
que CYRF-01 parece responder mais prontamente a estimulos do meio, pois
somente ela apresentou formacdo de VMEs. Além disso, a proporcdo destas
vesiculas aumentou significativamente nas células de C. raciborskii no grupo
interacdo (p<0,004). Paralelamente, também em CYRF-01, os granulos de fosfato
tiveram uma menor propor¢cao na interacdo em relacdo ao seu controle (p=0,014),
bem como uma menor porcentagem de area ocupada por tilacoides (p<0,0001).
Valores esses que em MIRF-01 ndo foram estatisticamente significativos (p=0,589 e
p=0,921). A interacdo ndo alterou a densidade celular (p=0,811), entretanto, as
analises de viabilidade celular mostraram que na interagcdo ha maior quantidade de
células inviaveis nas duas cepas (p<0,05 em ambas). Porém, houver maior
guantidade de células inviaveis, proporcionalmente, em MIRF-01 (10,81 + 3,11%)
que em CYRF-01 (7,74 + 1,47%), apos a interagao.

Coletivamente, os resultados deste estudo reforcam a importancia da analise
individual de fatores, como interacdes interespecificas, que interferem diretamente
na comunidade de cianobactérias. Este tipo de interagdo induz alteracdes a nivel
celular nas espécies envolvidas. Portanto, o melhor entendimento dessas respostas
€ importante na compreensdo da dinamica da comunidade desses organismos e

suas relacdes em ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: cianobactérias, cultura, corpusculos lipidicos, microscopia
eletrbnica de transmissdo, microscopia de luz, ultraestrutura, interacao

interespecifica, vesiculas de membrana externa.



ABSTRACT

Cyanobacteria are photosynthetic unicellular microorganisms responsible for
most of the primary production in aquatic ecosystems. In many environments, several
species of cyanobacteria cause blooms and release toxins that are harmful to other
communities. In many places, it is common that there is dominance of a particular
species of cyanobacteria, which may be switched over seasonal periods. Thus, there
iIs a natural interaction between different species of cyanobacteria in which we
observe changes in the behavior of the same so that they can suppress their
competitors and thus dominate the environment. Several studies have evaluated
interactions between cyanobacteria at the population level, but few ones investigate
physiological, metabolic and ultrastructural aspects of the cells during this process.

Lipid bodies (LBs), also known as lipid droplets or inclusions, are organelles
present in all cell types, including cyanobacteria. In eukaryotic cells, these organelles
are involved in varied cellular functions such as lipid metabolism, cellular signaling,
intracellular transport and inflammation. The Cell Biology at UFJF has been studying
the formation and the role of LBs in mammalian cells and, more recently, in
unicellular protozoan parasites. LBs are functionally active organelles, which can be
rapidly formed in response to stimuli independent of the cell type involved. The
occurrence and the functional role of LBs in cyanobacteria are poorly known.
Previous work of our group has identified by TEM that the number of LBs within
cyanobacteria changed in response to ultraviolet radiation.

The presente work aimed to study the ultrastructure of cyanobacteria strains
Cylindrospermopsis raciborskii (CYRF-01) and Microcystis aeruginosa (MIRF-01) in
interaction for 24n and investigate whether this interaction affects the formation of
CLs. Samples of the control groups (MIRF-01 and CYR-01) and interaction group
(MIRF-01/CYRF-01) were collected at Oh and 24h. For analysis and quantification of
LCs we used: (1) Oil Red-O staining, which enables visualization of CLs by both
bright-field and fluorescence microscopy and (2) TEM,.which provides identification
of morphological aspects of LBs at high resolution. In parallel, we analyzed the
density and cell viability through routine quantification with a Neubauer chamber and
a membrane permeability marker, respectively.

The results in both light microscopy and TEM showed a significant reduction in
LB numbers (p <0.001) for the two species after 24h of interaction compared with the

control groups. However, it was observed a greater reduction in the number of LBs in



parallel to the increase in size in CYRF-01 compared to MIRF-01. Thus, our data
suggest that LCs in cyanobacteria are dynamic organelles, able to respond to
environmental stresses, as in interspecific competition and with features that can go
beyond just energy storage. IN addition to CLs, other organelles and structures were
analyzed and quantified such as external membrane vesicles (EMVS), polyphosphate
granules, carboxysomes and thylakoid membranes. These analyses demonstrated
that CYRF-01 seems to be much more responsive to environmental stimuli, since just
this cyanobacterium released EMVs. Furthermore, the proportion of EMVs
significantly increased in C. raciborskii cells after 24h of interaction (p <0.004). In
parallel, the numbers of phosphate granules reduced in response to interaction
compared to the control group (p = 0.014) as well as the area occupied by thylakoids
(p <0.0001). Values found in MIRF-01 were not statistically significant (p = 0.589 and
p = 0.921). The interaction did not affect cell density (p = 0.811), however, cell
viability analysis showed that the interaction there is a higher quantity of non-viable
cells in both strains (p <0.05 in both). However, there is a greater amount of non-
viable cells, in proportion in MIRF-01 (10.81 + 3.11%) than in CYRF-01 (7.74% =
1.47) after the interaction.

Collectively, the results of this study reinforce the importance of individual
analysis of factors such as interspecific interactions that interfere directly in
cyanobacteria community. This kind of interaction induces changes at the cellular
level in the species involved. Therefore, a better knowledge of these responses is
important to understand the community dynamics of these organisms and their

relationships in aquatic ecosystems.

Key-words: cyanobacteria, culture, lipid droplets, transmission electron
microscopy, light microscopy, ultrastructure, interespecific interaction, external

membrane vesicles.
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1 INTRODUCAO

1.1 CIANOBACTERIAS

1.1.1 Aspectos Gerais

As cianobactérias sdo um dos microrganismos mais antigos do Planeta.
Surgiram ha cerca de 3,5 bilhdes de anos, sendo os primeiros produtores
primérios a liberarem oxigénio na atmosfera. S&o considerados os primeiros
fotossintetizantes que apresentam clorofila a e realizam fotossintese através
dos fotossistemas | e Il (MUR; SKULBERG; UTKILEN, 1999). A producao de
compostos organicos e a alta eficiéncia no uso do oxigénio para obtencao de
energia, permitiram a esses organismos o aumento da capacidade de carga
biol6gica e, ao mesmo tempo, o surgimento de uma elevada diversidade de
espécies capazes de se adaptar a diferentes condicbes ambientais
(TSUKAMOTO et al., 1993). As cianobactérias apresentam ampla distribuicdo
ocupando os mais diversos habitats, aquaticos e terrestres.

Por muitos anos, as cianobactérias foram classificadas como algas
verdes-azuladas ou Cyanophyta juntamente com as algas eucariéticas no
Caddigo de Nomenclatura Botanica (GUPTA et al., 2013; LEE, 2008). Porém as
cianobactérias sdo microrganismos procariotos e atualmente sdo classificados
junto com as bactérias no Dominio Bactéria (WOESE; KANDLER; WHEELIS,
1990).

A diversidade morfolégica do grupo é grande e pode se apresentar em
formas unicelulares ou coloniais. Nas coldnias, o arranjo das células pode ser
irregular, radial ou em planos ordenados. O didmetro celular varia de 0,5 pm a
100 um (DUFRESNE et al., 2003). A morfologia das cianobactérias é bastante
diversificada (Fig. 1). Os individuos unicelulares podem ter formas
arredondadas, oblongas, elipiticas, cilindrico-arredondadas, fusiformes e
piriformes. As células apresentam ou ndo envoltorio mucilaginoso, dependendo
da espécie (SANT'ANNA et al., 2006).
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Figura 1: Diferentes tipos de morfologia encontrados no grupo das
cianobactérias. Em (A), observe cianobactéria unicelular, e em (B-V),
cianobactérias coloniais. As coldnias podem conter duas (B) ou mais células
(C-V), que se arranjam em forma de grumos (D-F) ou filamentos (G-V). Barra=
10 ym (A-U), 20 um (V). Imagem adaptada de DVORAK et al. (2015).

Em algumas espécies, os individuos unicelulares (Fig. 1A) podem se
reunir formando colbnias (Fig. 1B-V). As cianobactérias coloniais podem ser
formadas por poucas células (2 a 16) ou centenas delas; apresentando
diferentes morfologias (Fig. 1B-V). As cianobactérias filamentosas, podem
formar um tricoma, quando as células se dispdem linearmente (Fig. 1G-V).
Assim, o filamento é formado pelo conjunto de bainha mucilaginosa e o tricoma
(SANT'ANNA et al., 2006).
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Os tricomas podem apresentar apenas células vegetativas ou células
modificadas (heterocisto e acineto), que possuem extrema importancia
fisiologica e ecoldgica. Os heterocistos sdo células de parede fina e
protoplasma hialino, especializadas na fixagdo de nitrogénio. Os acinetos séo
células grandes, igualmente de parede fina, com capacidade de reserva que
permite a sobrevivéncia da espécie sob condicdes desfavoraveis (SANT'ANNA
et al., 2006).

1.1.2 Ultraestrutura

Dados sobre a ultraestrutura de cianobactérias ainda sdo escassos na
literatura (GANTT; CONTI, 1969; LIBERTON et al., 2006; VALDOR; ABOAL,
2007).

As cianobactérias sdo delimitadas por um envoltério celular e podem
apresentar diversas estruturas citoplasmaticas, conforme representado na
figura 2.

Ficobilissomos Membrana do
tilacoide

_H_.--"’ Ribossomos

%
%

Nucledide
(anel de DMA)
Parede Celular

Membrana Celular —
Camada de Peptideoglicano— |
Membrana Externa '

Bainha Mucilaginosa
Capsula

Tilacoides

Camada de Muco ,:"- RuBisCo

Carboxissomo

Figura 2: Esquema tridimensional evidenciando o envoltério celular tipico
de uma cianobactéria. Observe as estruturas tipicas de cianobactéria como,
nucledide, ribossomos, membrana de tilacoides e ficobilissomos. Note que o
envoltério celular € composto por membrana plasmatica, parede celular com
camada de peptideoglicano e membrana externa, e pode apresentar ainda
bainha mucilagionosa, capsula e camada de muco.
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O envoltério celular das cianobactérias € tipico de bactérias Gram-
negativas, apresentado trés camadas distintas: membrana plasmatica, parede
celular e membrana externa (Fig. 2). Seu envoltério, porém, ¢é
consideravelmente mais espesso que o das demais bactérias gram-negativas.
Exibe grande variacdo de acordo com a espécie e pode atingir até 700 nm de
espessura (HOICZYK; HANSEL, 2000).

Algumas cianobactérias secretam polissacarideos extracelulares que
podem formar uma mucilagem ou uma bainha fibrilar externamente a parede
celular (HOICZYK; HANSEL, 2000). Além disso, tais camadas podem em
conjunto com a parede celular conectar fortemente as células em um filamento
(Fig. 3).

Dentre as estruturas citoplasméticas, as membranas de tilacoides séo na
maioria das cianobactérias, as estruturas mais abundantes no citoplasma. Os
tilacoides sdo projecOes intracitoplasméticas da membrana plasmatica, que
formam variados arranjos no interior das células. As membranas de tilacoides
podem se arranjar concentricamente seguindo o formato celular ou
apresentarem-se dispersos em formas variadas de acordo com a espécie
(FLORES; HERRERO, 2008). Nos tilacoides localizam-se o aparato
fotossintético (fotossistemas | e Il) e aderidos a eles podem-se encontras
estruturas concéntricas, chamadas ficobilissomos. Os ficobilissomos (Fig. 3,
cabeca de seta) sdo formados por pigmentos acessorios (ficocianina,
ficoeritrina e aloficocianina) que funcionam como complexos de antenas na
captacdo da luz e transferéncia de energia para a reacdo de fotossintese. Os
pigmentos fotossintéticos, como a clorofila a e os demais componentes
celulares estéo dispersos no citoplasma.

Diversas estruturas internas podem ser encontradas nas cianobactérias,
dentre elas as principais séo os ribossomos 70S tipico de células procarioticas,
0s corpos poliédricos, ou carboxissomos (Fig.3, CP) que participam da fixac&o
de carbono atmosférico, os aer6topos, ou vesiculas de gas (Fig.3, VG) com
funcdo a flutuagdo no meio aquético, e uma variedade de granulos com
diversas fung¢des, como por exemplo, os granulos de fosfato (Fig. 3, GP) onde

ocorre o armazenamento de fosforo na forma de gréos de polifosfatos no
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citoplasma. Ha também a presenca de corpusculos lipidicos, que serdo
descritos com mais detalhes mais adiante.

Trabalhos com a descricdo da ultraestrutura de diferentes géneros de
cianobactérias, por exemplo, Anabaena, Mycrocistis, Ocillatoria e
Synechoccocus, mostram uma grande variedade na distribuicdo das estruturas
na célula e a influéncia do ambiente e da condicdo de crescimento sobre a
presenca e dispersdo das mesmas (ALLEN, 1984; CASAMATTA et al., 2005;
FALCON et al., 2004; FREDRIKSSON; BERGMAN, 1997; GROMOV;
GAVRILOVA; KONOVALOV, 1986; JENSEN, 1993; PALINSKA; KRUMBEIN;
SCHLEMMINGER, 1998). Por exemplo, NOYMA (2009) investigou, pela
primeira vez, a ultraestrutura da cianobactéria Cilindrospermosis raciborkii e
mostrou um envoltorio celular trilaminar tipico e um citoplasma contendo um
sistema de membranas intrincado (tilacoides) com ficobilissomos associados e
outras estruturas, tais como granulos de polifosfato e carboxissomos (Fig. 3).
Além disso, este estudo revelou que a ultraestrutura, principalmente as
estruturas relacionadas ao aparato fotossintético, podem ser alteradas pela

exposicao a radiacao ultravioleta (UV).
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Figura 3: Fotomicrografia eletronica mostrando as principais estruturas
encontradas em cianobactérias. Em (A), € possivel visualizar a estrutura
geral de duas células de Cylindrospermopsis raciborskii, a qual possui granulos
de polifosfato (GP), corpos poliédricos (CP) e vesiculas de gas (VG). Em (Ai)
os ficobilissomos séao evidenciados (cabecas de setas vermelhas) associados
as membranas dos tilacoides. Por ultimo, em (Aii) o envoltério da cianobactéria
se mostra colorido em azul, evidenciando a parede celular. Barra = 1 pum.
Retirado de (NOYMA, 2009).
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1.1.3 Principais Diferencas entre Cianobactérias, demais Bactérias e Células

Eucaridticas

As cianobactérias se diferenciam das células eucaridticas e apresentam

estrutura celular procariética como a das bactérias, porém apresentam algumas

caracteristicas especificas, conforme mostrado no quadro 1.

Quadro 1: Diferencas entre célula procaridtica e célula eucariotica,
diferenciando as cianobactérias dos demais grupos do Dominio Bactéria.

CELULA CELULA
PROCARIOTICA EUCARIOTICA
BACTERIA
DOMINIO Cianobactéria Demais Bactérias EUCARIA
Envoltério Ausente Exceto em um | Presente
Nuclear grupo
(Planctomicetos)
Nucléolo Ausente Ausente Presente
DNA Molécula Unica, | Molécula Unica, | Presente em  varios
sem histonas e | sem histonas e | cromossomos, e com
com plasmideos | com plasmideos | histonas
Divisdo Celular Mitose, Mitose, Mitose ou meiose,
auséncia de auséncia de pr_??te_nga de apar]tcalho
aparelho aparelho mitético mitotico com uso
mitotico cromatico microtubular
Membrana Sem esterois Algumas Geralmente com
possuem estérois | esterodis presentes
Endomembranas | Estruturas Restritas a | Organelas tipicas
membranosas, | alguns grupos

como tilacoides
e organelas de
reserva
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Estrutura Tilacoides Tilacoides Cloroplasto  (Somente
fossintetizante (projecoes (projecoes em plantas e algas)
membranares), | membranares),
Com LototSS|_st1lema Il e
Fotossistema | e | Pacterionia
Il e clorofila a
Cadeia Na membrana | Na membrana | Na membrana
respiratoria plasmatica plasmatica mitocondrial
Ribossomos 70S 70s 80S, exceto para
ribossomos,
mitocondrias e

cloroplastos

Envoltério celular

Gram-Negativo:
membrana
plasmatica,
parede celular
de
peptideosglican
0S e membrana
externa

Gram-negativo
ou Gram positivo
(sem membrana
externa)

Membrana plasmatica.
Com parede celular
presente somente em
plantas, algas e fungos

Flagelos Ndo possuem | Flagelos de | Flagelos ou cilios;
flagelos dimensdes sub- | dimensdes
microscopicas, microscopicas;
cada um | compostos de
composto de | microtubulos; sem
uma fibra de | rotagéo
dimenséo
molecular;
rotacao
Microtubulos Ausentes Ausentes Presentes em flagelos,
Obs.: os demais | Obs.: os demais cilios, _corpos ba:sals,
elementos  do | elementos do fuso mitotico, centriolos

citoesqueleto
sao
“homologos”
aos

encontrados em
células
eucarioticas

citoesqueleto séo
“homdlogos” aos
encontrados em
células
eucarioticas

e citoplasma
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1.1.4 Importancia Ecoldgica

As cianobactérias possuem grande importancia ecolégica, uma vez que
sdo as principais responsaveis pela producdo primaria em ecossistemas
aquaticos. Sobretudo nas aguas pobres em nutrientes de grande parte dos
oceanos e de alguns grandes lagos, as cianobactérias contribuem com porcéo
expressiva da assimilacdo fotossintética do carbono (WHITTON; POTTS,
2012). Dentre suas principais importancias ecologicas estdo as interacdes
troficas (ADAMS; DUGGAN; JACKSON, 2012) e relevante contribuicdo para o
ciclo de nutrientes (CAPONE, D.; CARPENTER, 1999). Sdo componentes base
da rede trofica, sendo ativamente consumidas e metabolizadas por
consumidores primarios (ADAMS et al.,, 2012). Nos oceanos, representam
ainda parcela significativa dos organismos diazotroficos (fixam nitrogénio) e
desempenham importante papel na sintese de nitrogénio organico (CAPONE,
D. G., 2001).

As cianobactérias apresentam uma ampla tolerancia ecoldgica que
contribui para 0 seu sucesso competitivo, tendo como uma das caracteristicas
marcantes a capacidade de crescimento nos mais variados ambientes
(WHITTON; POTTS, 2012).

Nas ultimas décadas, os problemas decorrentes da eutrofizacdo dos
corpos aquéaticos tém se acentuado. A eutrofizacdo € o processo de perda de
qualidade da agua, ocasionada pelo envelhecimento natural do ecossistema,
que passam de uma condi¢cao oligotrofica (concentragdo baixa de nutrientes)
para uma condicdo eutréfica (elevada concentracdo de nutriente) ou por acao
antropica com o despejo de residuos liquidos e sélidos,.Neste contexto, as
cianobactérias desempenham papel decisivo, uma vez que, em ambientes
eutrofizados e hipertrofizados, sobretudo de agua doce, representam os
organismos dominantes. E muito frequente o registro da dominancia desse
grupo em reservatorios e lagoas costeiras brasileiras formando floracfes
frequentes (HUSZAR; SILVA, 1999).

As floracbes sao definidas como fenbmeno ocasionado pela
proliferacdo demasiada, dominada por Unica ou poucas espécies de

cianobactérias, que resulta em coloracdo visivel, de forma diferenciada nos
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sistemas naturais, produzindo gosto e odor desagradaveis, alterando o
equilibrio dos ecossistemas aquaticos. Além dos desequilibrios ecologicos
relacionados a perda da diversidade e alteracdes ao longo da cadeia tréfica, as
floragbes de alguns grupos de cianobactérias resultam em problemas como
aumento de turbidez e diminuicdo da concentracdo de oxigénio dissolvido
(CARMICHAEL, 2001). Tais alteracdes levam a uma diminuicdo da qualidade
da agua, bem como problemas associados a saude humana, ja que alguns
grupos de cianobactérias produzem metabdlitos secundéarios téxicos
(cianotoxinas) (FUNARI; TESTAI, 2008; ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Dentre os géneros mais frequientes relacionadas a floragées no Brasil,
destacam-se Microcystis, Anabaena e Cylindrospermopisis. Floracdes téxicas
destes géneros ja foram registradas em varios ecossistemas aquaticos
brasileiros (BOUVY et al., 2000; MAGALHAES; AZEVEDO, 1998).

1.1.5 Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopsis raciborskii Seenayya et SubbaRaju (1972) é uma
cianobactéria filamentosa pertencente a ordem Nostocales. Tem como
caracteristica a formacao de tricomas solitarios retos ou ligeiramente curvados,
com vesiculas de gas e heterocisto terminal em uma ou nas duas extremidades
do filamento, células vegetativas cilindricas e acinetos oblongos-ovais
(EVERSON et al., 2011; SHAFIK et al., 2003). Embora tenha sido descrita
como uma espécie tropical/subtropical, sua ocorréncia em ambientes de
regides temperadas tem crescido na ultima década (EVERSON et al., 2011;
HAMILTON et al., 2005; PADISAK, 1997; SINHA, RATI et al., 2012). A
expansdo geografica de ocorréncia de C. raciborskii € parcialmente atribuida a
combinacédo de adaptacdes fisiologicas com a habilidade de sobrevivéncia em
condicbes desfavoraveis. Tais fatores incluem a formacdo de acinetos e a
tolerdncia a baixa disponibilidade de fésforo e nitrogénio. C. raciborskii é
caracterizada como uma espécie com alta tolerancia ao sombreamento, com
baixo requerimento de luz, apresentando alta taxa de assimilagcdo de amdnio e
capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Além disso, essa espécie possui

uma alta afinidade por fosforo, sendo capaz de estocar este nutriente, além de
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ser resistente a predacédo pelo zooplancton (PADISAK, 1997). Possui ainda a
capacidade de regular flutuacdo através de vesiculas de gas denominadas
aerotopos, possibilitando ao organismo certo controle sob a sua posi¢cao na
coluna d’dgua, permitindo assim que se mova, verticalmente, em dire¢cdo a uma
intensidade luminosa favoravel e disponibilidade de nutrientes. Contudo, o
aumento da temperatura global e eutrofizacdo também tém sido considerados
para explicar sua ampla distribuicdo (SINHA, RATI et al., 2012). C. raciborskii
ocupou rapidamente uma extensa area geografica, ocorrendo num amplo
namero de lagos, reservatorios e rios tropicais (PADISAK, 1997), produzindo
floracdes, algumas toxicas, em muitos corpos d’agua ao redor do mundo
(BRANCO; SENNA, 1994; CHAPMAN; SCHELSKE, 1997; DOKULIL; MAYER,
1996).

C. raciborskii é caracterizada como uma espécie com alta tolerancia ao
sombreamento, com baixo requerimento de luz, apresentando alta taxa de
assimilacdo de amoénio e capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Além
disso, essa espécie possui uma alta afinidade por fosforo, sendo capaz de
estocar este nutriente, além de ser resistente a predagdo pelo zooplancton
(PADISAK, 1997).

Possui ainda a capacidade de regular flutuacéo através de vesiculas de
gas denominadas aerotopos, possibilitando ao organismo certo controle sob a
sua posi¢do na coluna d’dgua, permitindo assim que se mova, verticalmente,
em direcdo a uma intensidade luminosa favoravel e disponibilidade de
nutrientes.

Além da recente dispersdo geografica desta cianobactéria, a C.
raciborskii vem se tornando uma das espécies de cianobactérias de maior
interesse de pesquisadores, pois sdo capazes de formar floracbes e produzir
toxinas. Dentre as toxinas produzidas por esta espécie encontram-se diversas
hepatoxinas e neurotoxinas (CARNEIRO; PACHECO; DE OLIVEIRA E
AZEVEDO, 2013). Ja foram documentadas floracdes, algumas toxicas, em
muitos corpos d'agua ao redor do mundo (BRANCO; SENNA, 1994;
CHAPMAN; SCHELSKE, 1997; DOKULIL; MAYER, 1996; SINHA, R. et al.,,
2012).
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1.1.6 Microcystis aeruginosa

Microcystis aeruginosa € umas das espécies mais estudadas, pois tem
ocorréncia cosmopolita e representa impacto negativo em varios ecossistemas
aquaticos do mundo por ser potencialmente produtora da cianotoxina
microcistina (VISSER et al., 2005). Microcystis € um género de cianobactéria
formador de col6nia, ou seja, varias células que ocorrem agrupadas, envolvidas
pela bainha de mucilagem. O tamanho da colonia varia de poucas a centenas
de células que sao esféricas, possuem membrana tilacoidal, membrana
citoplasmatica, parede celular com uma nitida camada de peptidioglicano,
membrana externa e uma camada de glicalice. O citoplasma contém corpos de
polifosfato, granulos de cianoficina, inUmeras vesiculas de gas (CAIOLA;
PELLEGRINI, 1984), além dos corpusculos lipidicos. Esse género foi descrito
por Kutzing no inicio do século XX (KUTZING, 1843). Em ambientes
eutrofizados, o género Microcystis é capaz de formar floracbes com potencial
para producdo de microcistinas — peptideos extremamente toxicos -
configurando um género de enorme impacto econdmico e social devido aos
problemas gerados a saude humana (MEISSNER; STEINHAUSER,;
DITTMANN, 2014).

1.1.7 Interacdes Entre Cianobactérias

Nos ecossistemas aquaticos as interacfes entre cianobactérias séo
bastante comuns. Diversas populacdes podem dividir um mesmo ambiente e
inclusive competirem por nichos especificos. Os poucos trabalhos que estudam
as interacbes entre cianobactérias sugerem que a competicdo se da
principalmente por meio de interacdo bioquimica, chamada alelopatia. Na
definicdo de MOLISCH (1937), apud LEGRAND et al. (2003), utilizada por
muitos trabalhos que abordam a alelopatia em comunidades fitoplanctonicas,
esta interacdo é definida como “todo tipo de interacdo bioquimica entre plantas
superiores e entre plantas superiores e micro-organismos (LEGRAND et al.,
2003; MOLISCH, 1937). Deve ser considerado que os principios gerais da
alelopatia ndo diferem de forma drastica entre os diferentes ambientes
aquaticos, respeitando suas particularidades (GROSS, 2003).
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Portanto, a existéncia do emissor de um composto quimico, capaz de
afetar um organismo receptor é premissa basica para seu estabelecimento.
Além disso, esse tipo de interacdo interespecifica é capaz de conferir
vantagens competitivas para um dos individuos envolvidos e, nesse sentido,
existem divergéncias entre os autores. Enquanto alguns consideram apenas 0s
efeitos negativos a reproducao do receptor, outros incluem os efeitos positivos
ao mesmo, na conta da alelopatia (FISTAROL et al., 2004; LEGRAND et al.,
2003). Provavelmente essa divergéncia é consequéncia de interpretacdes
evolutivas distintas para o estabelecimento da interacdo, ou até mesmo da
auséncia desse tipo de reflexdo. Espera-se que um efeito inibitério do
aleloquimico sobre o receptor seja caracteristica adaptativa do organismo
emissor, enquanto o contrario seja capaz de conferir selecdo vantajosa ao
préprio receptor.

A concepcado que considera como alelopatia apenas como as
interacBes quimicas causadoras de efeitos negativos para o receptor ja rendeu
a descricdo de possiveis cenarios evolutivos para seu estabelecimento. De
acordo com esta visdo, um cenario provavel se configura a partir do momento
em que compostos toxicos sdo excretados inicialmente com o objetivo de evitar
autotoxicidade, ou quando mecanismos de resisténcia a compostos téxicos
previamente excretados sao desenvolvidos pelo produtor. Isso levaria a uma
vantagem secundaria para a célula produtora na medida em que 0 composto
toxico passasse a afetar seus competidores, mas ndo a propria célula
produtora (LEFLAIVE; TEN-HAGE, 2007). De acordo com o modelo de
SINKKONEN (2006), esse processo, inicialmente n&o direcionado a
competicdo, pode vir a se tornar “intencional paralelo” (aleloquimico com
multiplas funcbes) ou “primério” (aleloquimico com fung¢do exclusiva), caso
aumente o valor adaptativo do emissor por tempo o suficiente. Por outro lado,
nao foi encontrado nenhum trabalho que desenvolvesse de modo semelhante
um quadro tedrico compativel com o estabelecimento das chamadas interacdes
alelopaticas positivas. No entanto, a utilizacdo ambigua do conceito ndo é
contestada por KEATING (1977), apés verificar que o efeito de “filtrados
celulares” de cepas de diversas espécies fitoplanctonicas, isoladas do lago

Linsley, Connecticut, era positivo ou neutro sobre espécies sucessoras na
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dindmica da comunidade do lago e negativo sobre suas antecessoras.
MOHAMED (2002) também afirma que “a atividade alelopatica de Spirogyra sp.
estimula o crescimento e a producao de toxina por Oscillatoriaagardhii e deve
ser levada em consideragdo durante monitoramentos de floracbes de
cianobactérias”.

De modo diferenciado, LEWIS JR (1986) sugere o conceito de
“alelopatia sinal”, explicando efeitos inibitérios como possivel caracteristica do
receptor, que se utilizaria do sinal quimico como uma maneira de “tatear” o
nicho e estabelecer duas estratégias possiveis: 1) crescimento ou 2) reserva e
manutenc¢do. Com isso, o0 autor afirma ter encontrado uma possivel solucdo
para se contornar criticas frequentes, que afirmam nao ser a alelopatia uma
interacdo ecoldgica, evolutivamente estavel, devido as questdes de beneficio
distribuido e de incompeténcia adaptativa. Para as interacdes alelopéticas ditas
positivas, esses argumentos nao parecem ser um problema, tampouco o
conceito de “alelopatia sinal” parece ser contraditério para as mesmas (LEWIS
JR, 1986).

E importante perceber que as perspectivas apresentadas ndo sdo
excludentes entre si. Apesar disso, fica evidente o risco de, na falta de
contextualizacdo evolutiva, estar se agrupando caracteristicas adaptativas de
origens evolutivas e consequéncias ecologicas bastante distintas. No entanto,
poucos trabalhos realizam o exercicio tedrico necessario, restringindo suas
conclusdes a uma transposicao direta dos resultados laboratoriais para o
campo, sejam eles estimulatérios ou inibitérios. O presente trabalho se propde
a considerar todas as possiveis teorias ja propostas, excludentes ou néo, para
interpretacdo dos resultados e entender por qual das conceituacdes tedricas de
alelopatia eles poderiam ser melhor compreendidos.

LEGRAND et al. (2003), reconhecem a importancia de uma
interpretacdo evolutiva em estudos sobre alelopatia. Os autores consideram
apenas os efeitos negativos como alelopéticos, j& que para eles “a interagdo
evoluiu como uma caracteristica propria do doador, conferindo vantagem
seletiva a este ao reduzir a capacidade competitiva do organismo competidor”.
O trabalho ainda avanca nas exigéncias impostas aos estudos, transpondo

para o fitoplancton os seis critérios apresentados por WILLIS (1985), como pré-
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requisitos obrigatérios a demonstracao desse tipo de interacdo em plantas
terrestres. Esses critérios sdo: 1) Encontrar um padrao consistente de inibicéo
de uma espécie alvo, 2) Identificar um composto toxico, produzido pela espécie
emissora para sua(s) competidora(s), 3) ldentificar um processo para emissao
desse composto no ambiente, 4) Descrever um mecanismo de transporte ou
acumulo do composto no ambiente, 5) Identificar um mecanismo de absorcéo
do composto pela célula alvo. Além disso, o padrdo de inibicdo ndo deve ser
explicado por nenhum fator fisico ou qualquer outro fator bidtico (WILLIS,
1985).

A composicdo durante floragbes de cianobactérias em ambientes
aguaticos pode variar de uma Unica espécie para varias, ocorrendo de forma
simultanea ou havendo sucessdo de dominancia (VALERIO et al., 2008). As
variacdes nas populacdes de cianobactérias podem ser explicadas, além da
alelopatia, pela viabilidade de nutrientes, estratificacdo térmica sazonal,
composicado da coluna d’agua (REYNOLDS, 1987; SOMMER, 1985). Além
disso, tais fatores podem ser reguladores uns dos outros. Os trabalhos que
tratam de alelopatia no fitoplancton ainda sdo, em sua maioria, direcionados
para verificar respostas alelopéticas consistentes, bem como o modo de acéo
do aleloquimico. No entanto, ja sdo encontrados estudos que descrevem
diversas condicfes que podem modular a alelopatia. LEGRAND et al. (2003)
afirmam que tanto a histéria dos organismos no ambiente, quanto o estado
fisiolégico das células em questdo podem afetar a producdo e acao do
aleloquimico. Os autores também observam que, sendo a maior parte dos
compostos alelopéticos desconhecida, a intensidade do efeito do material
excretado complexo (exsudado total), sob diferentes condi¢cdes de crescimento
da cepa produtora ou receptora, costuma ser o indicador utilizado, e ndo o nivel
de producéo de um aleloguimico especifico.

Os fatores que influenciam interacdes alelopaticas podem ser de
natureza abidtica (macronutrientes — nitrogénio e fésforo — e luminosidade,
principalmente) ou bidtica (a espécie produtora, a espécie alvo, o estado
fisiologico da célula). Interessante € o fato de a producédo do estimulo quimico

se dar apenas pela presenca da prépria célula alvo no sistema.
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Apesar da grande importancia, o reconhecimento dos fatores que
regulam as interacbes alelopaticas ndo é suficiente para entender o papel
dessas interagcdes no ambiente. A identificacdo da(s) molécula(s) causadoras
do efeito também é essencial para se atingir este objetivo. Os poucos trabalhos
que identificaram aleloquimicos apontam para sua natureza quimica diversa. O
isolamento e a descricdo da estrutura molecular dos aleloquimicos ainda €&
pouco frequente, sendo muitos desses compostos conhecidos apenas pelas
suas caracteristicas gerais, como peso molecular, espectro de atividade ou
polaridade. Mesmo assim, atividades alelopéaticas ja foram associadas a acidos
graxos, alcaldides, peptideos, aldeidos e poliéteres, 0 que sugere uma
natureza quimica heterogénea (LEGRAND et al., 2003).

1.1.5.1 Alelopatia entre Cylindrospermopsis raciborskii x Microcystis

aeruginosa: “o caso do Reservatério do Funil”

A relacdo entre C. raciborskii e M. aeruginosa tem sido estuda na
literatura, visto que ambas sdo cianobactérias toxicas que sdo capazes de
formar floragbes e s&o geralmente encontradas em um mesmo ambiente. Um
dos ambientes mais estudados que apresentam as duas espécies de
cianobactérias no Brasil, é o reservatorio do Funil.

O Reservatério do Funil esta localizado no municipio de Resende, Rio
de Janeiro e sofre um intenso processo de eutrofizacdo, ao longo das Ultimas
duas décadas (FERRAO-FILHO et al., 2009). Com isso, é recorrente o
estabelecimento de floracdes de cianobactérias no local, durante os periodos
mais quentes e de maior aporte de nutrientes. Soares et al. (2009), registrou
uma biomassa total ao longo do ano representada em 97% por cianobactérias,
sendo que junto com Anabaena circinalis, a Microcystis aeruginosa e
Cylindrospermopsis raciborskii sdo as mais dominantes neste ecossistema.
Além disso, ja foi observada uma alternancia de composicéo e densidade entre
Cylindrospermopsis raciborskii e Microcystis aeruginosa, 0 que sugere uma
possivel influéncia da producédo de aleloquimicos no processo. Experimentos
em “batch” demonstraram influéncia negativa na taxa de crescimento e no

funcionamento do aparato fotossintético de uma cepa de Cylindrospermopsis



31

raciborskii isolada do reservatorio, quando cultivada em meio enriquecido com
o filtrado celular da cultura mista composta pelas duas espécies(SOARES et
al., 2009).

A dominancia de Cylindrospermopsis raciborskii ao longo de todo o ano
é interrompida por uma breve dominancia da Microcystis aeruginosa (Kitzing)
Kitzing (Chroococcales) no verdo. Nesse reservatorio, M. aeruginosa aparece
como células isoladas ou em pequenos grupos celulares durante a maior parte
do ano, enquanto C. raciborskii é dominante, mas colbnias grandes
representando 67-90% da populacdo sédo observadas no verdo, quando M.
aeruginosa forma a floragcdo. J& que os suprimentos de nutrientes sdo
constantes no reservatério do Funil e a interferéncia do zooplancton nao é
significativa, fatores fisicos podem explicar o recorrente padrdo sazonal na
dindmica das cianobactérias, como o tamanho das colbnias, o controle forte da
flutuacédo, que permite a segregacao de C. raciborskii e sua agregacao nas
camadas mais superficiais da agua (SOARES et al., 2009). Entretanto,
interacbes mediadas quimicamente podem afetar a dinamica das
cianobactérias neste ecossistema (LEGRAND et al.,, 2003). Metabdlitos
secundérios (aleloquimicos) associados a C. raciborskii foram encontrados
para inibir muitos competidores, entre eles M. aeruginosa, e com isso contribuir
para a estabilidade da dominancia de C. raciborskii em diversos ecossistemas
tropicais (FIGUEREDO; GIANI; BIRD, 2007).

A cerca da interagdo entre C. raciborkii e M. aeruginosa, além de efeitos
na densidade, ja foram verificados alteracfes na estrutura celular de ambas
cianobactérias. (SOARES et al., 2009) verificou a inibicdo do aparato
fotossintético de uma cepa de Cylindrospermopsis raciborskii (CYRF-01) pelo
“filtrado celular” de sua cultura mista com uma cepa de Microcystis aeruginosa
(MIRF-01), ambas provenientes do reservatorio do Funil. Assim, sugere-se que
a inibicdo observada tenha sido resultado de compostos produzidos sob
estresse, causado pela competicao entre as duas. Entretanto, estudos sobre a
alelopatia em interacbes entre cianobactérias é escasso (LEGRAND et al.,
2003), bem como as alteracdes ultraestruturais que ocorrem nessas células

durante interagdes interespecificas.
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1.2 CORPUSCULOS LIPIDICOS

1.2.1 Aspectos Gerais

Os corpusculos lipidicos (CLs), também conhecidos como gotas
lipidicas, inclus@es lipidicas, esferossomas, oleossomos ou adipossomas sao
organelas celulares ricas em lipidio. Estas sdo organelas evolutivamente
conservadas e sdo encontradas desde procariotos a eucariotos e procariotos
unicelulares, como bactérias, leveduras e protozoarios até organismos
pluricelulares complexos como plantas e mamiferos (SUZUKI et al., 2011;
WALTHER; FARESE JR, 2012). Foram considerados inicialmente apenas
como depositos de lipidios inertes com pouca relevancia funcional. Porém, com
0 avanco de técnicas de estudo de biologia celular e molecular, vem sendo
considerados como organelas versateis e multifuncionais envolvidas em
diversos mecanismos celulares e processos fisiologicos (MURPHY, 2012). Os
CLs atuam como depadsitos de lipidios neutros que podem ser mobilizados para
a geracdo de energia por B-oxidacdo, ou para a sintese de membranas e
producdo de moléculas essenciais derivadas de lipidios, tais como
lipoproteinas, sais biliares ou horménios (DIGEL; EHEHALT; FULLEKRUG,
2010). Além destas, estao implicados em varias outras funcdes celulares, como
armazenamento e degradacdo de proteinas (WELTE, 2007) e replicagédo viral
(HERKER; OTT, 2011), estando estes processos ligados a varias condicdes
fisiologicas e patoldgicas.

Estas organelas podem ainda estar envolvidas na inflamacdo em
diversos processos de resposta a doencgas infecto-parasitarias. Nas células do
sistema imune, tais como eosindéfilos, neutréfilos e macrofagos, os CLs
constituem sitios de sintese de mediadores lipidicos eicosandides sendo
formados no citoplasma em resposta a doencas inflamatorias e infecciosas
(MELO, R. C. etal., 2011).
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1.2.2 Estrutura e Composicao

Os corpusculos lipidicos sdo organelas esféricas compostas por um
nacleo hidrofébico de lipidios neutros, separado do citosol aquoso por uma
monocamada de fosfolipidios de superficie, que fornece uma interface para as
interacBes com moléculas anfipaticas presentes no citoplasma.

Em contraste com a maioria das organelas que sdo envoltas por uma
membrana classica, constituida por uma bicamada lipidica, os CLs sao
revestidos por uma hemi-membrana, ja que conforme mencionado
anteriormente, possuem uma Unica camada de fosfolipideos anfipaticos
(BOZZA; MELO; BANDEIRA-MELO, 2007; MELO, R. C. et al., 2011). Por este
motivo sdo facilmente identificados a microscopia eletrbnica de transmissao
(Fig. 4), onde se mostram com elétron-densidade varidvel dependendo da sua
constituicdo. Durante o processamento do material para MET, o tetroxido de
O0smio € utilizado na contrastacéo e ira definir o padrao de elétron-densidade. O
tetroxido de 6smio é um metal pesado que possui forte afinidade por
fosfolipidios. Desta forma, quando os CLs séo ricos em fosfolipidios
apresentam-se bastante elétron-densos, enquanto os ricos em lipideos neutros
mostram-se elétron-lucidos. Vale ainda salientar que a elétron-densidade,
assim como tamanho e numero de corpusculos lipidicos no interior de uma
célula vai depender das condicbes as quais a célula esta submetida e dos
estimulos externos que agem sobre a célula influenciando em sua constituicdo
(MELO, R. C. et al.,, 2011; MELO, R. C.; DVORAK, 2012). O principio de
afinidade pelo tetroxido de O6smio é também utilizado em técnicas para
observacédo de CLs por microscopia de luz convencional, onde estas organelas
mostram-se como pontos negros no interior da célula. Corantes hidrofébicos
com afinidade por lipidios neutros também podem ser utilizados para obter
imagens de CLs por microscopia de luz (ML). Na coloracdo com o corante
OilRed O (ORO), por exemplo, os CLs podem ser facilmente visualizados em
campo claro, em vermelho ou por microscopia de fluorescéncia, onde

aparecem em verde, devido a absorbancia do corante (560 nm).
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Figura 4 — Aspectos morfolégicos de corpusculos lipidicos (CLs). (A)
Desenho esquematico da estrutura de CLs. Estas organelas encontram-se
delimitadas apenas por uma monocamada de fosfolipidios. Tal organizacao
estrutural o difere de todas as outras organelas, vesiculas citoplasmaticas e
membrana plasmatica, as quais apresentam uma bicamada lipidica. (B) CL
elétron-denso observado no citoplasma de um eosindfilo de sangue humano
através de microscopia eletrbnica de transmissdo. N, nucleo. Barra = 500nm.
Adaptada de MELO, R. C. et al. (2011).
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A presenca de estruturas internas tem sido relatada no nucleo dos CLs,
tais como membranas derivadas do RE, que podem ser visualizadas atraves de
microscopia eletrénica e que provavelmente refletem a compartimentalizacao
entre os ésteres lipidicos (WAN et al.,, 2007). Linhas concéntricas com
aparéncia de casca de cebola observadas em microscopia eletrbnica de crio
fratura sugerem a presenca de camadas de ésteres do colesterol em CLs de
mamiferos (TAUCHI-SATO et al.,, 2002). As membranas internas e 0s
ribossomos identificados em seus nucleos aumentam ainda mais a
complexidade morfoldgica e funcional destas organelas (DVORAK et al., 1992;
MELO, R. et al., 2006; WELLER et al., 1991). Quanto a sua composi¢cdo, 0s
CLs apresentam uma variedade de moléculas. Basicamente os lipidios neutros
presentes no nucleo sédo ésteres do colesterol e triglicerideos, cuja quantidade
relativa varia entre os tipos celulares (POL; GROSS; PARTON, 2014) e seu
entorno é estruturado de fosfolipidios. Sao encontradas nos corpusculos
lipidicos de células de mamiferos diversos tipos de proteinas como enzimas
envolvidas no papel de sintese de lipidios, proteinas envolvidas no acumulo e
metabolismo de ésteres de colesterol, proteinas relacionadas com o trafego de
membrana como as proteinas da familia Rab de pequenas GTPases, e
proteinas envolvidas na sinalizagcdo celular como proteinas-quinases
(BRASAEMLE et al., 2004; FUJIMOTO et al., 2008). As primeiras proteinas a
serem reconhecidas como constitutivamente associadas aos CLs foram as
proteinas da familia PAT (perilipina, adipofiina ou ADRP e TIP47), agora
renomeadas como proteinas da familia perilipina (perilipinas 1-3); estas
regulam a formacéo, o crescimento e a lipolise dos CLs (KIMMEL et al., 2010).
Acredita-se que a ADRP (Adipose Differentiation Related Protein) possa estar
associada aos estagios iniciais da formacao dos corpusculos lipidicos, agindo
como um transportador de acidos graxos da membrana plasmatica ou do
citosol para a periferia destas organelas (IMAMURA et al., 2002) e que a
perilipina estaria envolvida em processos mais tardios da maturagao destas
estruturas, onde o seu acesso as lipases na periferia dos corpusculos leva a
mobilizacdo de lipidios neutros para os corpusculos (BRASAEMLE et al.,
2000).
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1.2.3 Corpusculos Lipidicos em Cianobactérias

A maioria dos procariotos sao capazes de sintetizar e armazenar uma
gama de lipidios poliméricos, dentre 0s quais 0S mais comuns Sao 0sS
polihidroxialcalanoatos  (PHAs), como  polihidroxibutirato  (PHB) ou
polihidroxivalerato (PHV). Porém algumas bactérias e archeas também podem
sintetizar e acumular triglicerdis e estéreis séricos (MURPHY, 2012;
WALTERMANN; STEINBUCHEL, 2005). O armazenamento de lipideos em
procariotos, assim como em eucariotos é feito em corpusculos lipidicos (CLS).
Apesar de muitas vezes, estes serem referidos como granulos ou inclusdes
citoplasmaticas sua estrutura é idéntica a dos CLs presentes em eucariotos:
um centro de lipideo neutro encerrado por uma membrana Unica (monocamada
lipidica) (MURPHY, 2012).

Em cianobactérias os CLs vém sendo descritos esporadicamente na
literatura, em sua maioria das vezes por analises de microscopia eletronica
(EDWARDS et al., 1968; PERAMUNA; SUMMERS, 2014; VAN DE MEENE et
al., 2006; WOLK, 1973). Recentemente também foram observados por ML
com utilizagdo de marcadores fluorescentes (PERAMUNA; SUMMERS, 2014).
Entretanto, o papel funcional dos CLs em procariotos tém sido atribuido
exclusivamente como armazenamento energético, presente normalmente em
células vegetativas na interfase (MURPHY, 2012). Porém, Shiet al, 1995,
documentou inclusive a presenca de cianotoxinas em CLs de cianobactérias,
indicando que o papel dos CLs poderia ser muito mais amplo nestes
microrganismos (SHI; CARMICHAEL; MILLER, 1995). Outro fator interessante
€ que parece que os CLs em cianobactérias podem responder a estimulos do
meio, como ocorre em eucariotos. Em estudo anterior do grupo de biologia
celular e ecologia aquatica/UFJF foi observado uma reducdo de CLs em
cianobactérias submetidas a radiacdo ultravioleta. Hong, 2009 também
documentou uma um aumento de corpusculos lipidicos em C. raciborskii,
durante a interacdo com aleloquimicos de M. aeruginosa (HONG et al., 2009).
Este fato pode indicar uma resposta direta dos CLs a alteracdes do meio

provocadas durante a competicao.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de corpusculos lipidicos e viabilidade celular na
interacdo entre duas espécies de cianobactérias: Microcystis aeruginosa e

Cylindrospermopsis raciborskii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar e gquantificar corpusculos lipidicos em cianobactérias submetidas a
interacdo interespecifica por microscopia de luz de campo claro, utilizando
marcacao com OilRed-O (ORO);

- Avaliar e quantificar corpusculos lipidicos em cianobactérias submetidas a
interacdo por microscopia eletronica,

- Avaliar a viabilidade celular de C. raciborskii e M. aeruginosa em interacéo,
através de microscopia de fluorescéncia com uso do marcador BacLight;

- Avaliar efeitos na densidade celular das duas espécies, C. raciborskii e M.
aeruginosa, apos interacao;

- Contribuir com o conhecimento dos corpusculos lipidicos de cianobactérias,

como organelas dindmicas e seu papel em diferentes situacdes ambientais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA ESTOQUE

As cianobactérias C. raciborskii (CYRF-01) e M. aeruginosa (MIRF-01)
foram obtidas da colecdo de culturas do Laboratério de Ecofisiologia e
Toxicologia de Cianobactérias do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho/lUFRJ. As cepas CYRF-01 e MIRF-01, foram escolhidas para o estudo,
pois ambas foram isoladas do mesmo ecossistema (Reservatério do Funil, RJ,
Brasil) onde interagiam naturalmente (SOARES et al., 2009).

As cepas estoques foram mantidas no Laboratorio de Ecologia Aquatica
da Universidade Federal de Juiz de Fora, em meio ASM-1 (GORHAM et al.,
1964), a 22°C e 310 pumol féton m-2s-1, em foto-periodo de 12:12 horas. O
cultivo unialgal ndo axénico foi mantido em cultura tipo “batch”, no qual os
nutrientes vao diminuindo e o numero de células aumenta até a capacidade
suporte. Neste tipo de cultivo ha individuos em todos os estagios de
crescimento e o estado fisiolégico de cada individuo ndo é necessariamente
igual (WATANABE et al., 1989).

3.2 EXPERIMENTOS DE INTERACAO

Os experimentos de interacdo entre cepas de cianobactérias foram
realizados de acordo com trabalhos prévios (MELLO et al., 2012). Foram
retiradas aliquotas das culturas estoque de CYRF-01 e MIRF-01, ambas com a
concentracdo de 10° células mL*%, e colocadas separadamente em erlenmeyrs
(40mL) contendo meio de cultura ASM-1. Apds incubadas nas mesmas
condicbes do estoque (22° C e 310 pmol foton m-2s-1, em foto-periodo de
12:12 horas) durante 24h, as aliquotas foram entdo submetidas a interacao.
Para tal, as aliquotas foram retiradas das culturas diluidas separadas de
CYRF-01 e MIRF-01 e colocadas no mesmo recipiente com meio ASM-1
(40mL) e incubadas durante 24 h. Os controles foram estabelecidos a partir das
culturas diluidas colocadas em recipientes distintos. Desta forma, foram

estabelecidos 5 grupos experimentais:
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-Grupo interacdo: aliquotas de CYRF-01 e MIRF-01 colocadas no mesmo meio
durante 24 h.

-Grupo controle CYRF-01 0 h: aliquota de CYRF-01 retirada da cultura e
analisada imediatamente.

-Grupo controle MIRF-01 0 h: aliquota de MIRF-01 retirada da cultura e
analisada imediatamente.

-Grupo controle CYRF-01 24 h: aliquota de CYRF-01 retirada da cultura e
analisada apos 24 h no meio de cultura, sem interacao, totalmente isolada.
-Grupo controle MIRF-01 24 h: aliquota de MIRF-01 retirada da cultura e
analisada apés 24 h no meio de cultura, sem interacdo, totalmente isolada.

3.3 ANALISE DA DENSIDADE CELULAR

A densidade de C. raciborskii e M. aeruginosa foram analisadas apés
fixacdo em lugol acético conforme TAVARES; ROCHA (2003). Brevemente, o
método consiste na contagem do numero de células em camara de Neubauer
sob ML. Foi utilizada objetiva de 40x, em microscopio da marca Olympus,
modelo BX 41.

3.4 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DE MEMBRANA

A integridade das membranas foi investigada através do uso do
marcador fluorescente (BacLight) como um indicador de viabilidade celular
(Boulos et al., 1999). As amostras foram coletadas para cada grupo: controle e
interacdo no inicio do experimento (Oh) e apos 24 h. A porcentagem de células
vivas/vidveis e mortas/ndo-viaveis foi determinada utilizando-se do kit de
viabilidade celular Baclight LIVE/DEAD (Molecular Probes, Inc.), o qual contém
uma mistura de corantes fluorescentes (SYTO® 9 e iodeto de propideo), que
diferem tanto em suas caracteristicas espectrais como na capacidade de
penetrar as membranas celulares bacterianas saudaveis e permite a
diferenciacédo entre bactérias com membranas celulares intactas e membranas
celulares danificadas (BOULOS, LINA et al., 1999; FREESE, H.; KARSTEN,
U.; SCHUMANN, R., 2006). O corante SYTO® 9 marca células viaveis,
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enquanto o iodeto de propideo marca células nao-viaveis (BARBESTI et al.,
2000; BERNEY et al., 2007; HOEFEL et al., 2003; JOUX; LEBARON, 2000).
Uma mistura contendo volumes iguais dos corantes (volume total de 0,9 pL) foi
adicionada a cada amostra de 30 OuyL e incubadas em local escuro por 20
minutos. Laminas (SuperFrost™, Fisherbrand™) para cada grupo (n=3),
controles e interacdo, foram preparadas na citocentrifuga (Shandon Cytospin 4,
Thermo Electron) como em Silva et al. 2013, a 28x g durante 5 minutos em
aceleracdo média (SILVA et al., 2014). Posteriormente, as laminas foram
analisadas em microscopio de fluorescéncia (BX-60, Olympus) emitindo uma
faixa de comprimento de onda de excitacdo de 450-480nm, que permite a
visualizacao simultanea de células vivas e mortas.

Em cada lamina foram contadas 100 células de cada cepa e a
porcentagem de células vidveis/inviaveis foi obtida (SILVA et al., 2014). A C.
raciborskii (CIRF-01) forma filamentos que apresentam numero variado de
células cilindricas. Portanto, para estabelecimento do numero de células
contadas de CIRF, os filamentos foram medidos, com auxilio de uma ocular
graduada (100x) e o valor encontrado divido por 8,5 um (média de altura das

células no filamento).

3.5 ANALISE DE CORPUSCULOS LIPIDICOS POR MICROSCOPIA DE LUZ

Os CLs foram investigados através de marcacao com o corante OilRed-
O (ORO). O ORO apresenta afinidade por lipideos neutros e € amplamente
utilizado para evidenciar CLs, tanto através de microscopia de luz de campo
claro como de fluorescéncia, em células procaridticas e eucaridticas
(CHIARINI-GARCIA; MELO, 2011; KOOPMAN; SCHAART; HESSELINK,
2001). No entanto, considerando que em microscopia de fluorescéncia o ORO
aparece em vermelho no mesmo espectro da clorofila, as analises do presente
trabalho foram feitas somente em campo claro, o qual mostra-se igualmente
eficaz na observacao de CLs.

As amostras (300uL) foram coletadas para cada grupo (controle e
interacdo — Oh e 24h) e imediatamente fixadas em paraformaldeido filtrado

(poro 0,02 pm), concentracdo final de 4%, overnight a 4°C. As laminas
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(SuperFrost™,  Fisherbrand™) foram preparadas em citocentrifuga
(ShandonCytospin 4, Thermo Electron), 28x g durante 5 minutos em
aceleracdo média (NOYMA, 2009). Previamente a coloracéo, as laminas com
os citocentrifugados foram cuidadosamente lavadas em filete de agua
destilada, com auxilio de um pissete, para remoc¢cdo do excesso de fixador.
Apoés este procedimento, os citocentrifugados foram corados com 3 gotas de
ORO (aproximadamente 45uL) diretamente sobre as laminas, com pipeta
Pasteur de bulbo, por 5 min. Logo apés, foram colocados 45 uL de isopropanol
30% por 60 segundos sobre os citocentrifugados, os quais foram lavados
cuidadosamente com agua destilada, para maior distincdo dos CLs e remocao
do excesso de corante. As laminas foram montadas em glicerol 70% e
observadas em microscépio de luz, em campo claro (BX-51, Olympus). Em
cada lamina foram contadas 100 células de cada cepa. O nimero médio de
CLs por célula foi estabelecido dividindo o numero de células pelo numero de
CLs encontrados. Para o estabelecimento do numero de células contadas de
C. raciborskii os filamentos foram medidos, com auxilio de uma ocular
graduada (100x) e o valor encontrado divido por 8,5 um (média de altura das

células no filamento).

3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

Para os estudos de MET, amostras de células do cultivo submetidas a
diferentes tratamentos foram coletadas e processadas de acordo com trabalhos
prévios (NOYMA, 2009; SILVA et al., 2014).

As amostras foram imediatamente fixadas, enquanto ainda em
suspensao, em solucdo de Karnovsky (1% paraformaldeido e 1% de
glutaraldeido em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4) durante 1 h, lavadas em tampé&o
fosfato 0,1 M, pH 7,4, sob centrifugacdo (675 x g a 15°C, por 10 minutos) e
ressupendidas no mesmo tampédo. As amostras foram, em seguida, incluidas
em agar 2% (marca Cambrex), facilitando o processamento subsequente das
amostras o qual é realizado sem contato direto com os organismos. Deste
modo, ha a diminuicdo tanto de artefatos causados por danos mecéanicos

guanto a perda de espécimes durante os demais procedimentos (MELO, R. C.
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et al., 2007). Blocos de &gar contendo as amostras foram pés fixados em dsmio
reduzido (ferrocianeto de potassio 1,5% em tampéao fosfato 0,1 mM e ésmio 1%
em agua destilada) por 1 h em temperatura ambiente e lavados por trés vezes
em tampao fosfato 0,1 mM pH 7,3. As amostras foram desidratadas em etapas
de concentracdes crescentes de alcoois (50% 70%, 90%, 95%), passando em
cada etapa duas vezes por 5 min. e por 5 min. em acetona.

As amostras foram pré-infiltradas em meio de inclusdo oOxido de
propileno e araldite em diferentes concentra¢des (1:1, 1:2, 1:3) e inclusdo em
resina Araldite. ApOs polimerizagdo a 60°C por 48 h, foram feitos cortes
ultrafinos em ultramicrotomo (Sorvall MT-2B, Dupont, USA), os quais foram
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo. As amostras foram
observadas em microscépio eletrénico de transmissao (TecnaiSpirit G12, FEI,
The Netherlands) em 80 KV, no Centro de Microscopia da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG, Belo Horizonte, MG).

3.7 CAPTURA E ANALISE DE IMAGENS

As imagens de fluorescéncia foram obtidas usando-se microscépio de
fluorescéncia Olympus BX-60 e camera digital Evolution VF (Media
Cybernetics) acoplada ao microscopio juntamente com o programa Image Pro-
Plus (Media Cybernetics).

Para analises ultraestruturais foram estudadas um total de 70
micrografias (CYRF-01 controle = 24 micrografias, CYRF-01 interacdo = 16
15

micrografias), em aumentos de 9.300x a 30.000x. Analises morfométricas e

micrografias, MIRF-01 controle = 15 micrografias, MIRF-01 interacdo

quantitativas foram realizadas utilizado o programa de imagem ImageJ
(National Institute of Mental Health, USA) e os seguintes parametros foram

avaliados:

- Caracteristicas gerais da ultraestrutura: foram analisadas o tamanho
médio das células e a morfologia das principais estruturas de cianobactérias,

como vesiculas, tilacoides, granulos de fosfato e carboxissomos;
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- CLs: estas organelas foram contadas em seccdes ultrafinas das células
e 0 numero obtido dividido pelo nimero de células para estabelecimento da
média de CLs/célula;

- Granulos de fosfato: foram quantificados o nimero destes granulos por
célula;

- Area de tilacoides: foi obtida a porcentagem da area de tilacoides por
célula levando-se em conta a area celular total e area citoplasmética ocupada

por tilacoides;

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Na analise estatistica dos dados obtidos pelas avaliacbes quantitativas
realizadas por ML e MET foi utilizado o teste ANOVA, seguido pelo pés-teste
de Tukey. As analises estéticas e os graficos foram feitos com a utilizacdo do
programa Prism v. 6.01 (GraphPad Software, MD).
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4 RESULTADOS
4.1 DENSIDADE

Em primeiro lugar, foi investigado se a interacdo das duas cepas de
cianobactérias levaria as alteracbes da densidade celular. Analises da
densidade das cianobactérias mostraram que ndo houve alteracbes
significativas quando comparadas as duas cepas (MIRF-01 e CYRF-01) nos
grupos controles e grupo interacdo ao longo do tempo (F (2, 24) = 0,2109;

p=0,811) (Fig. 5). Desta forma, a interacao ndo alterou a densidade celular.
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Figura 5 - Densidade celular de C. racibosrskii e M. aeruginosa isoladas e
em interacdo (Oh e 24h). A células foram fixadas em lugol acético e contadas
em camara de Neubauer por microscopia de luz de campo claro. Os dados
representam a média + EP, de contagens realizadas em 3 experimentos
independentes.
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4.2 VIABILIDADE CELULAR

Posteriormente, avaliou-se a viabilidade de cianobactérias através do
uso de marcadores da integridade da membrana plasmética (Fig. 6A e B).
Analises quantitativas de cianobactérias viaveis/vivas e ndo viaveis/mortas
foram feitas nas cepas — CYRF-01 e MIRF-01 — isoladas (Oh e 24h) e ap0s
interacdo (24h). Analises de variancia mostraram que houve diferenca
significativa entre a porcentagem média de células viaveis/inviaveis quando
foram comparadas as duas cepas isoladas nos tempos durante o experimento
(F (5, 48) = 30,22; p<0,0001).

A analise de viabilidade demonstrou que tanto CYRF-01 quanto MIRF-01
apresentam maior porcentagem média de células inviaveis na interacéo
quando comparado com os controles em Oh e 24h (p<0,05) (Fig. 6C). Além
disso, ap0s interacao por 24h, a cepa MIRF-01 apresentou maior porcentagem
média de células inviaveis (10,81 + 3,11%) que a CYRF-01 (7,74 + 1,47%) (Fig.
6C).

Conforme observado em estudos anteriores do Grupo (NOYMA, 2009),
notou-se que um mesmo filamento de C. racirborskii pode apresentar tanto
células viaveis como inviaveis (Fig. 6B), indicando que as células do mesmo
filamento ndo se encontram no mesmo estado fisiologico e podem responder

independentemente a estimulos do meio.
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Figura 6 - Vibilidade celular de Cillindrospermopsis raciborskii e Microcistis
aeruginosa. As cepas de cianobactérias foram submetidas a interacéo e processa-
das para microscopia de fluorescéncia com o marcador BacLight. Em (A e

B), cianobactérias em

interagdo mostrando células viaveis/vivas (verdes) e

inviaveis/mortas (vermelhas). Note em (B) a presenga de células viaveis e
inviaveis numa mesma colbnia (filamento) de C. raciborskii. O grafico (C) mostra
a porcentagem meédia de células vivas e mortas nos controles (Oh e 24h) e interagao

(24h). (*) p<0,05. barras: (A) 40 ym e (B) 20 pm.
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4.3 ANALISES DE CLs POR MICROSCOPIA DE LUZ

A andlise dos CLs nas cianobactérias C. raciborskii e M. aeruginosa em
interacdo apds 24h e controles com as cepas separadas (Oh e 24h) foram feitas
com utilizacao do corante ORO.

A técnica de citocentrifugacéo para preparacdo das amostras (SILVA et
al.,, 2014), aliada a utilizacdo do ORO, permitiu boa visualizacdo por
microscopia de luz, de CLs nas duas cepas de cianobactérias (CIRF-01 e
MIRF-01), tanto nos controles quanto na interacdo (Fig. 7A, B, C e Ci).

Analises quantitativas na C. raciborskii mostraram que entre o controle
Oh e 24h, um aumento significativo de CLs (Oh = 2,53 + 0,07 CLs/célula e 24h =
8,26 £ 1,91 CLs/célula, p<0,0001, Fig. 7D). Apoés a interacéo (24h) o numero de
CLs néao foi significativamente diferente do controle em Oh (p = 0,08), porém foi
menor que o controle em 24h (controle 24h = 8,26 + 1,91 CLs/célula, interacédo
24h = 3,18+0,62 CLs/célula, p<0,0001, Fig. 7D).

Em M. aeruginosa, comparando os controles em Oh e 24h, houve uma
reducdo significativa de CLs (Oh =.5,27+0,34 CLs/célula e 24h = 2,45 + 0,43
CLs/célula, p<0,0001, Fig. 7D). Foi observada também uma reducdo
significativa (p = 0,001) na propor¢cdo media de CLs do controle em Oh (5,27 +
0,34 CLs/célula) para interacdo (0,32 £+ 0,02 CLs/célula) e do controle em 24h
(2,45 £ 0,43 CLs/célula) para interacao (0,32 + 0,02 CLs/célula) (Fig. 7D).

Em conjunto, os dados mostraram que CLs de cianobactérias séo
organelas dinamicas que podem aumentar ou reduzir em numero durante o
crescimento destas células em culturas isoladas, dependendo da cepa. Além
disso, nossos resultados demonstraram que a interacdo entre as cepas
CIRF-01 e MIRF-01, durante 24h de cultivo, leva a reducédo do numero de CLs.
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Figura 7 - Corpusculos Lipidicos (CLs) observados a microscopia de luz em C.
raciborskii (CYRF) e M. aeruginosa (MIRF). Os CLs foram corados com Oil red-O
(ORO) nas culturas isoladas de CYRF (A) e MIRF (B) e depois de 24 horas de
interacéo (C e Ci). Note que os CLs apresentam-se como pequenas estruturas arredon-
dadas, coradas em vermelho escuro pelo ORO (setas). Em (D), observe no grafico, a
reducao significativa do nimero de CLs em CYRF quando em interacdo com MIRF.
Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (P<0,05). As amostras (n=3) foram
preparadas por citocentrifugacao e analisadas por microscopia de luz em campo claro.
Os dados representam a média + EP, tendo sido realizados 3 experimentos. Barra: (A e
B) 20 ym, 100 pm (C) e (D) 40 pm.
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4.4 ULTRAESTRUTURA

4.4.1 Caracteristicas Gerais

A ultraestrutura das duas cepas de cianobactérias, quando analisadas
isoladamente, mostrou envoltério celular tipicamente gram-negativo, formado
por membrana plasmatica, periplasma com camada de peptideoglicano e
membrana externa (Fig. 8A e B). Em ambas as cianobactérias estudadas,
estas camadas integrantes do envoltério celular foram claramente visualizadas.
Porém, em C. raciborskii, este envoltério mostrou-se nitidamente menos
espesso comparado ao de M. aeruginosa (compare a Fig. 8Ai com Bi). Além
disso, a camada de peptideoglicano no periplasma de M. aeruginosa mostrou-
se geralmente como uma camada bastante elétron-densa e espessa, diferente
do que é observado em C. raciborskii, onde o peptideoglicano é visto como
uma camada delgada, imersa no periplasma, entre a membrana plasmatica e a
membrana externa (Fig. 8A e B).

Considerando ambas as cepas nos grupos controles e em interacao,
foram observadas a presenca das seguintes estruturas tipicas de
cianobactérias, além do envoltério celular gram-negativo (Fig. 8): membranas
de tilacoides com ficobilissomos (Fig. 8, seta), vesiculas de membrana externa
(Fig. 9), carboxissomos (corpos poliédricos) (Fig. 9), vesiculas de gas (Fig. 9),
camada de exopolimeros extracelulares (Fig.9), granulos de polifosfato (Fig. 9
e 10) e CLs (Fig. 11).

A area celular de cada cepa de cianobactéria foi analisada.
Considerando os planos de corte longitudinais e transversais, a média da area
celular de M. aeruginosa foi maior (8,62 + 2,01um?) em comparacdo com a
area de. C. raciborskii (5,07 + 3,30 um?) (p<0,05). No entanto, ndo foram
observadas alteracdes nas areas celulares quando as duas cepas foram

cultivadas em conjunto (p>0,05).
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4.4.2 Corpusculos Lipidicos

Os CLs foram observados ultraestruturalmente como organelas elétron-
densas arredondadas no citoplasma de ambas as cianobactérias, C. raciborskii
e M. aeruginosa, tanto nos controles quanto no grupo em interacgéo (Fig. 11).

Analises morfométricas mostraram que o numero de CLs por secc¢ao
celular, no geral, variou de 1 a 13 em MIRF-01 e 1 a 9 em CYRF-01. Além
disso, em ambas as cepas apds 24 horas de interacdo houve uma reducéo
significativa (p<0,001) no nimero de CLs por secc¢éo celular (CYRF-01 = 0,77
0,30 CLs/seccao, MIRF-01 = 3,08 + 0,43 CLs/seccao) em comparacao com 0S
controles (CYRF-01 = 2,88 = 0,07 CLs/seccdo, MIRF-01 = 3,78 + 0,33
CLs/seccao, Fig. 12A).

Interessantemente, em ambas as cepas, a area média dos CLs nas
células do grupo controle (CYRF-01 = 6,02 + 3,98 nm?, MIRF-01 = 9,5 + 5,65
nm?) foi menor que no grupo em interacdo (CYRF-01 = 12,85 + 7,73 nm?,
MIRF-01 = 11,91 + 6,06 nm?). Tal diferenca foi estatisticamente significante
guando comparada controle e interagao na cepa CYRF-01 (p = 0,02).

Ao analisar a distribuicdo da proporcao de CLs por intervalos de area, foi
verificado que o grupo controle CYRF-01 apresentou claramente uma
prevaléncia de CLs com areas menores (Fig. 12C, 65% dos CLs na CYRF-01
controle encontram-se no intervalo de 1-6 nm?). No grupo interacédo, em CYRF-
01 foi observada uma distribuicdo homogénea dos CLs dentre os intervalos de
area, enquanto em MIRF-01, houve o aparecimento de CLs com areas dentro
de intervalos maiores (25-30 nm? e 31-36 nm?) (Fig. 12C).

Em conjunto, os dados de MET mostraram que CLs de cianobactérias,
além de sofrerem alteracdo em numero (Fig. 12), podem também sofrer

variacfes de tamanho em resposta a interacao celular.
4.4.3 Vesiculas de Membrana Externa em C. raciborskii
Nas andlises por MET, uma caracteristica marcante encontrada na cepa

CYRF-01, controle e interacdo, foi a ocorréncia de vesiculas brotando da

membrana externa para o meio extracelular (Fig. 9). Essas vesiculas foram
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observadas como estruturas arredondadas envoltas por membrana com
aspecto trilaminar e exibindo conteudo geralmente elétron-ltcido (Fig. 9A, Al, B,
Bi e C). As VMEs séo tipicas de bactérias gram-negativas e cianobactérias e
estdo envolvidas em diversos processos celulares, como, por exemplo, na
comunicacao celular (HAURAT; ELHENAWY; FELDMAN, 2015).

Andlises quantitativas mostraram que as células em interagcéo
apresentaram maior propor¢cdo de VMEs (controle = 3,06 + 0,73 VMEs/célula,
interacdo = 9,44 + 2,34 VMEs/célula, p<0,004) e com maior perimetro (controle
= 268,2 £ 14,56, Interacdo = 318,4 + 14,58 pum, p<0,01) (Fig. 9D e E). Vale
ressaltar que, aparentemente, os CLs sao observados na periferia

citoplasmatica, proximos da area de formacao de vesiculas (Fig. 9 A e Al).

4.4 .4 Granulos de Polifosfato

Granulos de Polifosfato foram vistos por MET como estruturas
arredondadas com superficie irregular formadas por agregados elétron-densos
de fosfato (Fig. 10A e B). Foi observada uma menor propor¢éo de granulos de
polifosfato na cepa CYRF-01 em interagdo comparada com o controle (p =
0,014) (Fig. 10C). Em MIRF-01, ndo houve diferenca significativa quando
comparado o numero de granulos das células em interacdo e controle (p =
0,589) (Fig. 10C).

4.4.5 Area de Tilacoides

A MET revelou membranas de tilacoides no citoplasma de ambas as
cepas de cianobactérias, no grupo controle e interacdo (Fig. 8, seta). Os
tilacoides apareceram como invaginacdes da membrana, formando um sistema
membranoso intracitoplasmatico. Essas estruturas possuem pigmentos
acessorios e fotossistemas responsaveis pela fotossintese. Andlises
morfométricas mostraram que cepa CYRF-01 apresentou menor porcentagem
de area celular ocupada por tilacoides na interacdo (p<0,0001), enquanto a

MIRF-01 ndo apresentou diferencas significativas (p = 0,921) (Fig. 13).
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Figura 8 — Ultraestrutura de cepas C. raciborskii (A, CYRF-01) e M. aeruginosa (B,
MIRF-01) em cultura. Observe nos detalhes (Ai e Bi) o envoltdrio celular tipicamente
gram-negativo em ambas as cepas, formado por membrana plasmatica (verde),
periplasma (azul) com camada de peptideoglicano (rosa) e membrana externa (amare-
lo). Note que o peptideoglicano apresenta-se como uma camada mais delgada entre a
membrana plasmatica e a membrana externa no envoltério de C. raciborskii (Ai),
enquanto que em M. aeruginosa ele mostrou-se geralmente como uma camada
bastante elétron-densa e espessa. A seta indica a ocorréncia de tilacoides no citoplas-
ma. As cepas de cianobactérias foram cultivadas isoladamente durante 24h, fixadas e
processadas para microscopia eletrbnica de transmissao. Barra = 200 nm (A, B),
80 nm (Ai, Bi).
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Figura 9 — Vesiculas de membrana externa em C. raciborskii (CYRF-01)
observadas por microscopia eletrénica de transmissdao. Em (A, B e C)
observe vesiculas de membrana externa (VMES) brotando do envoltério celular
de CYRF-01. Note nos detalhes (Ai e Bi) que as vesiculas sdo formadas a
partir da membrana externa (Ai, rosa) da cianobactéria. Outras estruturas
tipicas de cianobactérias séo indicadas: corpos poliédricos (CP), vesiculas de
gas (VG) e corpusculos lipidicos (CLs). Em (Bi), a membrana plasmética foi
delineada em verde. Extracelularmente, observe a camada de exopolimeros a
qual se apresenta como uma regidao amorfa, aderida a membrana externa. Em
(D), gréfico mostrando numero de VMESs por células e em (E) o perimetro das
VMEs. Barra = 380 nm (A), 300 nm (B), 120 nm (Ai, Bi), 250 nm (C).
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Figura 10 — Granulos de polifosfato em C. raciborskii (A) e M. aeruginosa (B). Em
(A e B), observe os granulos arredondados com superficie irregular formadas por
agregados elétron-densos (setas). Em (C), grafico mostrando a redugao de granulos
de polifosfato por secgdo celular em C. raciborskii (CYRF) apds interagao.
(*) Diferenca significativa, p=0,014. Barra = 250 nm (A,B).
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Figura 11 - Ultraestrutura de corpusculos lipidicos de C. raciborskii (A) e
M. aeruginosa (B). Os CLs aparecem como organelas elétron-densas arredondadas
no citoplasma de ambas as cianobactérias. As cepas CYRF-01 e MIRF-01 foram cora-
das em interacado por 24h, as amostras coletadas e processadas para microscopia
eletrénica de transmiss&o. Barra = 250 nm (A), 170 nm (B, C).
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Figura 12 — Analises morfométricas e quantitativas de corpusculos lipidicos em
C. raciborskii e M. aeruginosa por microscopia eletronica de transmissao. (A)
mostra numero de corpusculos lipidicos por seccéo celular e (B) a area média de
corpusculos lipidicos. No grafico (C) observe o intervalo de area de corpusculos lipidi-
cos em ambas as cepas, nos grupos interagao e controle. Amostras dos grupos con-
trole e interagéo (24h) foram processadas para microscopia eletrénica de transmissao
e as micrografias analisadas com o software Image J. Os dados quantitativos
representam a média £ EP e (*) indica diferencas estatisticas (P<0,05).
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Figura 13 - Porcentagem média da area celular ocupada por tilacoides em
Cylindrospermopsis raciborskii (CYRF-01) e Microsistys aeroginosa
(MIRF-01). Um numero total de 70 eletromicrografias de cianobactérias dos
grupos controle e em interacdo foi obtido e as areas ocupadas por tilacoides
foram medidas com o software Image J.
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5 DISCUSSAO

5.1. DENSIDADE X VIABILIDADE CELULAR

E sugerido que as interacdes entre cianobactérias em mesmo ambiente
ocorrem principalmente por competicdo através de interacbes bioquimicas
(LEGRAND et al., 2003). Neste caso, uma espécie envolvida produz
compostos que inibem o crescimento populacional de outra espécie, sendo
este efeito conhecido por alelopatia (LEGRAND et al., 2003). Recentemente, foi
mostrado que aleloquimicos de culturas mistas de C. raciborskii (CYRF-01) e
M. aeruginosa (MIRF-01), inibem o crescimento e estimulam a formagéo de
colénias em MIRF-01 (MELLO et al., 2012). Desta forma, o efeito alelopatico de
CYRF-01 tem sido o principal motivo para explicar sua dominancia e alteracdes
na dindmica de densidade de MIRF-01 quando estas cianobactérias
encontram-se em interacdo em ecossistemas naturais (FIGUEREDO et al.,
2007; MELLO et al., 2012).

No presente estudo, as andlises de densidade foram realizadas por
contagem em ML e mostraram que a interacdo de MIRF-01 e CYRF-01 durante
24 h néo afetou a densidade celular (Fig. 5). SANTOS (2009), investigando o
efeito da interacdo de M. aeruginosa e C. raciborkii em diferentes cepas téxicas
e atéxicas, verificou uma modificacdo no crescimento das culturas ao reduzir
em até 22% a velocidade de crescimento das espécies, em 10 dias. RZYMSKI
et al. (2014) também encontrou reducdo de crescimento quando estas duas
espécies de cianobactérias foram cultivadas em conjunto. Outros trabalhos
analisando padrdes de crescimento de outras espécies de cianobactérias,
cultivadas em conjunto, observaram também altera¢des na densidade ao longo
do processo de interacdo (IKAWA; HANEY; SASNER, 1996; LIU et al., 2013).
A interacdo entre cianobactérias e outros organismos também pode provocar
efeitos no crescimento das populacdes envolvidas (JANG; HA; TAKAMURA,
2007; MA et al., 2015). Vem sendo demonstrado, inclusive, que aleloquimicos
liberados por M. aeruginosa sdo capazes de inibir o crescimento de plantas
quando estas espécies sao cultivadas em conjunto (JANG et al., 2007).
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Levando em conta que a maioria dos estudos realizados sobre a
interacdo de cianobactérias utilizaram tempos maiores de cultivo, o fato de nao
encontrarmos alteracdes na densidade celular no presente estudo pode estar
relacionado ao tempo de interac&o utilizado (24 h). A escolha por esse tempo
foi feita objetivando analisar a interacdo dentro do tempo de uma geracéo das
cianobactérias em cultura. Analises prévias do Grupo de Pesquisas em
Ecologia Aquética/UFJF encontraram que o tempo de geracdo de ambas as
cepas quando cultivadas em separado varia aproximadamente de 24 a 36 h.

Por outro lado, é compreendido que os respostas na densidade celular
provocados por efeitos alelopaticos em cianobactérias € dependente da cepas
utilizadas. MARINHO; SOUZA; LURLING (2013) relatam que exsudados de
culturas mistas de Microcystis (MIRF) e Cylindrospermopsis (LEA) ndo afetam
crescimento de nenhuma das cepas.

A avaliagdo do numero de células de cianobactérias € usual na ecologia
para determinar a densidade e abundancia de cianobactérias em ambientes
naturais e culturas. Esta analise geralmente é feita de forma direta pela
contagem em microscopio do numero de filamentos ou indireta por
quantificacdo de clorofila a (GREGOR; MARSALEK, 2004; TAVARES;
ROCHA, 2003). Contudo, essas avaliacbes desconsideram aspectos
fisiologicos das cianobactérias, os quais podem interferir na interpretacado dos
resultados de densidade celular. Portanto, tem sido considerado o uso de
marcadores de viabilidade para estudo quantitativo de cianobactérias em
ambientes naturais e culturas (ZAMYADI et al., 2015; ZHU; XU, 2013).

No presente trabalho, utilizamos os marcadores do kit LIVE/DEAD
BacLight para estudo da viabilidade celular. Esse kit é indicado para avaliacdo
da integridade de membrana em microrganismos, devido ao seu procedimento
pratico e de rapida distin¢do entre células viaveis e néo viaveis (BOULOS, L. et
al., 1999; DECAMP; RAJENDRAN, 1998; FREESE, H. M.; KARSTEN, U.;
SCHUMANN, R., 2006; HAGLUND et al., 2003). No entanto, € a primeira vez
que este método foi usado para avaliar a viabilidade celular de cianobactérias
em cultura durante interacdo interespecifica entre C. raciborskii e M.

aeruginosa.
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A utilizacdo do Kit Live/Dead BacLight aliada ao método de
citocentrifugacdo para preparacdo das amostras, possibilitou a visualizacdo de
células viaveis e inviaveis por microscopia de fluorescéncia nos grupos
interagao e controle.

Andlises quantitativas mostraram que a proporcao de células inviaveis
aumentou quando as duas cepas foram colocadas em interacdo por 24h
(p<0,05) (Fig. 6 C). Este dado indica que, apesar de néo ter sido encontrada
variacdo na densidade celular, a interacdo entre cepas de cianobactérias, afeta
a permeabilidade de membrana e consequentemente a viabilidade destes
organismos. Ressalta-se que tais analises permitem a deteccéo de alteracfes
celulares relacionadas a morte anteriormente a lise celular. Células com
membranas nado integras ndo podem manter um gradiente eletroquimico que
gera o potencial de membrana, podendo ser classificadas como mortas. Desta
forma, contagens que diferenciam entre cianobactérias vivas e mortas séo
fundamentais para determinacdo do estado fisiolégico destas células (SEO;
AHN; ZO, 2010). Nossas analises indicam que a cepa MIRF-01 foi mais
alterada pela interagcdo ja que apresentou maior porcentagem média de células
invidveis/mortas (10,81+3,11%) em comparacdo com a CYRF-01 (7,74 *
1,47%). De fato, ja é reconhecido que os efeitos alelopaticos de CYRF-01
sobre MIRF-01 podem alterar, além do crescimento, outros fatores
possivelmente relacionados com a fisiologia cianobacteriana (MELLO et al.,
2012; RZYMSKI et al., 2014). Portanto, a viabilidade alterada de MIRF-01
pode ser causada pelo efeito alopatico de CYRF-01 sobre MIRF-01.

Adicionalmente, foi observada a ocorréncia de células viaveis e inviaveis
em um mesmo filamento de CYRF-01. Estudo anterior documentou que todas
as células em um filamento encontram-se no mesmo estado fisioldgico
(AGUSTI et al., 2006). Porém, nossos resultados identificaram que as células
em uma colénia podem apresentar-se em estados fisioldgicos distintos. Estes
dados corroboram com observagbes anteriores (JOHNSON et al., 2015;
NOYMA, 2009), e indicam que as células em uma coldnia podem apresentar
respostas fisiologicas individuais a estimulos estressores.

Tomando em conjunto os dados de densidade e viabilidade celular,

podemos inferir que dentro de uma geracédo (tempo de 24 h) as respostas
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iniciais da interacdo sobre as cianobactérias envolvidas ocorrem a nivel
fisiologico de cada célula, mesmo ainda ndo sendo detectados em nivel de
populacdo. Assim, espera-se que, aumentando-se o tempo de exposicdo a
interacao, os efeitos densidade celular, conforme demonstrado em trabalhos
anteriores (MARINHO et al., 2013; RZYMSKI et al., 2014; SANTOS, 2009). No

entanto, estudos futuros séo necessarios para se investigar essa possibilidade.

5.2 CORPUSCULOS LIPIDICOS

Os CLs nas cianobactérias C. raciborskii e M. aeruginosa em interacéo
foram analisados por ML e MET. Através de ambas as técnicas, estas
organelas apresentaram-se como estruturas arredondadas no citoplasma das
cianobactérias e foram observados tanto nos controles quanto na interacdo
entre as duas cepas.

A técnica de citocentrifugacdo para o preparo das amostras e a
coloracdo com ORO mostraram-se eficazes para a detecgédo de CLs por ML. O
marcador ORO é rotineiramente utilizado para deteccdo de CLs em diversos
tipos celulares (CHIARINI-GARCIA; MELO, 2011; KOOPMAN et al., 2001),
porém € a primeira vez que este é usado para avaliacdo de CLs em
cianobactérias. Os CLs apareceram em CYRF-01 e MIRF-01 como estruturas
arredondadas diminutas coradas em vermelho no interior das células.

A MET revelou a presenca de CLs como estruturas elétron-densas de
tamanhos variados no citoplasma das células. Em células eucaritticas, ja foi
verificado que a elétron-densidade dos CLs pode estar relacionada com sua
composicao (DIAS et al., 2014). Nestes tipos celulares, a constituicdo dos CLs
e sua elétron-densidade podem ainda variar de acordo com condi¢des as quais
a célula estd submetida e em resposta a diferentes estimulos (DIAS et al.,
2014).

Procariotos e cianobactérias possuem a habilidade de armazenar lipidios
neutros e fosfolipidios nos CLs (KAISER et al., 2013). Por exemplo, um estudo
recente demonstrou que a composicao lipidica de CLs de Nostoc punctiforme &
basicamente formada por lipideos neutros (PERAMUNA; SUMMERS, 2014).
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No entanto, investigagbes moleculares mais especificas necessitam ser
realizadas para se entender precisamente o conteudo lipidico dos CLs nas
cepas aqui estudadas.

No presente trabalho, dados quantitativos por ML demonstraram que 0s
CLs podem aumentar ou reduzir em numero durante o crescimento destas
células em culturas isoladas, dependendo da cepa. De acordo com nossos
dados podemos inferir que em CIRF ocorre uma tendéncia de aumento no
namero de CLs (aproximadamente 69%) enquanto em MIRF-01 uma tendéncia
de reducdo (aproximadamente 54%) durante o cultivo isolado das cepas por
24h. Estudo anterior estudando CLs em cianobactérias da espécie Nostoc
punctiforme em culturas demonstraram um aumento do numero de CLs ao
longo do crescimento exponencial até a fase estacionaria (PERAMUNA,;
SUMMERS, 2014). Porém, esse 0 Unico registro na literatura que estuda a
dindmica de CLs ao longo do tempo em cianobactérias. Entretanto, ja foi
indicado que a diferenca no numero de CLs pode variar de acordo com a
espécie (VAN DE MEENE et al., 2006).

Nossos resultados apontaram que apesar de n&o haver diferenca
significativa no niumero de CLs em CYRF-01 entre Oh e 24h de interacgéo,
houve uma reducéo de 61,5% no grupo interacdo quando comparamos com 0
controle 24h. Assim, a tendéncia de aumento de CLs em CIRF foi alterada pela
interagdo com MIRF-01. Em contraste, em MIRF-01 foi verificada uma reducéo
na proporcéo de CLs (94 %) de Oh para 24h de interagdo e de 24 h controle
para interacdo (84%). Levando em conta a tendéncia padrdao de numero de
CLs ao longo das 24h nos controles, podemos constatar uma maior reducéo
entre o controle nas 24h e o grupo interagéo.

Verificado que a alteracdo no numero de CLs ocorre naturalmente
durante o cultivo isolado das cepas por 24h e que a maior diferenca na
propor¢cédo de corpusculos ocorreu entre o grupo controle e interacdo nas 24h,
analisamos quantitativamente os CLs por MET nesses grupos. Assim, a MET
revelou uma reducdo de CLs em ambas as cepas no grupo em interacao,
corroborando com as analises por ML.

Adicionalmente, analises morfométricas por MET mostraram que a area

média dos CLs nas células do grupo em interacdo foi significativamente maior
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que nos controles em CYRF-01. De fato, andlises de distribuicdo de areas de
CLs mostraram claramente uma prevaléncia de CLs com areas menores no
grupo controle em CYRF-01. Em contrapartida, apesar de ndo haver diferencas
significativas entre os grupos controle e interagdo em MIRF-01 houve o
aparecimento de CLs com areas dentro de intervalos maiores no grupo em
interacdo (Fig. 12).

Em conjunto, nossos resultados quantitativos, tanto por ML quanto MET
demonstraram que: (1) quando cultivadas isoladamente por 24 h, CYRF-01
apresenta uma tendéncia de aumento no numero de CLs, enquanto MIRF-01
uma reducdo no numero de CLs; (2) a interacdo entre as cianobactérias
durante 24h, leva a reducdo do numero de CLs, em ambas as cepas e (3)
ocorre um aumento na area de CLs em ambas as cepas quando em interacao,
sendo mais proeminente na cepa CYRF-01.

Em células eucaribticas, € reconhecido que a propor¢cdo de CLs pode
alterar de acordo com as alteracfes as quais as células estdo submetidas (POL
et al.,, 2014). Em cianobactérias, em um estudo anterior do grupo de biologia
celular e ecologia aquatica/UFJF, foi observada uma reducdo de CLs em C.
raciborskii submetidas a radiacao ultravioleta (NOYMA, 2009).

A estabilidade da dominancia de C. raciborskii, em ecossistemas
naturais e culturas, tem sido atribuida pela producéo e descarga de metabdlitos
secundarios (aleloquimicos) inibidores de outros organismos competidores,
entre eles M. aeruginosa (FIGUEREDO et al.,, 2007; MELLO et al., 2012). O
fato das células estarem mobilizando seu metabolismo energético para
producdo desses compostos poderia levar a alteracdo do aporte energético
estocado nos CLs. Por outro lado, ndo se pode descartar a possibilidade de
outros produtos, além de lipidios, estarem sendo mobilizados em CLs, em
cianobactérias. Em células eucaridticas, diversas proteinas com diferentes
funcdes, encontram-se presentes em CLs (revisado por DIAS et al., 2014,
MELO, R. et al., 2006; MELO, R. C. etal., 2011)

Em contrapartida, vale ressaltar que as duas cepas utilizadas sao
capazes de produzir toxinas, e dados da literatura demonstram que toxinas
extracelulares podem atuar como aleloquimicos na competicdo com outros
organismos (JANG et al., 2007; RZYMSKI et al.,, 2014; VASSILAKAKI;
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PFLUGMACHER, 2008). Em outros géneros de cianobactérias, Shiet al, 1995,
documentaram inclusive a presenca de cianotoxinas em CLs (SHI et al., 1995).
Desta forma, o papel do CLs pode ter central em outros processos, além do
metabolismo energético. Portanto, a reducdo dos CLs verificada no presente
trabalho pode estar de alguma forma relacionada a producdo de compostos
utilizados em mecanismos adaptativos para competicao por nicho.

A visdo de CLs como estruturas estaticas de estocagem em procariotos
vem sendo modificada com a constatacdo de que estas organelas podem
apresentar papéis mais dindmicos, como na biossintese de lipidios, no trafego
de membranas, sinalizacdo e degradacdo de proteinas (DING et al., 2012),
conforme ja relatado em eucariotos (MELO, R. C. et al.,, 2011). Nossos
resultados reforcam que CLs de cianobactérias sdo organelas dinamicas,
capazes de alterar seu numero e tamanho em resposta a estimulos do meio.
Desta forma, sugere-se que o papel destas organelas em cianobactérias pode

ser mais amplo, requerendo investigacdes futuras para completo entendimento.

5.3 ULTRAESTRUTURA GERAL DE CIANOBACTERIAS

A ultraestrutura de ambas as cepas, CYRF-01 e MYRF-01, foram
analisadas por MET. A area celular de M. aeruginosa foi maior em comparagao
com a area de C. raciborskii (p<0,05). Este fato pode ser devido as
caracteristicas morfologicas especificas de cada espécie. Ambas as cepas
estudadas séo cianobactérias coloniais, porém as células de C. raciborskii sdo
cilindricas e formam coldnias filamentosas, enquanto M. aeruginosa apresenta
células esféricas que formam colénias em grumos (CAIOLA; PELLEGRINI,
1984; EVERSON et al., 2011; SHAFIK et al., 2003).

As cianobactérias mostraram envoltério celular tipicamente gram-
negativo. Apesar da camada de peptideoglicano de M. aeruginosa ter se
mostrado bastante evidente, o envoltério de M. aeruginosa mostrou-se mais
espesso comparado ao de C. raciborskii (Fig. 8A e B). No geral, as
cianobactérias apresentam envoltorio celular parecidos com bactérias gram-

negativas na composicdo, porém possuem caracteristicas similares a
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envoltérios gram-positivos, como a espessura mais proeminente (SCIUTO;
MORO, 2015). Neste sentido, a espessura caracteristica do envoltorio celular
também se encontra relacionada com a espécie de cianobactéria em questao
(SCIUTO; MORO, 2015), conforme foi mostrado no presente trabalho.

De acordo como discutido anteriormente, nossos dados de viabilidade
celular por microscopia de fluorescéncia com o uso do marcador BacLight
indicaram que o tempo de interacdo provocou alteracdes na integridade de
membrana. Porém, ndo foram detectados danos perceptiveis na ultraestrutura
do envoltério celular quando as cianobactérias foram analisadas por MET. Este
fato pode ser explicado pelos corantes presentes nesse marcador serem
capazes de detectar alteragcbes na membrana plasmatica anteriores a morte e
ao rompimento efetivo da célula ou do envoltério celular (SILVA et al., 2014).
Desta forma, apesar de a interacdo ter levado a alteracdo da permeabilidade
de membrana e consequente perda de viabilidade celular, a membrana e o
envoltorio celular ndo apresentaram danos ultraestruturais.

Além disso, o citoplasma de C. raciborskii e M. aeruginosa foi
caracterizado pela presenca de uma variedade de estruturas frequentemente
encontradas em cianobactérias. Porém, nos grupos em interacdo estruturas
como os CLs (ja discutidos), as VMESs, os granulos de fosfato e as membranas

de tilacoides apareceram alterados em propor¢ao, tamanho ou ocorréncia.

5.3.1 Vesiculas de Membrana Externa (VMES) em C. raciborskii

As VMEs sédo estruturas formadas a partir da membrana externa de
procariotos com envoltério celular tipicamente gram-negativos. Essas
estruturas tem sido reconhecidas e estudadas principalmente em bactérias
heterotréficas e suas fungbes sugeridas incluem: trafego de toxinas e
proteinas, transferéncia de DNA e comunicacédo celular (KULP; KUEHN, 2010;
MASHBURN; WHITELEY, 2005). Entretanto, a formacdo de VMEs por
microrganismos fotoautotréficos foi apenas recentemente descrita por BILLER
et al. (2014) em cianobactéria do género Prochlorococcus e Synechococcus.
Nestas cianobactérias, os autores documentaram a formacdo de VMEs

contendo proteinas, DNA e RNA, além de demonstrarem sua abundancia em



67

amostras de ecossistemas marinhos costeiros (BILLER et al., 2014). Essa
evidéncia abre novas perspectivas para o fluxo de informacédo, energia e
biomoléculas em ecossistemas microbianos.

Interessantemente, no presente trabalho observamos a ocorréncia e
formagcdo de VMEs em C. raciborskii. Além disso, foi verificado um aumento
tanto no numero (aproximadamente 68%) como no tamanho de VMES ap0s as
24 h de interacdo com M. aeruginosa. Desta forma, podemos inferir que C.
raciborskii respondeu a estimulos ambientais provocados pela interacdo, com
formacao aumentada de VMEs.

Acredita-se que em microrganismos, a formacdo de VMEs pode estar
relacionada com respostas adaptativas a sobrevivéncia devido a variacbes de
fatores ambientais, como na competicdo por nichos (KULP; KUEHN, 2010;
MCBROOM; KUEHN, 2007). Assim, é reconhecido que o conteudo vesicular, o
qual pode conter ompostos téxicos, fagos virais ou proteinas ativas, estdo
diretamente relacionados com mecanismo de defesa apds a exposicdo a
condicles estressantes (ELLIS; KUEHN, 2010; MCBROOM; KUEHN, 2007).
Além disso, ja foi encontrado que microrganismos competidores no mesmo
nicho ecolodgico sdo capazes de secretar moléculas antimicrobianas dentro de
VMEs, que irdo atuar seletivamente na morte de outras espécies
(KADURUGAMUWA et al., 1998; LI; CLARKE; BEVERIDGE, 1998). E
documentado que durante a interacdo entre as duas cepas (CYRF e MIRF),
ocorre a producédo de metabdlitos secundéarios por C. raciborskii, responsaveis
pela inibicdo de M. aeruginosa. Este mecanismo vem sendo descrito como
caracteristica adaptativa a competicdo. Logo, sugere-se que 0 aumento da
producédo e tamanho de vesiculas por C. raciborskii pode estar relacionado com
mecanismos de secrecdo de metabdlitos aleloquimicos para competicdo por
nicho.

Adicionalmente, no presente estudo foi verificado que os CLs foram
observados na periferia citoplasmatica, proximos da area de formacdo de
vesiculas (Fig. 9A e Ai). Estudo anterior verificou 0 mesmo padréo de
distribuicdo de CLs por ML (PERAMUNA; SUMMERS, 2014). Este dado reforca

a idéia de que a resposta de CLs possa estar relacionada a producdo de
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compostos que poderdo ser exportados para O meio extracelular,
possivelmente através da secrecao por VMESs.

Vale salientar que este é o primeiro registro da formacao de VMEs em C.
raciborskii (CYRF-01) em situacdo de crescimento em cultura e ap0s interacdo
celular com outra espécie de cianobactéria. Estes achados sdo importantes

para o entendimento de respostas de cianobactérias a estimulos ambientais.

5.3.2 Granulos de Polifosfato

Os granulos de polifosfato sdo inclusdes citoplasmaticas geralmente
encontradas em diversos microrganismos. Estas estruturas armazenam
principalmente fésforo, mas podem conter ainda potassio, célcio e magnésio,
além de serem capazes de acumular metais (KROMKAMP, 1987). A reserva de
fosfato em fotossintetizantes se faz necesséaria para a sintese de acidos
nucleicos e fosfolipidios, ou como fonte de energia para sintese de ATP
(HAROLD; BAARDA, 1966).

No presente estudo, verificamos por MET a ocorréncia de granulos de
polifosfato em ambas cianobactérias, nos grupos controle e interacdo. Os
granulos de polifosfato apareceram como granulos arredondados com formato
irregular, caracterizados como agregados elétron-densos de fosfato. Esta
caracteristica morfologia € tipica de granulos de polifosfato, inclusive em outros
géneros de cianobactérias (VAHTERA; LAAMANEN; RINTALA, 2007).

Na literatura, a maioria dos estudos que mostram a dinamica destas
estruturas em cianobactérias é realizada objetivando os efeitos da privacao de
nutrientes ou acumulagao e resposta a diversos metais sobre as populacdes de
cianobactérias (PETTERSSON; HALLBOM; BERGMAN, 1988, SUROSZ;
PALINSKA, 2004). Por exemplo, foi verificado em Anabaena variabilis e
Synechococcus que a maior mudancga ultraestrutural foi a perda de granulos de
polifosfato, e contrariamente o excesso de fésforo favoreceu a formagéo dos
mesmos (HEALEY, 1982; LAWRY; JENSEN, 1979). A sintese e biogénese de
granulos de polifosfato, como resposta adaptativa esta relacionada com a

disponibilidade de fosfato no meio. Estudos anteriores mostram que C.
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raciborskii e M. aeruginosa, quando cultivadas em conjunto podem competir
por nutrientes, como o fosfato. Neste caso, foi inferido que C. racirborkii
apresenta respostas adaptativas vantajosas que permitem sua dominancia no
meio em condi¢des de baixa disponibilidade de fosfato (MARINHO et al., 2013).
Essa caracteristica pode estar associada com um eficiente mecanismo de
absorcdo e armazenamento deste nutriente, quando comparado com outras
cianobactérias (NOVICS et al., 2000; WU, Z.; SHI; LI, 2009). Além disso, o
fosfato armazenado os granulos podem ser utilizados para sintese de diversos
compostos, inclusive para producdo de ATP. Em situacbes de estresse, as
cianobactérias deixam de utilizar sua fonte energética para processos
fotossintéticos remanejando-as para outros mecanismos de defesa, como em
situacGes de competicao.

Desta forma, nossos dados indicam que a diminuicdo do numero de
granulos de polifosfato em CYRF-01 pode apresentar relagdes intrinsecas com
a competicdo de nutrientes ou com a mobilizacdo desta reserva para
mecanismos que necessitem de maior demanda energética, durante a

interagdo com MIRF-01.

5.3.3 Area de Tilacoides

Em cianobactérias, as membranas de tilacoides s@o os principais locais
da cadeia transportadora de elétrons e onde ocorrem as reacdes fotossintéticas
(MULLINEAUX, 2014). O arranjo e numero de tilacoides sédo taxonomicamente
neste grupo de microrganismos importantes por ser considerada uma
caracteristica celular estavel (KOMAREK; VASLAVSKA, 1991). Diferente de
outras cianobactérias, como Annamiatoxica gen. et sp. nov., que apresentam
tilacoides concéntricos, C. raciborskii e M. aeruginosa apresentam essas
estruturas irregulares (NGUYEN et al., 2013).

E relatado que C. raciborskii apresenta maior eficiéncia fotossintética
que M. aeruginosa (WU, Z. et al., 2009). Porém, a submissdo a fatores
estressantes pode comprometer direta ou indiretamente os tilacoides nessa
espécie, como exposicdo a radiacdo UV (CHAUHAN; PANDEY; SINGHAL,
1998; RAJAGOPAL et al., 1998; SIX et al., 2007). Trabalho anterior do Grupo
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de Biologia Celular/UFJF em conjunto com o Grupo de Pesquisas em Ecologia
Aquética/UFJF demonstrou que o aparato fotossintético de pode ser
potencialmente alterado pela radiacdo UV (NOYMA, 2009). Este estudo,
mostrou por MET redugdo drastica da area de tilacoides e alteracdes
estruturais nos ficobilissomos em C. raciborskii em exposi¢do a radiacdo UV
(NOYMA, 20009).

Além disso, alteracéo de caracteristicas do meio, como na concentracao
de nutrientes, pode afetar diretamente os tilacoides (STEVENS; NIERZWICKI-
BAUER; BALKWILL, 1985; WU, Z. et al., 2009). Analises por MET mostraram
que cepa CYRF-01 apresentou menor porcentagem de area celular ocupada
por tilacoides na interacdo (p<0,0001), enquanto a MIRF-01 ndo apresentou
diferencas significativas (p=0,921). SOARES et al. (2009) verificaram
alteracdes do aparato fotossintético de uma cepa de C. raciborskii (CYRF-01)
pelo “filtrado celular” de sua cultura mista com uma cepa de M. aeruginosa
(MIRF-01). Foi mostrado que aleloquimicos produzidos durante a interacao de
cianobacterias podem provocar danos nos tilacoides e levar a disfuncéo
fotossintética (WU, Y. et al.,, 2011). Também j& foram relatadas outras
alteracdes celulares nos pigmentos acessorios e em algumas estruturas
durante interagcdes com cianobactérias em privacao de nutrientes (STEVENS et
al., 1985).

Deve-se levar em consideracdo que as membranas dos tilacoides
podem ainda ser realocadas para outros compartimentos celulares, como
resultado de variacbes metabodlicas provocadas pela disponibilidade de
nutrientes. Foi verificado que em cianobactérias submetidas a baixa
concentracdo de nutrientes, durante crescimento normal, os CLs podem atuar
como compartimentos de estocagem ou reciclagem de membranas de
tilacoides (PERAMUNA; SUMMERS, 2014). Este mecanismo possivelmente
pode servir para aumento do aporte energético ou até mesmo sintese de outras
moléculas.

Contudo, sugere-se que a reducdo da area de tilacoides observada em
CYRF-01 tenha sido resultado de compostos produzidos sob estresse ou
alteracbes metabdlicas celulares, causados pela competicdo entre as duas

cianobactérias.
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6 CONCLUSOES

- A interacdo interespecifica entre C. raciborskii (CYRF-01) e M. aeruginosa
(MIRF-01) em cultura durante 24 h ndo afeta a densidade celular, porém induz
alteragcfes na permeabilidade de membrana destas espécies de cianobactérias,
conforme detectado atraves dos resultados de viabilidade celular. Os
resultados de viabilidade celular por microscopia de fluorescéncia mostram que
a cepa MIRF-01 apresenta maior proporcdo de células inviaveis que a cepa
CYRF-01. Além disso, o uso do kit BacLight identificou que as células em uma
colénia podem apresentar-se em estados fisiolégicos diferentes, respondendo

distintivamente a estimulos estressores.

- A interacao interespecifica por 24 h induz a reducdo do nimero e aumento da
area de CLs estes dados mostram que CLs de cianobactérias ndo sao em C.
raciborskii e M. aeruginosa, conforme demonstrado por analises por ML e MET.
Além disso, foi observado que quando cultivada isoladamente (24 h), a cepa
CYRF-01 apresenta uma tendéncia de aumento no niumero de CLs e MIRF-01

uma reducao.

- A MET revelou diferencas estruturais entre CYRF-01 e MIRF-01,
principalmente no tamanho da célula e espessura do envoltério celular. Além
disso, foi observada no citoplasma de ambas as cepas a presenca de uma
variedade de estruturas frequentemente encontradas em cianobactérias. Estas
analises revelaram nos grupos em interagcdo que outras estruturas, como as
VMEs, os granulos de fosfato e as membranas de tilacoides respondem a
interagdo com alteragbes em termos de numero, tamanho e ocorréncia. Foi
observada por MET, pela primeira vez, a formacdo de VMEs em C. raciborskii
(CYRF-01) em situacdo de crescimento em cultura e ap0s interacdo celular
com M. aeruginosa. Além disso, foi verificado que a interacdo por 24 h provoca
um aumento consideravel tanto no nidmero quanto no tamanho de VMEs. A
MET também revelou a ocorréncia de granulos de polifosfato e membranas de

tilacoides em ambas cianobactérias. Dados quantitativos mostram que a
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interagdo induz a diminuigéo tanto do numero de granulos de polifosfato como

da area de tilacoides em CYRF-01.

- O presente estudo amplia a visdo de trabalhos anteriores do Grupo o qual
vem analisando diferentes parametros morfol6gicos e fisiol6gicos em resposta
a estresses ambientais em microrganismos de ecossistemas aquaticos
(GAMALIER, 2012; NOYMA, 2009; SILVA et al.,, 2014). Desta forma, este
estudo reforca a importancia da analise individual de fatores, como interacdes
interespecificas, que interferem diretamente na comunidade de cianobactérias.
Em conjunto, nossos resultados demonstram que este tipo de interacdo induz
alteracOes estruturais a nivel celular nas espécies envolvidas. Tais alteracdes
sao refletidas em diferentes organelas citoplasmaticas, dentre estas CLs foram
reconhecidos organelas dinamicas em cianobactérias, capazes de responder a
estimulos do meio. A semelhanca CLs de células eucaridticas, sugere-se que
CLs de cianobactérias desempenham outras funcbes além de reserva
energética. Além disso, o presente trabalho contribui para o entendimento da
organizacdo estrutural de cianobactérias e para compreensdo de mecanismos
celulares, como secrecdo celular através de VMEs. O melhor entendimento das
respostas celulares de cianobactérias é importante na compreensdo da
dindmica da comunidade desses microrganismos e suas relacbes em

ecossistemas aquaticos.
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ANEXO

Durante o desenvolvimento do trabalho, com participacdo na autoria, foi
publicado o artigo intitulado: “The Intriguing Ultrastructure of Lipid Body
Organelles Within Activated Macrophages” na revista Microscopy and
Microanalysis, cuja primeira pagina se encontra dentro do escopo do presente

estudo.
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The Intriguing Ultrastructure of Lipid Body Organelles

Within Activated Macrophages
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Abstract: Macrophages are widely distributed immune system cells with essential functions in tissue
homeostasis, apoptotic cell clearance, and first defense in infections. A distinguishing feature of activated
macrophages participating in different situations such as inflammatory and metabolic diseases is the presence of
increased numbers of lipid-rich organelles, termed lipid bodies (LBs) or lipid droplets, in their cytoplasm. LBs are
considered structural markers of activated macrophages and are involved in different functions such as lipid
metabolism, intracellular trafficking, and synthesis of inflammatory mediators. In this review, we revisit the
distinct morphology of LB organelles actively formed within macrophages in response to infections and cell
clearance, taking into account new insights provided by ultrastructural studies. We also discuss the LB
interactions within macrophages, revealed by transmission electron microscopy, with a focus on the remarkable
LB-phagosome association and discuss potential links between structural aspects and function.

Key words: lipid droplets, infectious diseases, innate immunity, host-pathogen interactions, ultrastructure, macrophages, inflammation,

cell activation, lipids, lipid mediators

INTRODUCTION

Lipid bodies (LBs), frequently termed lipid droplets, are
complex organelles of all cell types, including bacteria. These
organelles, largely associated with lipid storage in the past,
are now recognized as dynamic and functionally active
organelles, involved in a variety of functions such as lipid
metabolism, trafficking, and signaling (reviewed in Walther
& Farese, 2009; Murphy, 2012).

During the last decade, the study of LBs has attracted
considerable attention owing to their link with human dis-
eases such as obesity, infectious diseases, and cancer
(reviewed in Bozza & Viola, 2010; Melo et al., 2011; Murphy,
2012). These situations induce consistent formation of LBs
within different cell types. For example, in cells from the
immune system, especially macrophages, eosinophils, and
neutrophils, LBs are rapidly formed in response to a range of
inflammatory diseases and act as intracellular sites for the
synthesis of arachidonic acid (AA)-derived inflammatory
lipid mediators (eicosanoids) (Melo et al., 2011). Enzymes
involved in the synthesis of eicosanoids as well as eicosanoids
themselves are found in LBs formed in the cytoplasm of these
cells (Melo et al., 2011).

Proteomic studies have revealed a detailed list of pro-
teins within LBs from varied cells (Bartz et al., 2007; Hodges
& Wu, 2010; Yang et al., 2012). Interestingly, several of the
proteins found within LBs are predicted to span a membrane
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two or more times (Goodman, 2009). This means that LBs
have a much more complex structure and are not solely a
mass of lipid esters associated with lipid storage as documented
in the past.

In light of these findings, more attention has been
brought to LB structure and the ultrastructural aspects of this
organelle have been studied in more detail (Melo et al., 2006,
2013; Cheng et al., 2009). Indeed, LBs have a distinctive and
intriguing morphology. LBs have a core composed of lipids
mainly triacylglycerols and sterol esters and proteins sur-
rounded by a phospholipid hemi-membrane with associated
proteins (reviewed in Bozza et al., 2007; Melo et al., 2011).
Therefore, LBs do not show a delimiting true membrane and
therefore differ from all other cytoplasmic membranous
organelles and vesicles that have an aqueous content
surrounded by a phospholipid bilayer membrane (Fig. 1).
This unique feature of LBs—lack of peripheral membrane
unit—facilitates the identification of these organelles by
transmission electron microscopy (TEM) compared with
other intracellular membranous organelles (Melo et al,
2006). Therefore, TEM has been an important tool to study
LB structure without the need of any additional marker.

TEM findings from our group and others have demon-
strated that LBs occupy large portions of the macrophage
cytoplasm in response to different diseases such as infections
with parasites and mycobacteria, and show a remarkable
interaction of newly formed LBs with phagosomes (reviewed
in Melo et al, 2011; Melo & Dvorak, 2012). Moreover,
we have been using TEM to study the ultrastructure of LBs
formed within activated macrophages participating in other
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