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RESUMO GERAL

As cianobactérias foram os primeiros organismos a realizarem a fotossintese oxigénica e, por
isso, contribuiram para o grande evento de oxigenacdo da atmosfera. Elas possuem grande
plasticidade morfologica e ecoldgica, sendo encontradas em todo o planeta. Dentre as
cianobactérias, destacamos as filamentosas heterocitadas, com a capacidade de diferenciar
células especializadas que aumentam sua plasticidade adaptativa, como acinetos (células que
atuam como esporo de resisténcia) e heterdcitos. Os heterdcitos sdo células capazes de
realizar a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN) em situacdes de pouca disponibilidade de
nitrogénio no ambiente ou de desequilibrio da razdo carbono-nitrogénio (C-N). Cianobactérias
filamentosas heterocitadas podem estabelecer relacbes com macréfitas, como as
cianobactérias epifiticas, que se aderem as raizes dessas plantas e fornecem nitrogénio fixado
formando, junto a outras cianobactérias e microalgas, parte do perifiton. O presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos da adigdo de carbono ao meio, e da interacdo com
diferentes espécies de macrofitas (Pistia stratiotes e Salvinia auriculata), além da presenca no
meio de outra cianobactéria filamentosa heterocitada, Desmonostoc sp., na plasticidade
morfoldgica de Cronbergia amazonensis. A adicdo de carbono em duas concentragdes (1% de
glicose e 3% de glicose) ndo aumentou o0 numero de heterdcitos produzidos em relacdo ao
controle, causou o desprendimento dos heterdcitos (ndo-funcionais) e diminuiu o numero de
heterdcitos aderidos ao filamento, além de ter sido observado a producdo de acinetos,
indicativo de que C. amazonensis foi submetida a estresse. No entanto, embora as
cianobactérias no tratamento com 3% de glicose tenham morrido ap6s 10 dias, no tratamento
com 1% de glicose, C. amazonensis voltou a crescer cerca de 45 dias apds o fim do
experimento, produzindo novos filamentos e evidenciando sua plasticidade adaptativa. Em
consorcio com Desmonostoc sp., inoculada no meio contendo rametes de S. auriculata, C.
amazonensis apresentou filamentos menores. J& no consorcio entre Desmonostoc sp. e C.
amazonensis inoculados em meio com P. stratiotes, tanto o nimero de heterdcitos quanto a
razdo entre heterdcitos e células vegetativas aumentaram. Além disso, C. amazonensis
apresentou heterdcitos maiores em interagdo com P. stratiotes, independentemente da
presenca ou ndo de outra cianobactéria. C. amazonensis apresentou plasticidade morfoldgica
tanto com a adicdo de carbono no meio quanto na interagdo com diferentes macrofitas e com
outra cianobactéria, demonstrando a sua capacidade adaptativa frente as diferentes
mudancas ambientais.

Palavras-chave: cianobactérias filamentosas; heterdcitos; razdo C-N; interacdes ecoldgicas;
fixacdo biologica de nitrogénio; macrofita.



GENERAL ABSTRACT

Cyanobacteria were the first organisms to perform oxygenic photosynthesis and, therefore,
contributed to the great event of atmospheric oxygenation. They have great morphological
and ecological plasticity and are found everywhere on the planet. Among the cyanobacteria,
we highlight the heterocytous filamentous ones, with the ability to differentiate specialized
cells that increase their adaptive plasticity, such as akinetes (cells that act as resistance spores)
and heterocysts. Heterocysts are cells capable of performing biological nitrogen fixation
(BNF) in situations of low nitrogen availability in the environment or imbalance in the
carbon-nitrogen (C-N) ratio. Heterocytous filamentous cyanobacteria can establish
relationships with macrophytes, such as epiphytic cyanobacteria, which adhere to the roots of
these plants and provide fixed nitrogen, forming, together with other cyanobacteria and
microalgae, part of the periphyton. The present study aimed to evaluate the effects of carbon
addition to the medium and the interaction with different species of macrophytes (Pistia
stratiotes and Salvinia auriculata), in addition to the presence of another heterocytous
filamentous cyanobacteria, Desmonostoc sp., on the morphological plasticity of Cronbergia
amazonensis. The addition of carbon in two concentrations (1% glucose and 3% glucose) did
not increase the number of heterocysts produced in relation to the control, caused the
detachment of heterocysts (non-functional) and decreased the number of heterocysts adhered
to the filament, in addition to the production of akinetes, indicating that C. amazonensis was
subjected to stress. However, although the cyanobacteria in the treatment with 3% glucose
died after 10 days, in the treatment with 1% glucose, C. amazonensis grew again
approximately 45 days after the end of the experiment, producing new filaments and
evidencing its adaptive plasticity. In consortium with Desmonostoc sp., inoculated in the
medium containing ramets of S. auriculata, C. amazonensis presented smaller filaments. In
the consortium between Desmonostoc sp. and C. amazonensis inoculated in medium with P.
stratiotes, both the number of heterocysts and the ratio between heterocysts and vegetative
cells increased. In addition, C. amazonensis presented larger heterocysts in interaction with P.
stratiotes, regardless of the presence or absence of another cyanobacteria. C. amazonensis
presented morphological plasticity both with the addition of carbon in the medium and in the
interaction with different macrophytes and with another cyanobacteria, demonstrating its
adaptive capacity in the face of different environmental changes.

Keywords: filamentous cyanobacteria; heterocysts; C-N ratio; ecological interactions;
biological nitrogen fixation; macrophyte.



INDICADORES DE IMPACTOS

Os resultados desse estudo indicam que a cianobactéria Cronbergia amazonensis apresenta
plasticidade morfoldgica que pode ser moldada pela interacdo entre espécies ou por mudancas
no meio, como a concentracdo de carbono e alinha-se ao objetivo 15 (Vida Terrestre) dos
Objetivos do Desenvolvimento Sustentdvel da ONU(ODS). Além disso, com as mudancas
climaticas, o aumento das concentragdes de carbono nos corpos d’agua pode afetar a
comunidade aquética, nesse sentido, o trabalho contribui para entender as possiveis respostas
que cianobactérias podem exibir diante desse aumento e se relaciona com o ODS 13 (Agéo
Contra a Mudanca Global do Clima). A pesquisa evidencia a notavel resiliéncia e
adaptabilidade de C. amazonensis, 0 que pode inspirar o desenvolvimento de biotecnologias
aplicadas, como biofertilizantes e sistemas de tratamento de aguas residuais. Tais aplicacdes
tém potencial para melhorar a eficiéncia agricola e a qualidade da agua, alinhando-se ao ODS
6 (Agua Potavel e Saneamento) e a0 ODS 2 (Fome Zero e Agricultura Sustentavel). Em
adicdo, ao tentar compreender a dinamica de interagdo entre cianobactérias e macrofitas
aquaticas, que possuem potencial invasivo, os resultados podem contribuir para 0 manejo de
ecossistemas aquaticos e na recuperacdo de areas impactadas e alinha-se ao ODS 14 (Vida na
Agua).



IMPACT INDCATORS

The results of this study indicate that the cyanobacterium Cronbergia amazonensis presents
morphological plasticity that can be shaped by interactions between species or by changes in
the environment, such as carbon concentration, and is in line with goal 15 (Life on Land) of
the United Nations Sustainable Development Goals (SDGs). In addition, with climate change,
the increase in carbon concentrations in water bodies can affect the aquatic community. In this
sense, the work contributes to understanding the possible responses that cyanobacteria can
exhibit in the face of this increase and is related to SDG 13 (Climate Action). The research
highlights the remarkable resilience and adaptability of C. amazonensis, which can inspire the
development of applied biotechnologies, such as biofertilizers and wastewater treatment
systems. Such applications have the potential to improve agricultural efficiency and water
quality, in line with SDG 6 (Clean Water and Sanitation) and SDG 2 (Zero Hunger and
Sustainable Agriculture). In addition, by trying to understand the dynamics of interaction
between cyanobacteria and aquatic macrophytes, which have invasive potential, the results
can contribute to the management of aquatic ecosystems and the recovery of impacted areas
and align with SDG 14 (Life Below Water).
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1 INTRODUCAO GERAL

A plasticidade fenotipica € um mecanismo adaptativo em que um genotipo, em
interacdo com o ambiente, é capaz de produzir diferentes fenétipos (Sultan, 2000; Ganie et
al., 2015). A variacdo nos fenotipos pode ocorrer em relagdo as diferentes formas e estruturas
que os individuos apresentam de acordo com o ambiente em que se encontram, 0 que
caracteriza uma plasticidade morfologica (Justice et al., 2008; Ganie et al., 2015). O filo
Cyanobacteria € um bom exemplo de como as variagdes ambientais podem atuar sobre a
plasticidade morfoldgica de um grupo (Soares; Lurling; Huszar, 2012; Xiao; Willis; Burford,
2017).

As cianobactérias sao organismos procariontes que surgiram ha cerca de 3,5 bilhGes de
anos, sendo considerados os primeiros organismos a realizar a fotossintese oxigénica (Schopf;
Packer, 1987). Em um planeta que até entdo os processos metabdlicos eram anaerdbicos, ha
2,4 bilhdes de anos aproximadamente, devido a liberacdo de oxigénio através da fotossintese,
as cianobactérias foram responsaveis pelo Grande Evento da Oxigenacdo da atmosfera
(GOE). O GOE mudou drasticamente a vida na Terra, possibilitando ao modo de vida
aerdbico se desenvolver (Fisher; Hemp; Valentine, 2016).

As cianobactérias possuem uma morfologia diversificada, com cianobactérias

unicelulares, coloniais e filamentosas (Komarek et al., 2014). Elas podem ser classificadas
como parte do dominio Eubactéria, pertencentes ao filo Cyanobacteria e das classes
Cyanophyceae e Vampirovibriophyceae (Guiry, 2024). Na classe Cyanophyceae, podemos
encontrar cerca de 20 ordens, a qual se destaca a ordem Nostocales, que contém familias com
cianobactérias filamentosas heterocitadas (Strunecky; Ivanova; Mares, 2023).
As cianobactérias filamentosas heterocitadas sdo caracterizadas por apresentarem células
especializadas, heterdcitos e acinetos, que auxiliam na adaptacdo aos mais variados ambientes
(Strunecky; lvanova; Mares, 2023). Os heterdcitos sdo células capazes de realizar a fixacéo
bioldgica de nitrogénio (FBN) devido a presenca da enzima nitrogenase, que é sensivel ao
oxigénio. Em razdo disso, os heterdcitos possuem uma dupla membrana, para tornar o
ambiente intracelular livre de oxigénio e permitir a constante atividade da nitrogenase
(Bustos-Diaz; Barona-Gomez; Cibrian-Jaramillo, 2019).

A producéo de heterdcitos é desencadeada pela diminuigcdo de nitrogénio no ambiente
ou pelo desbalanco da razdo carbono-nitrogénio (C-N) devido ao excesso de carbono (Zhang
et al. 2018; Favaro; Nascimento; Coelho, 2021). O excesso de carbono na forma inorganica,

como o CO,, ou organica, como diferentes aclcares, pode desencadear a formacdo de
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heterécitos (Tyagi; Ahluwalia, 1978; Banerjee; Kumar, 1988; Lindo; Griffith, 2017; Biondi,
2025). Os heterdcitos, para se manterem funcionais, devem ficar aderidos ao filamento, uma
vez que sdo dependentes das células vegetativas. As ceélulas vegetativas fornecem
fotoassimilados aos heterdcitos, que, em contrapartida, fornecem nitrogénio fixado para as
células vegetativas. Além disso, ocorrem intercambios de outras moléculas, como
sinalizadores, entre os dois tipos celulares (Meeks; Elhai, 2002; Herrero; Stavans; Flores,
2016).

J& os acinetos sdo células que atuam como esporos de resisténcia. A producdo de
acinetos pode ser desencadeada quando o ambiente se encontra desfavoravel para as
cianobactérias. Mudancas na temperatura (Sukenik; Ricker; Maldener, 2019), baixa
luminosidade (Sukenik; Ricker; Maldener, 2019; Pimenta et al., 2025), ou mudanca na
disponibilidade de nutrientes, como baixas concentracbes de fdésforo (Sukenik; Ricker;
Maldener, 2019; Souza, 2024) podem desencadear a formagéo de acinetos. Os acinetos séo
formados a partir da diferenciacdo de células vegetativas e sdo maiores que 0S outros tipos
celulares. Durante a sua formacdo, os acinetos podem acumular reservas e acidos nucleicos
(Sukenik; Riicker; Maldener, 2019). O acimulo de material intracelular pode auxiliar os
acinetos a passarem pelo periodo de dorméncia e germinar quando o ambiente se tornar
favoravel novamente. Por causa dessas e outras caracteristicas adaptativas, as cianobactérias
podem ocupar 0s mais variados ambientes (Gaysina; Saraf; Singh, 2019).

As cianobactérias ja foram encontradas em ambientes extremos, como regides polares,
na Antartica e no Artico (Makhalanyane et al., 2015; Pushkareva et al., 2024), em regides
aridas, como deserto do Saara (Mehda et al., 2021), além de fontes termais (Kastovsky et al.,
2023). Elas também podem estabelecer relacdes com diversos organismos, como algas e
fungos (Rikkinen, 2013; Favaro; Nascimento; Coelho, 2021), animais (Erwin; Thacker, 2008)
e plantas. No grupo de plantas, existem registros de relagcdes simbidticas com briofitas
(Deane-Coe; Sparks, 2016), samambaias, como o0 género Azolla Lam. (Salviniaceae)
(Bhuvaneshwari; Singh, 2015; Kumar et al., 2019), gimnospermas, como a ordem Cycadales
(Chang et al., 2019) e angiospermas, como 0 género Gunnera L. (Gunneraceae) (Chiu et al.,
2005). Estas relagdes sdo estabelecidas principalmente pela capacidade das cianobactérias
fixarem nitrogénio, que fica disponivel para as plantas.

Destacamos a relacdo entre cianobactérias e macrofitas, que englobam plantas
aquaticas de diferentes grupos. As relagfes entre macrofitas e cianobactérias podem ser
endofiticas, em que as cianobactérias colonizam o interior de tecidos das plantas

(Papaefthimiou et al., 2008; Kumar et al., 2019), ou epifiticas, que as cianobacterias



13

colonizam a superficie de tecidos, como as raizes (Fonseca; Rodrigues, 2005; Pimenta et al.,
2021 e Pimenta et al.,, 2025). Macrdfitas e cianobactérias podem estabelecer relacGes
simbioticas, como o género Azolla (Bhuvaneshwari; Singh, 2015; Kumar et al., 2019), nas
quais a cianobactéria fornece nitrogénio fixado e a macrofita fornece abrigo, ou de
competicdo, em que macrofitas e cianobactérias competem por recursos, como luz, nutrientes
e espaco (Svanys; Paskauskas; Hilt, 2014; Gao et al., 2015; Wijewardene et al., 2022). Além
disso, diversas cianobactérias podem ser encontradas estabelecendo relagcGes epifiticas em
uma mesma espécie de macrofita (Pimenta et al., 2021), o que pode gerar competi¢do por
espaco e nutrientes entre cianobactérias. Desse modo, mudangas ambientais, como 0 aumento
do carbono dissolvido na agua em razdo das mudancas climaticas (Li et al., 2016; Yan et al.,
2017; Mcdonough et al., 2020) ou alteracdes nas interacdes ecoldgicas, entre outros fatores,
podem desencadear respostas adaptativas em cianobactérias, como a variagdo em sua
morfologia.

Os proximos capitulos da presente tese abordam a plasticidade morfolégica de uma
cianobactéria filamentosa heterocitada, a Cronbergia amazonensis (Nostocales). A espécie foi
recém descrita e possui apenas dois registros até 0 momento, um no Rio Solimdes, Amazonas,
norte do Brasil (Genuério; Sant'/Anna; Melo, 2018) e outro em uma usina hidrelétrica entre os
municipios de Lavras e Perddes, no sul de Minas Gerais, sudeste do Brasil (Pimenta et al.,
2025). Cronbergia amazonensis ja exibiu plasticidade ecoldgica, apresentando habitos
plancténicos e epifiticos e plasticidade morfologica, ao produzir heterdcitos e acinetos
(Genuario; Sant'/Anna; Melo, 2018; Pimenta et al., 2021). Apesar de sua relevancia ecolégica,
as respostas ao balanco C:N, interagbes com macrofitas e competicdo com outras
cianobactérias permanecem pouco compreendidos em C. amazonensis. Desse modo, a
presente tese teve como objetivos: 1 - Avaliar o efeito da adi¢do de diferentes concentracGes
de carbono na producdo de heterdcitos por C. amazonensis e 2 - Avaliar o efeito da interacdo
com espécies de macrofitas e com a cianobactéria Desmonostoc sp. UFLA 12 na morfologia

de C. amazonensis.
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RESUMO

As cianobactérias filamentosas heterocitadas possuem a capacidade de produzir células
especializadas, como acinetos e heterdcitos. Os acinetos atuam como células de resisténcia,
permitindo que as cianobactérias sobrevivam em condi¢Ges ambientais desfavoraveis. Ja os
heterdcitos, sdo responsaveis pela fixagao biologica de nitrogénio (FBN), gracas a presenga da
enzima nitrogenase. A formacado de heterécitos pode ser desencadeada pela falta de nitrogénio
no meio ou pelo desbalan¢o na razdo carbono-nitrogénio. Neste contexto, o presente estudo
teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de carbono na
producdo de heterécitos em Cronbergia amazonensis UFLA 01 (Nostocales). A glicose foi
utilizada como fonte de carbono, nas concentracfes de 1% e 3%. A adi¢do de carbono ao meio
ndo promoveu uma maior producdo de heterécitos em comparagdo com o controle, além
disso, um maior nimero de heterdcitos se desprenderam do filamento com a adicdo de
glicose, tornando-se ndo-funcionais. Foi registrada a formagdo de acinetos, indicando um
estado de estresse. Apos 10 dias de experimento, observou-se a morte das cianobacterias
expostas ao tratamento com 3% de glicose. No entanto, mesmo sob condig¢des de estresse, as
cianobactérias no tratamento com 1% de glicose demonstraram resiliéncia, voltando a crescer
e formando novos filamentos 45 dias ap6s o término do experimento. A producdo de
heterdcitos, acinetos e o restabelecimento de C. amazonensis evidenciam sua capacidade
adaptativa.

Palavras — chave: FBN; carbono; acineto; nitrogénio; cianobactéria.
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ABSTRACT

Heterocytous filamentous cyanobacteria have the ability to produce specialized cells, such as
akinetes and heterocysts. Akinetes act as resistance cells, allowing cyanobacteria to survive in
unfavorable environmental conditions. Heterocysts, on the other hand, are responsible for
biological nitrogen fixation (BNF), due to the presence of the nitrogenase enzyme. Heterocyst
formation can be triggered by a lack of nitrogen in the medium or by an imbalance in the
carbon-nitrogen ratio. In this context, the present study aimed to evaluate the effect of adding
different concentrations of carbon on the production of heterocysts in Cronbergia
amazonensis UFLA 01 (Nostocales). Glucose was used as a carbon source, at concentrations
of 1% and 3%. The addition of carbon to the medium did not promote greater production of
heterocytes compared to the control, in addition, a greater number of heterocytes detached
from the filament with the addition of glucose, becoming non-functional. The formation of
akinetes was recorded, indicating a state of stress. After 10 days of experiment, the death of
cyanobacteria exposed to treatment with 3% glucose was observed. However, even under
stress conditions, cyanobacteria in the treatment with 1% glucose demonstrated resilience,
regrowing and forming new filaments 45 days after the end of the experiment. The production
of heterocytes, akinetes and the reestablishment of C. amazonensis demonstrate its adaptive
capacity.

Keywords: BNF; carbon; akinete; nitrogen; cyanobacteria.
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo organismos procariontes capazes de fazer fotossintese oxigénica
(Raven; Giordano, 2014). Consideradas a base de diversas cadeias alimentares, elas
contribuem significativamente para a producdo priméaria e fornecimento de oxigénio
atmosférico (Flombaum et al. 2013; Gaysina; Saraf; Singh, 2019). As cianobactérias podem
ser classificadas em unicelulares, coloniais e filamentosas (Komarek et al., 2014). Existem
dois tipos de cianobactérias filamentosas, as homocitadas e as heterocitadas. Esse tipo de
classificacdo é baseado na producdo de células especializadas, como heterdcitos e acinetos
(Bustos-Diaz; Barona-Gomez; Cibrian-Jaramillo, 2019).

O heterdcito é uma célula especializada, capaz de realizar a fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) gracas a presenca da enzima sensivel ao oxigénio, a nitrogenase (Bustos-
Diaz; Barona-Gémez; Cibridn-Jaramillo, 2019). O heterdcito possui dupla membrana celular
que impede a entrada de oxigénio e permite uma constante atividade da enzima nitrogenase
(Kumar; Mella-Herrera; Golden, 2010). A FBN realizada pelas cianobactérias € muito
importante, uma vez que disponibiliza formas assimilaveis de nitrogénio, como a amonia,
para diversos organismos que ndo sao capazes de utilizar o gas nitrogénio inerte (N2) presente
na atmosfera (Lesser et al., 2007; Kumar et al., 2019).

O processo de fixacdo de nitrogénio realizado por heterdcitos demanda um alto custo
energético, cerca de 15-16 moléculas de adenosina trifosfato (ATP) séo utilizadas para fixar
uma molécula de N2 (Raymond et al. 2004; Thompson; Zehr 2013). A FBN ocorre quando o
meio apresenta privacdo de nitrogénio ou ha um desbalango entre a razdo carbono-nitrogénio
(C-N) (Zhang et al. 2018; Forchhammer; Selim 2019). Sendo assim, o metabolismo do
carbono e nitrogénio sdo intrinsicamente relacionados, e mudancas na disponibilidade de um
pode influenciar o metabolismo do outro (Zhang et al. 2018). Desde modo, mudangas nas
concentracBes de carbono e nitrogénio podem desencadear a producdo de heterdcitos em
cianobactérias como estratégia para aumentar a concentracdo de nitrogénio e rebalancear a
razdo C-N (Saha et al. 2007; Favaro; Nascimento; Coelho, 2021).

AlteracGes ambientais, como o aumento de carbono dissolvido na agua devido as
mudancas climaticas (Li et al., 2016; Yan et al., 2017; Mcdonough et al., 2020), podem
propiciar o surgimento de estratégias adaptativas em cianobactérias heterocitadas, como a
variacdo na morfologia e estrutura. A capacidade do gendtipo de apresentar variagdes na
forma do organismo em resposta ao ambiente é conhecida como plasticidade morfoldgica

(Sultan, 2000; Justice et al., 2008; Ganie et al., 2015). Sendo assim, as cianobactérias podem
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exibir plasticidade morfoldgica em resposta ao aumento de carbono, podendo ser observada a
formacéo de heterdcitos (Favaro; Nascimento; Coelho, 2021) ou, como resposta ao estresse, a
formacédo de acinetos (esporo de resisténcia das cianobactérias) (Pimenta et al., 2021) e o
desprendimento de heterdcitos do filamento (Souza, 2024), como forma de diminuir o gasto
energético (Raymond et al. 2004; Thompson; Zehr 2013).

Cronbergia amazonensis (Nostocales) é uma cianobactéria filamentosa heterocitada,
com heterdcitos terminais. Apresenta plasticidade ecologica, com registros de habitos
planctonicos e perifiticos (Genuario; Sant’Anna; Melo, 2018; Pimenta et al., 2025) e
plasticidade morfologica, com capacidade de diferenciar heterdcitos quando cultivada em
meio sem nitrogénio e acinetos em ambientes com baixa luz (Pimenta et al., 2025). Até o
presente momento, ha apenas trabalhos de descricdo de C. amazonensis (Genuario;
Sant’Anna; Melo, 2018; Pimenta et al., 2025), sendo assim, trabalhos que buscam entender os
efeitos das mudancas do meio sobre as respostas adaptativas de C. amazonensis podem
contribuir para compreender a histéria de vida e a ecologia da espécie. Desse modo, 0
presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adi¢do de diferentes concentracdes de
carbono na producdo de heterdcitos por C. amazonensis. Baseados na premissa de que o
balanco entre o carbono e o nitrogénio é a principal forca para inducdo e controle da
diferenciacdo de heterdcitos (Zhang et al. 2018, Favaro; Nascimento; Coelho, 2021) testamos
as seguintes hipoteses: 1: A adicdo de carbono induz um aumento na producéo de heterdcitos
em razdo do desbalanco da razdo C-N; 2: A adicdo de carbono induz o desprendimento de

heterdcitos do filamento em resposta ao estresse provocado pela mudanga no ambiente.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagem Cronbergia amazonensis UFLAO1

A linhagem da cianobactéria estudada, Cronbergia amazonensis UFLA 01, faz parte da
Colecdo de Culturas de Cianobactérias Filamentosas da Universidade Federal de Lavras
(CCF-UFLA). C. amazonensis foi isolada a partir do espremido de raizes da macrofita
aquatica Pistia stratiotes L. (Araceae) (Pimenta et al., 2025), coletada no reservatério da
Usina Hidrelétrica do Funil, localizada entre os municipios de Lavras e Perd@es, estado de
Minas Gerais, Brasil (21° 8 '36.45 "S, 45° 2’ 11.12” W). C. amazonensis € uma cianobactéria
filamentosa heterocitada, com filamentos curtos e sem bainha de mucilagem (Pimenta et al.,

2025). Além disso, apresenta habito tanto epifitico (Pimenta et al., 2025) quanto
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fitoplanctonico (Genuario; Sant’Anna; Melo, 2018). C. amazonensis produz acinetos como
células de resisténcia, caracterizados por serem mais largos que as células vegetativas e
heterdcitos e com sua producdo desencadeada em ambientes pouco iluminados (Pimenta et
al., 2025). J& os heterdcitos produzidos, que sdo células especializadas na fixagdo de N2, sdo
terminais, presentes nas pontas do filamento e possuem a parede espessa € com um nddulo
polar na ligacao entre o heterécito e a célula vegetativa (Pimenta et al., 2025). Existem dois
registros de C. amazonensis até o0 momento, o primeiro no Rio Solimdes, na Amazonia
(Genuario; Sant’Anna; Melo, 2018), norte do Brasil e 0 segundo em uma usina hidrelétrica,
em Minas Gerais, sudeste do Brasil (Pimenta et al., 2025).

2.2 Preparo do inoculo

A linhagem C. amazonensis foi repicada em 50 placas de petri com meio BG11, sélido
(Allen, 1968) e mantidas em bancada com fotoperiodo de 12 horas sob luz fluorescente por 60
dias para crescimento das culturas. Apds os 60 dias, foi feita a raspagem das culturas, e o
material obtido foi transferido para 1 litro de meio BG11lo liquido, homogeneizado com
seringas de 20 ml e transferido para tubos Falcon de 50 ml. Os tubos Falcon foram colocados
em centrifuga (Thermo Scientific MULTIFUGE X1R Centrifuge), e submetidos a um ciclo de
5000 rpm por 5 minutos, para separar a biomassa de cianobactérias do meio de cultivo. O
pellet foi separado do sobrenadante, homogeneizado e ressuspendido em 2,5 L de meio BG11,
liquido, obtendo-se assim o inéculo. Ap6s trés dias, periodo de crescimento logaritmico das
culturas, foi feita a analise de densidade Optica da cultura utilizando espectrofotémetro
(SHIMADZU UV-1800) e o valor obtido foi de 0,760 por ml.

2.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em estufa B.O.D vertical (Eletrolab), com temperatura
mantida em 26°C, luminosidade de 140 pmol/m/s e fotoperiodo de 12 horas. Para observar a
influéncia da quantidade de carbono na formacéo de heterdcitos em C. amazonensis, foram
preparados 9 tubos de ensaio de 50 mL divididos em trés tratamentos que consistiram em:
controle (sem adicdo de carbono) (CO), 1% de glicose (adi¢do de carbono) (1%) e 3% de
glicose (3%). Cada tratamento contou com trés réplicas, cada réplica consistiu em um tubo de
ensaio de 50 mL, contendo 20 mL de meio BG11o para os controles, 20 mL de meio BG11, e

1% de glicose e 20 mL de meio BG11, e 3% de glicose, além de 10% de indculo em cada
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tratamento (Figura 1). As concentragdes de glicose utilizadas no presente trabalho foram

baseadas em Tyagi e Ahluwalia (1978) e Banerjee e Kumar (1988).

2.4 Coleta de dados

Com auxilio de uma pipeta, foram feitas coletas de 1 ml dos tubos de ensaio de cada
tratamento. O material coletado foi armazenado em Eppendorfs contendo solucdo fixadora
Transeau na proporcdo de 1:1 e mantido protegido da luz. Foram feitas coletas a cada cinco
dias, sendo a primeira no primeiro dia do experimento e a Gltima no 15° dia de experimento,
totalizando quatro coletas. A partir do material coletado de cada tubo de ensaio, foram feitas
trés laminas, cada uma contendo uma gota do material. De cada lamina, foram fotografados
trés campos visualmente com o maior nimero de heterdcitos presentes utilizando microscépio
optico (Olympus U-CMAD3) com camera acoplada e aumento de 400 vezes, totalizando 198
campos (Figura 1). Ndo foram feitas fotos de campos da quarta coleta do tratamento com
adicdo de 3% de glicose, pois as cianobactérias morreram (Figura 5F).

A partir das fotos, foram contabilizados 0 numero de heterdcitos aderidos ao filamento
e 0 numero de heterdcitos desprendidos do filamentos utilizando o software ImageJ 1.45s.
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Figura 1- Esquema mostrando partes do método.

Legenda: (A) Raspagem da biomassa de cianobactérias formadas nas placas de petri. (B) Transferéncia
do material raspado para 1 litro de meio BG11, liquido. (C) O material foi transferido para tubos
falcon e centrifugado e o pellet foi ressuspendido em 2,5 L de meio novamente, formando o in6culo.
(D) Uma amostra do indculo foi coletada para medir a densidade Optica utilizando um
espectrofotdmetro. (E) Em tubos de ensaio, foi colocado 20 ml de meio BG11, liquido, 10% de
indculo e nos tratamentos com carbono, 1% ou 3% de glicose. (F) Os tubos de ensaio foram mantidos
em B.O.D. (G) Foram feitas coletas de amostras a cada 5 dias, utilizando uma pipeta. O material
coletado foi armazenado em Eppendorfs com solucdo Transeau. (H) Foram feitas 1d&minas com uma
gota do material armazenado. (1) As laminas foram observadas em microscépio optico. Este esquema
foi criado no Biorender.
Fonte: A autora (2025).

2.5 Analises de dados

Para avaliar o efeito dos tratamentos na producdo de heterdcitos de C. amazonensis,
foi feito o teste estatistico de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn, uma vez que os dados ndo
atenderam aos pressupostos da analise de variancia (ANOVA). Os tratamentos foram
utilizados como varidveis categdricas, e 0 numero de heterdcitos aderidos ao filamento e
desprendidos do filamento foram as variaveis resposta. Os dados foram analisados utilizando
o software R 4.3.0.
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3 RESULTADOS

Foram produzidos 32.113 heterdcitos no total, sendo 15.452 heterdcitos aderidos ao
filamento e 16.661 desprendidos do filamento. Os tratamentos com adi¢cdo de carbono
(glicose) apresentaram um numero maior de heterdcitos desprendidos (Figura 4B) do
filamento do que o controle, sendo o tratamento de 1% de glicose com trés vezes mais
heterdcitos desprendidos (7.835 heterdcitos) do que o controle (2.459 heterdcitos) e o
tratamento com 3% de glicose com trés vezes mais heterdcitos desprendidos (7.659
heterdcitos) que o controle. Desse modo, a adicdo de carbono promoveu um aumento de
aproximadamente 3,19 vezes de heterdcitos desprendidos, o que equivale a um aumento de
cerca de 218%. Ja o controle apresentou um maior nimero de heterdcitos aderidos ao
filamento (10.237 heterdcitos) do que os tratamentos com 1% de glicose (2.798 heterdcitos) e
3% de glicose (2.417 heterdcitos).

A producéo total de heterdcitos diferiu entre os tratamentos (KW = 9,14; dF = 2; p =
0,001). O controle produziu mais heterdcitos do que o tratamento com adicdo de 3% de
glicose, e o tratamento com adicdo de 1% de glicose ndo diferiu significativamente dos
tratamentos de 3% de glicose e do controle (Figura 2A).

O numero de heterdcitos aderidos ao filamento (Figuras 4A e 4B) variou entre 0s
tratamentos, (KW = 20,03; dF = 2; p < 0,01). O controle apresentou um numero maior de
heterdcitos aderidos ao filamento do que os tratamentos com 1% e 3% de glicose, e 0s
tratamentos de 1% e 3% de glicose ndo apresentaram diferencas entre 0s nimeros de
heterdcitos aderidos ao filamento (Figura 2B).

O namero de heterécitos desprendidos do filamentos variou entre os tratamentos, (KW
= 17.37; dF = 2; p < 0,01). O controle apresentou menos heterocitos desprendidos do que 0s
tratamentos com 1% e 3% de glicose, e os tratamentos de 1% e 3% de glicose néo

apresentaram diferencas entre 0s nimeros de heterdcitos desprendidos (Figura 2C).
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Figura 2 — Efeitos da adigéo de glicose (carbono) nos heterdcitos.
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Legenda: (A) Efeito da adicdo de carbono no nimero total de heterdcitos produzidos por C.
amazonensis, sendo os tratamentos: CO (Controle), 1% (adicdo de 1% de glicose) e 3% (adi¢do de 3%
de glicose). (B) Efeito da adigdo de carbono no numero de heterdcitos aderidos ao filamento de C.
amazonensis, sendo os tratamentos: CO (Controle), 1% (adicdo de 1% de glicose) e 3% (adi¢do de 3%
de glicose). (C) Efeito da adi¢do de carbono no nimero de heterdcitos desprendidos ao filamento de C.
amazonensis, sendo os tratamentos: CO (Controle), 1% (adicdo de 1% de glicose) e 3% (adi¢do de 3%
de glicose). As letras minusculas representam a comparagdo entre 0s tratamentos, letras diferentes
indicam que houve diferenca significativa entre os tratamentos, letras iguais, indicam que ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos. Nivel de significancia foi de p < 0,05.
Fonte: A autora (2025).

Ao compararmos os tratamentos com adi¢do de carbono e o controle, notamos que ao
longo das coletas, o nimero de heterdcitos que se desprenderam dos filamentos aumentou nos
tratamentos com adicdo de carbono, principalmente no tratamento com adicdo de 3% de
glicose (Figuras 5D e 5F), e que o aumento destes elevou de maneira abrupta ja na segunda
coleta (Figura 3B). O nimero de heterdcitos aderidos ao filamento diminuiu nos tratamentos

com adicdo de carbono, principalmente no tratamento com adi¢cdo 3% de glicose (Figura 3A).
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J& no controle, 0 numero de heterdcitos aderidos ao filamento aumentou e o numero de
heterdcitos desprendidos do filamento teve pouca alteracdo ao longo do tempo (Figura 3A e
3B).

Figura 3 — NUmero médio de heterdcitos ao longo das coletas.
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Legenda: (A) Média do numero de heterdcitos aderidos aos filamentos ao longo das coletas (em dias),
sendo os tratamentos de 1% (tridngulo ndo preenchido cinza médio), 3% (quadrado cinza claro) e CO
(circulo preenchido preto). (B) Média do numero de heterdcitos desprendidos do filamento ao longo
das coletas (em dias), sendo os tratamentos de 1% (tridngulo ndo preenchido cinza médio), 3%
(quadrado cinza claro) e CO (circulo preenchido preto).

Fonte: A autora (2025).

Apos o fim do experimento, os tubos utilizados foram mantidos em bancada sob a luz
fluorescente do Laboratério de Anatomia Vegetal da UFLA. Apds 45 dias, foi observada o
crescimento de cianobactérias em tubos com 1% de glicose (Figura 4F). A biomassa formada
foi coletada, armazenada em Eppendorfs com solucdo Transeau 1:1 e uma amostra foi
observada no microscopio Optico de captura (Olympus U-CMAD3). Na lamina foram
observados filamentos de C. amazonensis indicando que novos filamentos foram formados
(Figura 4F).
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Figura 4 — C. amazonensis no tratamento com 1% de glicose ao longo do experimento.
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Legenda: (A) C. amazonensis na primeira coleta do tratamento com 1% de glicose. (B) C.
amazonensis na segunda coleta do tratamento com 1% de glicose. (C) C. amazonensis na terceira
coleta do tratamento com 1% de glicose. (D) Heterdcitos de acineto de C. amazonensis na quarta
coleta do tratamento com 1% de glicose. (E) Filamento de C. amazonensis presente na quarta coleta.
(F) Filamentos de C. amazonensis que se reestabeleceram ap6s 45 dias do fim do experimento. A seta
vermelha indica heterdcitos de C. amazonensis aderidos ao filamento, a seta azul indica heterdcitos
desprendidos do filamento de C. amazonensis e a seta preta indica a presenca de acinetos. A barra de
escala corresponde a 20 pm.
Fonte: A autora (2025)
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Figura 5 — C. amazonensis coletada a partir do controle e do tratamento com adi¢do de 3% de
glicose ao longo do experimento.

Legenda: (A) C. amazonensis na primeira coleta do controle. (B) C. amazonensis na segunda coleta
do controle. (C) C. amazonensis na terceira coleta do controle. (D) C. amazonensis na primeira coleta
do tratamento com 3% de glicose. (E) C. amazonensis na segunda coleta do tratamento com 3% de
glicose. (F) Heterdcitos de C. amazonensis na terceira coleta do tratamento com 3% de glicose. A seta
vermelha indica heterécitos de C. amazonensis aderidos ao filamento, a seta azul indica heterécitos
desprendidos do filamento de C. amazonensis e a seta preta indica a presenca de acinetos. A barra de
escala corresponde a 20 pm.

Fonte: A autora (2025)
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4 DISCUSSAO

Os heterocitos s@o células especializadas na fixagdo de nitrogénio, fundamentais para
0 algumas cianobactérias (Bustos-Diaz; Barona-Gomez; Cibrian-Jaramillo, 2019; Kumar;
Mella-Herrera; Golden, 2010). A hipdtese de que a adicdo de carbono induz um aumento de
heterdcitos produzidos por C. amazonensis ndo foi confirmada, ja que o controle, sem adicdo
de carbono, nédo apresentou diferenca estatistica para o tratamento com a adicdo de 1% de
glicose e foi maior que o tratamento com adicdo de 3% de glicose. Isso pode indicar que o
excesso de carbono desequilibrou a relacdo carbono-nitrogénio (C-N) nas células, a ponto de
ser um fator estressante para a cianobactéria, principalmente no tratamento com adicdo de 3%
de glicose, por conta de muitos filamentos morrerem (Figura 5F) e, além disso, foi observada
a formacdo de acinetos (Figuras 4C, 4D e 5E). A producdo de acinetos indica que o0s
filamentos foram submetidos & estresse. Acinetos sdo células que atuam como esporos de
resisténcia e sdo produzidos em condi¢cGes ambientais desfavoraveis (Sukenik; Riicker;
Maldener, 2019). Durante a sua formacdao, os acinetos acumulam reservas energéticas e acidos
nucleicos para passarem pelo periodo de dorméncia e terem condi¢fes de germinar quando as
condigdes ambientais se tornarem favoraveis novamente (Sukenik; Ricker; Maldener, 2019).
Sendo assim, o estresse provocado pelo aumento de carbono prejudicou a manutengéo dos
heterdcitos funcionais e estimulou a producdo dos acinetos observados, como forma de
sobrevivéncia das cianobactérias ao estresse por excesso de carbono. Outro fator que pode ter
contribuido para o estresse observado é que as cianobactérias, além de terem sido submetidas
ao aumento de carbono no meio, 0 meio de cultivo utilizado foi 0 BG11p, sem NaNO3z como
fonte de nitrogénio, 0 que aumentou ainda mais a demanda por nitrogénio e pode ter
ocasionado um aumento estresse sofrido pela cianobactéria.

A adicdo de carbono na forma de glicose teve um efeito significativo no
desprendimento heterdcitos, corroborando com a nossa segunda hip6tese. E crucial considerar
que os heterdcitos aderidos ao filamento sdo funcionais e atuam na fixacdo de nitrogénio. O
grande nimero de heterdcitos desprendidos nos tratamentos com 1% e 3% de glicose pode ser
um indicativo de estresse. 1sso pode ter ocorrido por conta dos heterécitos serem células
especializadas que demandam um alto custo energético para se manterem funcionais.
Conforme Raymond et al. (2004) e Thompson e Zehr (2013), sdo necessarias cerca de 15-16
moléculas de ATP para o heterdcito fixar uma molécula de N». Portanto, ao se encontrar em
condicbes de estresse ambiental, as cianobactérias podem desprender os heterdcitos dos

filamentos como forma de economizar energia e recursos.
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De acordo com Meeks e Elhai (2002) e Herrero, Stavans e Flores (2016), os
heterdcitos requerem uma conexdo fisica com o filamento para realizar a fixacdo de
nitrogénio de forma eficiente. A adesdo ao filamento proporciona o ambiente necessario para
a atividade enzimatica e o intercdmbio de nutrientes essenciais, como fotoassimilados
produzidos pelas células vegetativas e nitrogénio fixado pelo heterécito, além de outros
metabdlicos e enzimas sinalizadoras. Desse modo, os heterdcitos que se desprendem dos
filamentos perdem sua funcionalidade devido a dependéncia das células vegetativas. Com
menos heterdcitos funcionais presos aos filamentos, a capacidade do sistema de fixar
nitrogénio pode estar comprometida.

As concentrac@es de glicose utilizadas no presente trabalho foram baseadas em Tyagi e
Ahluwalia (1978), que observaram a producdo de heterécitos em Anabaena doliolum
(Nostocales) e Banerjee e Kumar (1988), que observaram a producdo de heterdcitos em
Aulosira fertilissima (Nostocales). Os autores adicionaram, respectivamente, 1% e 2% de
glicose ao meio de cultivo. As espécies de cianobactérias nos dois estudos, além de
produzirem mais heterdcitos, cresceram e mantiveram sua atividade de FBN. J& em nosso
estudo, o teor de glicose, como fonte de carbono acrescentado ao meio, parece ter exercido
um efeito estressor, estimulando o desprendimento de heterdcitos, producdo de acinetos e
morte de filamentos. Concentragdes menores de glicose podem ser uma alternativa para
observar o processo de formacdo de heterdcitos em C. amazonensis. Com 15 dias de
experimento, no tratamento com 3% de glicose, as cianobactérias ndo sobreviveram (Figura
5F), j& no tratamento com 1% de glicose, foi observado acinetos, heterécitos soltos e alguns
filamentos sobreviventes (Figuras 4E e 4F).

Apdbs 45 dias do inicio do experimento foi observado o reestabelecimento das
cianobactérias no tratamento com adicdo de 1% de glicose, com formacdo de novos
filamentos (Figura 4F), que pode ser devido ao rebalanceamento da razdo C-N. Isso pode ter
ocorrido tanto por conta da fixacdo de nitrogénio realizada pelos heterdcitos que
permaneceram funcionais, mesmo sobre estresse, quanto pela possibilidade das cianobactérias
terem consumido o carbono disponivel, supondo que esta linhagem possua mixotrofia. A
mixotrofia € uma estratégia em que organismos autotroficos podem também se comportar
como heterétrofos em determinadas situacdes, como na auséncia de luz (Tosuner; Urek,
2020). Essa estratégia nutricional ja foi observada em Anabaena (Nostocales) (Yu et al., 2011;
Khoobkar; Amrei, 2021), género filogeneticamente relacionado ao género Cronbergia
(Nostocales) (Komarek; Zapomelova; Hindak, 2010). Sendo assim, quando o ambiente se

tornou favoravel novamente pelo rebalanceamento da razdo C-N, os acinetos produzidos
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durante o periodo de estresse (Figuras 4C e 4D) germinaram e/ou as cianobactérias que
sobreviveram ao estresse, conseguiram se reproduzir novamente, e se reestabelecer no meio.

Em relacdo a producdo e manutencdo de um maior numero de heterdcitos funcionais
em C. amazonensis no controle, era um resultado esperado, j& que a cianobactéria estd
aclimatada ao meio, sendo cultivada nele ha vérias gerac6es (Figura 5A-C). O meio de cultivo
utilizado, 0 BG11,, é uma adaptacdo do meio BG11 (Allen, 1968) e ndo possui NaNOs, 0 que
explica o estimulo a producdo de heterécitos como forma de aumentar a concentracdo de
nitrogénio do meio de cultivo. Portanto, a auséncia de nitrogénio no meio desencadeou a
producdo de heterécitos no controle, conforme evidenciado por Pimenta et al. (2021) ao
estudar cianobactérias epifiticas nas raizes de Salvinia auriculata.

Apesar do aumento da disponibilidade de carbono em forma de glicose ter
desencadeado respostas ao estresse, como a producdo de acinetos e aumento de heterdcitos
ndo-funcionais, C. amazonensis demonstrou capacidade adaptativa ao crescer e se
reestabelecer no tratamento com 1% de glicose 45 dias ap6s o experimento ter finalizado.
Trabalhos com menores concentracfes de carbono podem ajudar na observacdo do processo
de formacdo de heterdcitos por conta do desbalanceamento da razdo C-N, e compreender
melhor esse mecanismo. Além disso, pesquisas que busquem investigar a presenca de
mixotrofia em C. amazonensis podem contribuir ainda mais para o entendimento da histéria
de vida da espécie e ajudar a explicar sua distribuicdo geografica, com apenas dois registros
até o momento, um no Amazonas, regiao norte do Brasil (Genuario; Sant’ Anna; Melo, 2018),
e outro no sudeste do Brasil (Pimenta et al., 2025).

Com base nos resultados observados, conclui-se que a adi¢éo de glicose como fonte de
carbono exerce influéncia significativa sobre o comportamento de C. amazonensis. A glicose
ndo estimulou a producdo de heterdcitos e desencadeou respostas de estresse, como 0
desprendimento de heterdcitos e a producdo de acinetos. Apesar disso, a sobrevivéncia e 0
reestabelecimento das cianobactérias no tratamento com 1% de glicose ressaltam a capacidade
adaptativa de C. amazonensis. Essas respostas reforcam que C. amazonensis reponde ao
desequilibrio da razdo C-N e evidenciam sua plasticidade morfolégica e capacidade

adaptativa em condicdes adversas.
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ARTIGO 2 Efeitos da interacdo com diferentes espécies de macrofitas e com

Desmonosctoc sp. (Nostocales) na plasticidade morfoldgica de Cronbergia amazonensis
(Nostocales).

Artigo elaborado de acordo com a NBR 6022 (ABNT, 2018).
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RESUMO

As cianobactérias possuem grande plasticidade morfologica e ecologica, sendo encontradas
em todos os lugares do planeta. Dentre as cianobactérias, destacamos as filamentosas
heterocitadas, as quais produzem células especializadas que aumentam sua capacidade
adaptativa, como acinetos (células que atuam como esporo de resisténcia) e heterdcitos
(células capazes de realizar a fixacdo bioldgica de nitrogénio em situacdes de pouca
disponibilidade de nitrogénio). Cianobactérias filamentosas heterocitadas podem estabelecer
relacbes epifiticas com macrofitas ao se aderirem as suas raizes. Nessa relacdo, a
cianobactéria fornece nitrogénio fixado a planta e forma, junto a outras cianobactérias e
microalgas, parte do perifiton. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
interacdo com diferentes espécies de macrofitas (Pistia stratiotes e Salvinia auriculata), alem
da presenca no meio de outra cianobactéria filamentosa heterocitada, Desmonostoc sp., na
plasticidade morfol6gica de Cronbergia amazonensis. Em consércio com Desmonostoc sp. e
inoculada no meio com rametes de S. auriculata, C. amazonensis apresentou filamentos
menores. J& no consorcio entre Desmonostoc sp. e C. amazonensis inoculados em meio com
rosetas de P. stratiotes, tanto o nimero de heterdcitos quanto a razdo entre heterécitos e
células vegetativas foram aumentadas. Além disso, C. amazonensis apresentou heterdcitos
maiores em interacdo com P. stratiotes, independentemente da presenca ou nao de outra
cianobactéria. C. amazonensis apresentou plasticidade morfoldgica, ao alterar a morfometria
do filamento e diferenciar heterdcitos em interacdo com diferentes macréfitas e com outra
cianobactéria, demonstrando a sua plasticidade ecoldgica.

Palavras-chave: cianobactéria; plasticidade fenotipica; competicdo; cianobactéria filamentosa;
heterdcito.
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ABSTRACT

Cyanobacteria have great morphological and ecological plasticity and are found everywhere
on the planet. Among the cyanobacteria, we highlight the heterocytous filamentous, which
produce specialized cells that increase their adaptive capacity, such as akinetes (cells that act
as resistance spores) and heterocysts (cells capable of biologically fixing nitrogen in situations
of low nitrogen availability). Heterocytous filamentous cyanobacteria can establish epiphytic
relationships with macrophytes by attaching themselves to their roots. In this relationship, the
cyanobacteria provide fixed nitrogen to the plant and, together with other cyanobacteria and
microalgae, form part of the periphyton. The present study aimed to evaluate the effects of the
interaction with different species of macrophytes (Pistia stratiotes and Salvinia auriculata), in
addition to the presence in the medium of another heterocytous filamentous cyanobacterium,
Desmonostoc sp., on the morphological plasticity of Cronbergia amazonensis. In consortium
with Desmonostoc sp. and inoculated in the medium with ramets of S. auriculata, C.
amazonensis presented smaller filaments. In the consortium between Desmonostoc sp. and C.
amazonensis inoculated in medium with rosettes of P. stratiotes, both the number of
heterocytes and the ratio between heterocysts and vegetative cells were increased. In addition,
C. amazonensis presented larger heterocysts in interaction with P. stratiotes, regardless of the
presence or not of another cyanobacterium. C. amazonensis showed morphological plasticity,
by altering the morphometry of the filament and differentiating heterocytes in interaction with
different macrophytes and other cyanobacteria, demonstrating its ecological plasticity.
Keywords: cyanobacteria; phenotypic plasticity; competition; filamentous cyanobacteria,;
heterocyst.
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo consideradas os primeiros seres vivos a realizarem a fotossintese
oxigénica e, ha 2,4 bilhdes de anos aproximadamente, foram responsaveis pelo grande evento
de oxigenacdo que modificou definitivamente a vida na Terra (Fisher et al., 2016). As
cianobactérias sdo organismos procariontes que contribuem com boa parte do oxigénio
atmosférico e fazem parte da producéo primaria de muitas cadeias alimentares (Flombaum et
al. 2013; Gaysina; Saraf; Singh, 2019). Esse grupo é muito diverso, apresentando formas
unicelulares, filamentosas ou coloniais (Komarek et al., 2014).

As cianobactérias filamentosas podem ser classificadas em homocitadas e
heterocitadas de acordo com a formacdo de células especializadas, como heterdcitos e
acinetos. Os heterdcitos sdo capazes de realizar a fixagdo bioldgica do nitrogénio (FBN)
(Bustos-Diaz; Barona-Gémez; Cibrian-Jaramillo, 2019) e os acinetos atuam como esporos de
resisténcia (Meeks et al., 2002). Além disso, em algumas, podemos observar a formacéo de
homogonios, que sdo fragmentos modveis do filamento que ajudam na dispersdo das
cianobactérias (Meeks et al., 2002). Essas e entre outras caracteristicas, permitem que as
cianobactérias apresentem uma grande plasticidade fenotipica, ou seja, a capacidade de um
mesmo gendtipo apresentar diferentes fendtipos de acordo com as condigdes ambientais
(Sultan, 2000; Ganie et al., 2015).

As adaptacOes fisiologicas e morfoldgicas das cianobactérias tornaram possivel a
existéncia de espécies em todos os locais do planeta, desde ambientes extremos, como regides
polares, como a Antartica e o Artico (Makhalanyane et al., 2015; Pushkareva et al., 2024) até
regifes do deserto do Saara (Mehda et al., 2021). As cianobactérias também sdo capazes de
estabelecer relagbes simbioticas com diversos grupos, como com fungos e algas em liquens
(Favaro; Nascimento; Coelho, 2021), com animais (Wilkinson, 1992) e diferentes grupos de
plantas, como macroéfitas (Pimenta et al., 2021; Pimenta et al., 2025).

A associacdo entre cianobactérias e macrofitas podem ocorrer de duas maneiras, de
maneira endofitica, colonizando a parte interna dos tecidos das macrdfitas (Papaefthimiou et
al., 2008; Kumar et al., 2019), ou epifitica, colonizando a superficie das raizes de macroéfitas
(Fonseca; Rodrigues, 2005; Pimenta et al., 2021; Pimenta et al., 2025). Essa relagdo pode ser
simbiotica, em que a cianobactéria fornece o nitrogénio fixado para a macrofita e a macroéfita
fornece abrigo (Papaefthimiou et al., 2008) ou de competicdo entre cianobactérias e
macrdéfitas, em que ambos 0S organismos competem por espaco e recursos para sobreviver
(Svanys; Paskauskas; Hilt, 2014; Gao et al., 2015; Wijewardene et al., 2022). Além da
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competicdo entre macrofitas e cianobactérias, pode ocorrer competicdo entre as diferentes
espécies de cianobactérias (Mohlin et al., 2012; Tan et al., 2019) que formam o perifiton
presente nas raizes de macrofitas.

Cronbergia amazonensis (Nostocales) € uma cianobactéria filamentosa heterocitada
que apresenta plasticidade ecoldgica, ja encontrada em ambientes plancténicos (Genuario;
Sant'/Anna; Melo, 2018) e associada epifiticamente a macroéfita Pistia stratiotes L. (Araceae)
(Pimenta et al., 2025), bem como plasticidade morfoldgica, ao diferenciar heterdcitos em
condigdes de restricdo de nitrogénio e acinetos sob baixa luminosidade (Pimenta et al., 2025).
Além disso, C. amazonensis possui apenas dois registros de ocorréncia em regides distantes
uma da outra, um no Rio Solimdes, Amazonas, norte do Brasil (Genuéario; Sant'/Anna; Melo,
2018) e outro em uma usina hidrelétrica entre os municipios de Lavras e Perddes, no sul de
Minas Gerais, sudeste do Brasil (Pimenta et al., 2025). Sendo assim, estudos que visam
entender aspectos ecoldgicos da espécie e sua relacdo com outras espécies, como diferentes
macrdéfitas e outras cianobactérias, podem contribuir para compreender suas estratégias de
vida e sua distribuicdo geografica.

Os dois Unicos artigos sobre C. amazonensis, relacionam-se a sua filogenia, forma de
vida e distribuicdo geografica (Genuario; Sant’Anna; Melo, 2018; Pimenta et al., 2025).
Sendo assim, a presente pesquisa buscou estudar aspectos ecoldgicos referentes a sua
interacdo com outros organismos, focando na plasticidade morfolégica da espécie. A
plasticidade morfoldgica pode ser definida como a variagdo na forma e estrutura dos fenotipos
exibidos por individuos encontrados em diferentes condi¢cdes ambientais (Justice et al., 2008;
Ganie et al., 2015). Sendo assim, o objetivo foi avaliar o efeito de duas espécies de macrdéfitas
e da presenca de outra cianobactéria, Desmonostoc sp. (Nostocales), na morfologia e
diferenciacéo celular de C. amazonensis.

Uma vez que C. amazonensis foi isolada da macrofita P. stratiotes, e que esta
macrofita pode ocorrer em lagoas com a presenca da macréfita Salvinia auriculata Aubl.
(Salvinaceae), a qual tem como componente de seu perifiton a cianobactéria Desmonostoc sp.,
e baseados nos pressupostos de que a plasticidade morfoldgica pode ser moldada pela
interacdo entre especies (Gray et al., 2021) formulamos as seguintes hipoteses: 1: C.
amazonensis inoculada num meio com a macréfita P. stratiotes apresenta um maior
investimento em crescimento vegetativo (tamanho filamento e nimero de células vegetativas),
e um menor investimento em heterdcitos (tamanho de heterdcito e nimero de heterdcitos) do
gue em consorcio com Desmonostoc. sp., devido a competicdo que pode ocorrer entre as

cianobactérias quando estas estdo em consoércio; 2: C. amazonensis inoculada em um meio
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com a macréfita S. auriculata apresenta um maior investimento em crescimento vegetativo, e
um menor investimento em heterdcitos do que em consércio com Desmonostoc sp., devido a
competicdo que pode ocorrer entre as cianobactérias quanto estas estdo em consorcio; 3: C.
amazonensis apresenta um maior investimento em crescimento vegetativo e menor
investimento em heter6citos num meio com a macrdéfita P. stratiotes do que inoculada no
meio com a macréfita S. auriculata, uma vez que C. amazonensis foi isolada a partir da raizes
de P. stratiotes e pode estar adaptada a interacdo com a espécie de macrdfita, sendo assim,
apresenta um maior investimento em crescimento vegetativo do que em heterdcitos para a

fixacdo de nitrogénio.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Linhagens de cianobactérias heterocitadas

Cronbergia amazonensis UFLA 01 foi isolada a partir das raizes da macrdfita aquatica
Pistia stratiotes, coletada no reservatorio da Usina Hidrelétrica do Funil, localizada no estado
de Minas Gerais, Brasil (21° 8 '36.45 "S, 45° 2" 11.12" W), e faz parte da Colegédo de Culturas
de Cianobactérias Filamentosas da UFLA (CCF-UFLA). C. amazonensis é uma cianobactéria
filamentosa, heterocitada, com heterdcitos polares, filamentos curtos e que pode formar
acinetos como células de resisténcia (Pimenta et al., 2025). Alem disso, C. amazonensis pode
estabelecer relacdes epifiticas com macrdfitas, como a utilizada no presente estudo (Pimenta
et al., 2025), ou ter habitos planctdnicos (Genuario; Sant'Anna; Melo, 2018).

Para observar o efeito do consércio com outra cianobactéria em C. amazonensis, foi
selecionada a linhagem Desmonostoc sp. UFLA 12. Desmonostoc sp. UFLA 12 foi isolada das
raizes da macrofita aquatica S. auriculata que foi coletada na regido sudeste do Brasil
(21°08°56S, 44°52°53W) (see in Pimenta et al., 2021). As linhagens de Desmonostoc sp.
UFLA 12 tém heterdcitos terminais e intercalares e formam longos filamentos cercados por
uma bainha mucilaginosa. Os filamentos de Desmonostoc sp. UFLA 12 ndo sdo densamente
enrolados com tricomas compactos como em Nostoc (Nostocales). Alem disso, 0s acinetos
podem ser diferenciados em cadeias longas como uma forma de resisténcia (Hrouzek et al.,
2013).

2.2 Obtencao do in6culo
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Cada linhagem de cianobactéria foi repicada em 50 placas de petri contendo meio
BG11, solido (Allen, 1968) e mantida por 60 dias crescendo em bancada sob luz fluorescente
e fotoperiodo de 12 horas. Apds o periodo de 60 dias, foi feita a raspagem da biomassa de
cianobactérias que cresceu nas placas de petri. O material raspado de cada linhagem foi
transferido para beckers contendo 1 L de meio BG11, liquido e homogeneizado utilizando
seringas de 20 ml. Apds a homogeneizacao, o material foi transferido para tubos Falcon de 50
ml e passou por processo de centrifugacdo com ciclo de 5000 rpm por cinco minutos. O pellet
obtido de cada linhagem foi homogeneizado e ressuspendido em 2,5 L de meio BG11, liquido
e 0 sobrenadante foi descartado. Apds o periodo de trés dias, que corresponde ao periodo de
crescimento logaritmico das culturas, foi feita a analise de densidade dptica de cada
cianobactéria utilizando espectrofotdmetro (SHIMADZU UV-1800). Os valores obtidos
foram de 0,2 por ml para C. amazonensis e 0,236 por ml para Desmonostoc sp. UFLA 12
(Figura 1).

2.3 Experimento em casa de vegetacao

Para observar o efeito da espécie de macrofita em que C. amazonensis estabelece
relacdo epifitica, C. amazonensis foi inoculada em meio com duas espécies de macrofitas,
Pistia stratiotes L. (Araceae) e Salvinia auriculata Aubl. (Salvinaceae). As rosetas de P.
stratiotes foram coletadas no reservatério artificial de residuos dos tanques de piscicultura da
Universidade Federal de Lavras (21°13°51.0”S 44°59°15.2”W), Lavras, sul de Minas Gerais,
sudeste do Brasil. J& os rametes de S. auriculata foram coletados em uma lagoa permanente
proxima a Macaia (21°08'56"S, 44°52'53"W), distrito de Bom Sucesso, oeste de Minas
Gerais, sudeste do Brasil.

Apos coletadas, as macréfitas foram lavadas para a retirada da matéria organica e
algas, e aclimatadas em casa de vegetacdo com sombrite de 30% por sete dias. Apds a
aclimatacdo, foram selecionadas oito rosetas de P. stratiotes e oito rametes de S. auriculata
gue apresentavam dimensdes proximas e que estavam com aparéncia saudavel. As raizes das
plantas selecionadas foram lavadas com agua destilada, para a retirada do maximo possivel de
outras algas e cianobactérias que poderiam estar presentes. Uma roseta e um ramete de cada
espécie foram colocados cada um em uma bacia com 1,5 L de solugcdo de Hoagland
(Hoagland; Arnon, 1950) a 5% da forca i6nica, para manter as plantas vivas, e 15 ml de
inoculo de cada linhagem de cianobacteéria, totalizando 16 bacias (Figura 1). O experimento

foi conduzido em casa de vegetacéo.
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O experimento consistiu em quatro tratamentos com quatro réplicas cada: C.
amazonensis inoculada em meio com P. stratiotes (PC) (Figura 2A), C. amazonensis em
consdrcio com Desmonostoc sp. inoculada em meio com P. stratiotes (PCO) (Figura 2B), C.
amazonensis inoculada em meio com S. auriculata (SC) (Figura 2C) e C. amazonensis em
consorcio com Desmonostoc sp. inoculada em meio com S. auriculata (SCO) (Figura 2D). O
experimento teve a duracdo de 15 dias, com a coleta realizada no ultimo dia do experimento.
Para coletar as cianobactérias perifiticas, as raizes das macrofitas foram espremidas, o liquido
espremido e pedacos das raizes foram armazenados em Eppendorfs contendo solucéo fixadora
Transeau na propor¢édo de 1:1. Os Eppendorfs foram mantidos em abrigo da luz. A partir do
material fixado, foram feitas duas laminas para cada réplica com uma gota cada, e a partir de
cada lamina, foram fotografados 30 filamentos de C. amazonensis utilizando microscopio
optico (Olympus U-CMAD3) com camera acoplada e aumento de 400 vezes, totalizando 960

filamentos fotografados (Figura 1).

Figural— Esquema mostrando partes do método.

Legenda: (A) Raspagem da biomassa de cianobactérias formada nas placas de petri. (B) Transferéncia
do material raspado para 1 litro de meio BG11, liquido. (C) O material foi transferido para tubos
falcon, centrifugado e o pellet foi ressuspendido em 2,5 L de meio novamente, formando o inéculo.
(D) Uma amostra do inéculo foi coletada para medir a densidade Optica utilizando um
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espectrofotdbmetro. (E) Uma roseta ou um ramete de cada espécie foram colocados cada um em uma
bacia com 1,5 L de solucdo de Hoagland a 5% da forca idnica e 15ml de indculo de cada linhagem de
cianobactéria. (F) As raizes das macrofitas foram espremidas, o liquido espremido e pedacos das raizes
foram armazenados em Eppendorfs contendo solucdo fixadora Transeau. (G) Foram feitas laminas
com uma gota do material armazenado. (H) As laminas foram observadas em microscopio éptico. Este
esquema foi criado utilizando o Biorender e o Canva.
Fonte: A autora (2025).
Figura 2 — Esquema mostrando partes do método.

Legenda: (A) Cronbergia amazonensis inoculada sozinha em meio com Pistia stratiotes. (B)
Cronbergia amazonensis inoculada em consércio com Desmonostoc sp. em meio com Pistia stratiotes.
(C) Cronbergia amazonensis inoculada sozinha em meio com Salvinia auriculata. (D) Cronbergia
amazonensis inoculada em consorcio com Desmonostoc sp. em meio com Salvinia auriculata. Este
esquema foi criado utilizando o Biorender e o0 Canva.

Fonte: A autora (2025).

2.4 Coleta de dados

A partir dos filamentos fotografados, foram feitas a contagem das células vegetativas,
heterdcitos e medidas do comprimento do filamento, comprimento dos didmetros polar e

equatorial do heterdcito e area do heterdcito utilizando o software ImageJ 1.45s.
2.5 Anélises estatisticas
Para avaliar o efeito dos tratamentos no comportamento dos filamentos de C.

amazonensis, foram obtidas como variaveis resposta a média do comprimento do filamento, o

numero de heterdcitos, o nimero de células vegetativas, a propor¢do do numero de heterécitos
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pelo nimero de células vegetativas, as médias dos diametros polar e equatorial dos heterdcitos
e a média da area dos heterdcitos. Os tratamentos foram as variaveis preditoras dos testes
estatisticos. Foram realizados testes para verificar se os dados atendiam aos pressupostos do
teste de analise de variancia (ANOVA). Com os dados que atenderam aos pressupostos, foi
feita uma analise de variancia de uma via (ANOVA — one way) e o post-hoc de Tukey HSD.
Com os dados que ndo atenderam aos pressupostos, foi feito o teste estatistico de Kruskal-

Wallis e post-hoc de Dunn. Os dados foram analisados utilizando o software R 4.3.0.

3 RESULTADOS

O comprimento dos filamentos de C. amazonensis foi afetado pela presenca de
Desmonostoc sp. somente no meio com S. auriculata (KW = 9,25, dF = 3; p = 0,02), sendo
maiores no tratamento SC (C. amazonensis inoculada sozinha em meio com S. auriculata)
comparado ao SCO (C. amazonensis inoculada em consorcio com Desmonostoc sp. em meio
com S. auriculata) (Figuras 4C e 4D). Em interagdo com P. stratiotes, o comprimento dos
filamentos de C. amazonensis néo foi afetado pela presenca de Desmonostoc sp. e ndo diferiu
entre os tratamentos de interagdo apenas com as macrdfitas. (Figura 3A). O numero de células
vegetativas ndo diferiu significativamente entre os tratamentos (F = 2,46; p = 0,08).

Com relacgdo ao investimento em heterdcitos, a producao de heterdcitos variou entre 0s
tratamentos com inoculagdo de C. amazonensis sozinha e em consdrcio em meio com P.
stratiotes (PC e PCO), sendo uma maior producdo de heterdcitos observada no consércio
(KW = 8,73; dF = 3; p = 0,03). N&o houve variacdo entre a inoculagdo do consorcio e a
inoculacdo de C. amazonensis sozinha em meio com S. auriculata (SC e SCO) e nem entre
tratamentos que variaram a espécie de macroéfita (SC e PC; SC e PCO; SCO e PC; SCO e
PCO) (Figura 3B). A razdo entre o numero de heterdcitos e o nimero as células vegetativas
apresentou resultados semelhantes ao relacionado ao nimero de heterécitos (KW = 7,97; dF =
3; p = 0,04), sendo que C. amazonensis apresentou uma proporcdo maior de heterdcitos
guando inoculada em consorcio com Desmonostoc sp. em meio com P. stratiotes (PCO) do
que em C. amazonensis inoculada sozinha em meio P. stratiotes (PC) (Figura 3C), 0s outros
tratamentos ndo apresentaram diferencas.

A éarea dos heterdcitos de C. amazonensis variou significativamente entre 0s
tratamentos com espécies diferentes de macrofitas, mas ndo entre a inoculacdo de C.
amazonensis sozinha e em consorcio com Desmonostoc sp. UFLA 12 (KW = 21,18; p < 0,01).

Os tratamentos de C. amazonensis inoculada sozinha (PC), e em consorcio com Desmonostoc
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sp. UFLA 12 em meio com P. stratiotes (PCO) apresentaram heterdcitos maiores do que 0s
tratamentos com inoculacdo de C. amazonensis inoculada sozinha (SC) e em consércio com
Desmonostoc sp. UFLA 12 em meio com S. auriculata (SCO) (Figuras 3D e 4A-D). O
didmetro equatorial do heterécito apresentou diferencas significativas entre os tratamentos (F
=8,75; p < 0,01), sendo maior no tratamento de C. amazonensis inoculada em consércio com
Desmonostoc sp. em meio com P. stratiotes (PCO) do que no tratamento de C. amazonensis
inoculada tanto sozinha (SC) quanto consércio em meio com S. auriculata (SCO). Além
disso, no tratamento de C. amazonensis inoculada sozinha em meio com P. stratiotes (PC), o
didmetro equatorial do heterdcito foi maior do que no tratamento de C. amazonensis
inoculada sozinha em meio com S. auriculata (SC) (Figura 3E). Quanto ao diametro polar dos
heterdcitos, suas medias foram diferentes entre os tratamentos (KW = 12,68; dF = 3; p <
0.01), sendo maior no tratamento de C. amazonensis inoculada em consércio em meio com P.
stratiotes (PCO) do que no tratamento de C. amazonensis inoculada tanto sozinha (SC)
guanto em consércio em meio com S. auriculata (SCO) e ndo houve diferenca entre os tipos
de indculos (C. amazonensis sozinha ou em consorcio com Desmonostoc sp. UFLA12)

inoculados em meio com a mesma macrofita (PC = PCO; SC = SCO) (Figura 4F).
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Figura 3 — Efeitos sobre o comprimento dos filamentos e investimento em heterdcitos de C.
amazonensis inoculada sozinha em meio com P. stratiotes (PC), C. amazonensis
inoculada em consércio com Desmonostoc sp. em meio com P. stratiotes (PCO),
C. amazonensis inoculada sozinha em meio com S. auriculata (SC) e C.
amazonensis inoculada em consércio com Desmonostoc sp. em meio com S.
auriculata (SCO).
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Legenda: (A) Média do tamanho do filamento de C. amazonensis. (B) Numero de heterdcitos
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(D) Area dos heterdcitos de C. amazonensis. (E) Média do didmetro equatorial dos heterdcitos de C.
amazonensis. (F) Média do didmetro polar do heterdcito de C. amazonensis. As letras minusculas
representam a comparacdo entre os tratamentos, letras diferentes indicam que houve diferenca
significativa entre os tratamentos, letras iguais, indicam que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos. Nivel de significancia de p < 0,05.
Fonte: A autora (2025)
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Figura 4 — Filamentos de C. amazonensis nos diferentes tratamentos.

Legenda: (A) Filamento de C. amazonensis no tratamento com inoculacdo de C. amazonensis sozinha
em meio com a presenca de P. stratiotes. A seta vermelha indica um heterdcito e a seta azul indica uma
célula vegetativa. (B) Filamento de C. amazonensis no tratamento com inoculagdo de C. amazonensis
em consorcio com Desmonostoc sp. em meio com a presenca de P. stratiotes. (C) Filamento de C.
amazonensis no tratamento com inoculacdo de C. amazonensis sozinha em meio com a presenca de S.
auriculata. (D) Filamento de C. amazonensis no tratamento com inoculagdo de C. amazonensis em
consorcio com Desmonostoc sp. em meio com a presenga de S. auriculata, a seta verde indica a bainha
de mucilagem de Desmonostoc sp. A barra de escala é de 12 um.
Fonte: A autora (2025).

4 DISCUSSAO

A cianobactéria heterocitada C. amazonensis UFLAO1 exibiu plasticidade morfoldgica
em interacdo com as duas espécies de macrofitas, bem como em consércio com a
cianobactéria Desmonostoc sp. UFLA 12. As cianobacterias s&o amplamente reconhecidas por
sua alta plasticidade adaptativa, permitindo-lhes colonizar uma vasta gama de ambientes ao
redor do planeta (Wilkinson, 1992; Makhalanyane et al., 2015; Favaro; Nascimento; Coelho,
2021; Mehda et al., 2021; Pimenta et al., 2021; Pushkareva et al., 2024; Pimenta et al., 2025).
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Essa adaptabilidade reforca a capacidade das cianobactérias de ajustar sua estrutura e
funcionamento em resposta a diferentes condi¢fes ambientais e interacdes bioldgicas.

C. amazonensis apresentou heterdcitos maiores quando inoculada no meio contendo P.
stratiotes, independentemente da presenca de outra cianobactéria (Figuras 3D e 4A-D). Isso
ndo corrobora a hipo6tese de que, por ter sido isolada a partir de raizes de P. stratiotes e devido
a interacdo epifitica que ocorre no ambiente natural, C. amazonensis apresentaria um menor
investimento em heterdcitos, ja estando adaptada as condicdes fornecidas pela interacéo
epifitica. Essa discrepancia pode ter relagdo com a diferenga na composicdo do meio utilizado
no experimento, que continha apenas a quantidade necessaria de nitrogénio para manter a
macrdfita viva até o final do experimento, e 0 ambiente natural.

No ambiente natural, P. stratiotes € encontrada em locais eutroficos (Munyati, 2015;
Chadli et al., 2023), onde ha grandes quantidades de nitrogénio disponivel. Nesses locais, C.
amazonensis pode produzir heterdcitos menores ou até mesmo ndo produzir heterdcitos, uma
vez que a producdo de heterdcitos é geralmente desencadeada pela privacdo de nitrogénio no
meio (Pimenta et al., 2021; Pimenta et al., 2025). Esta andlise evidencia a importancia de
considerar as condicdes experimentais e ambientais ao estudar a morfologia e a
funcionalidade dos heterdcitos em diferentes cianobactérias.

Ao comparar as macrofitas aquaticas utilizadas como substrato para cianobactérias
neste estudo, é possivel inferir que a P. stratiotes requer, geralmente, maiores quantidades de
nitrogénio em comparagdo com a S. auriculata, devido a sua maior biomassa e elevada
capacidade de acumular nutrientes (Schwantes et al., 2019). No entanto, a eficiéncia na
absorcdo de nutrientes pode variar conforme os fatores ambientais, como a concentracao
inicial de nutrientes e a competicdo com outras espécies presentes no ambiente. Dado que a P.
stratiotes apresenta uma demanda nutricional superior a de S. auriculata, essa caracteristica
pode justificar o aumento observado no tamanho dos heterécitos de C. amazonensis quando
inoculada no meio com a macrdfita P. stratiotes, em comparacdo a S. auriculata.

C. amazonensis apresentou um maior investimento na producdo de heterdcitos em
consorcio com Desmonostoc sp. e em associacdo com a macroéfita P. stratiotes. 1sso pode ter
ocorrido devido a competicdo entre os trés organismos. Esse resultado corrobora com a
hipotese de que C. amazonensis inoculada em consorcio com Desmonostoc sp. num meio com
a macrofita P. stratiotes apresenta um maior investimento em heterécitos. E provavel que o
aumento na proporcdo de heterdcitos observado em C. amazonensis reflita uma resposta
adaptativa a essa competicdo, otimizando a FBN e, consequentemente, suprindo as demandas

metabdlicas frente a limitacdo de recursos (Dextro; Moutinho; Nordi, 2018; Pimenta et al.,
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2021). A competicdo entre cianobactérias e plantas aquaticas exerce um impacto significativo
na disponibilidade de recursos essenciais, como luz, nutrientes e espaco (Mohamed, 2017).
Estudos mostram que fatores ambientais, como a disponibilidade de nutrientes, influenciam
diretamente a formacdo de heterdcitos em cianobactérias (Dextro; Moutinho; Nordi, 2018;
Pimenta et al., 2021; Pimenta et al., 2025) e diferentes espécies de cianobactérias e plantas
aquaticas frequentemente competem por luz e nutrientes (Svanys; Paskauskas; Hilt, 2014;
Gao et al., 2015; Wijewardene et al., 2022).

Além da formacgdo de mais heterocitos, houve também variagdo no tamanho dessas
células. Meeks e Elhai (2002) destacaram que Anabaena azollae (Nostocales)e Nostoc sp.
(Nostocales) em associacdo com a macrofita Azolla sp. (Salvinaceae) apresentam células
vegetativas maiores, e, como heterocitos sdo produzidos a partir da diferenciacdo de células
vegetativas, o tamanho dos heterdcitos também é maior do que células vegetativas e
heterdcitos de vida livre. Embora o tamanho dos heterdcitos ndo seja frequentemente
destacado na literatura, o tamanho dessas células especializadas pode influenciar a eficiéncia
da FBN. Ceélulas maiores podem ter mais espaco para conteudo celular, como a nitrogenase,
que é essencial para a fixacdo de nitrogénio (Bustos-Diaz; Barona-Gomez; Cibrian-Jaramillo,
2019).

Em adigdo, podemos fazer um paralelo entre acinetos e heterdcitos, os acinetos
possuem dimensdes celulares maiores justamente para comportar reservas e acidos nucléicos
suficientes para a persisténcia, e, posteriormente, a germinacdo (Sukenik; Ricker; Maldener,
2019). Desse modo, podemos inferir que heterécitos maiores conseguem comportar mais
material celular, assim como os acinetos.

O mecanismo de fixacdo de nitrogénio envolve a transferéncia de elétrons da
subunidade Fe-proteina para a MoFe-proteina, que associado ao consumo de ATP, fornece o
poder redutor necessario para converter N2 (gas nitrogénio) em NHs (amonia) (Tokmina-
Lukaszewska et al., 2023). Nesse sentido, a atividade e a eficiéncia da nitrogenase podem ser
afetadas pelas concentracdes locais dessas proteinas. Assim, volumes celulares maiores, que
permitem uma quantidade maior de nitrogenase, podem potencialmente aumentar as taxas de
fixacdo de nitrogénio.

A respeito do tamanho dos filamentos, C. amazonensis apresentou reducdo no
tamanho dos filamentos quando em consércio com Desmonostoc sp. e inoculada no meio
contendo S. auriculata. Isso corrobora com a hipétese de que C. amazonensis inoculada
sozinha em um meio com a macroéfita S. auriculata apresenta um maior investimento em

crescimento vegetativo do que em consércio com Desmonostoc sp. (Figuras 4C e 4D). Essa
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reducdo no tamanho do filamento pode se relacionar com possiveis vantagens que
Desmonostoc sp. UFLA12 tem por ter sido encontrada como epifitica as raizes de S.
auriculata em ambiente natural (Pimenta et al., 2021). Ao apresentar uma relacdo ecoldgica
com esta macrdfita, a cianobactéria pode ter seu crescimento e proliferacdo favorecidos no
meio, tornando-se melhor competidora com maior crescimento Vvegetativo e,
consequentemente, maior area fotossintética. Além disso, a linhagem Desmonostoc sp. UFLA
12 pode formar longos filamentos cobertos com uma bainha de mucilagem (camada de
exopolissacarideos) (Figura 4D) (Hrouzek et al., 2013), o que pode favorecer o
estabelecimento da relacdo com S. auriculata, ao contrario de C. amazonensis, que apresenta
filamentos curtos e sem bainha de mucilagem (Pimenta et al., 2025). Desse modo, a relacdo
epifitica ja estabelecida naturalmente entre a linhagem Desmonostoc sp. UFLA 12 com S.
auriculata e suas caracteristicas morfoldgicas, podem ter fornecido vantagens sobre C.
amazonensis, que ficou com menos espago e Menos recursos, tendo 0 seu crescimento
comprometido.

Em conclusdo, os achados do presente estudo demonstram que a plasticidade
morfologica, aqui representada por alteragcdes na morfometria do filamento e na diferenciagéo
celular em heterdcitos, pode ser moldada pela interacdo entre espécies (Gray et al., 2021). Em
adicdo, sugere-se que a capacidade de C. amazonensis em colonizar o habitat aquatico tanto
na forma fitoplancténica (Genuério; Sant’ Anna; Melo, 2018), quanto epifitica (Pimenta et al.,
2025), pode ser resultado de pressdes seletivas que produziram caracteristicas plasticas em

seu fenotipo.
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1 CONSIDERACOES FINAIS

O resultados deste estudo reforcam o papel fundamental da plasticidade fenotipica na
capacidade adaptativa de C. amazonensis. A influéncia negativa da adi¢do de carbono
(glicose) na producdo de heterdcitos, bem como as respostas de estresse observadas, como a
formacdo de acinetos e o desprendimento de heterdcitos, evidenciam a sensibilidade da
espécie ao desequilibrio da razdo carbono-nitrogénio. Apesar do estresse, a sobrevivéncia e o
reestabelecimento das cianobactérias no tratamento com 1% de glicose ressaltam a capacidade
adaptativa de C. amazonensis. Adicionalmente, a interagdo com outras espécies, incluindo
macréfitas e a cianobactéria Desmonostoc sp., demonstrou moldar caracteristicas
morfoldgicas e de diferenciacdo celular em C. amazonensis. Esses resultados sugerem que
pressdes seletivas e interacbes ambientais foram determinantes na evolucdo de estratégias que
permitem a colonizacdo de ambientes aquaticos, tanto na forma fitoplanctdnica quanto
epifitica. Dessa forma, este trabalho contribui para uma melhor compreensdo dos mecanismos
de adaptacdo e resiliéncia da espécie, destacando a importancia de estudos futuros para

aprofundar o conhecimento sobre os fatores que influenciam sua ecologia e biologia.
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