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Cianoprocariotos sdo especialmente bem distribuidos e abundantes em ambientes terrestres e tém
fungdes ecoldgicas importantes nos ecossistemas onde ocorrem. Estudos t€ém mostrado que estes
organismos: 1. promovem reten¢cdo de limo impedindo erosdes; 2. sdo colonizadores primarios
importantes; 3. apresentam papel relevante no enriquecimento de nitrogénio em arrozais; 4. produzem
substincias promotoras de crescimento semelhantes a auxinas e vitaminas e; 5. produzem de
compostos potencialmente Uteis para a medicina. Entretanto, os cianoprocariotos sdo pouco estudados
do ponto de vista taxondmico, especialmente em regides tropicais.

Um dos problemas para estudos mais aprofundados, como abordagens ultra-estruturais e moleculares,
¢ a grande dificuldade em se obter culturas puras das espécies deste grupo de organismos provenientes
de habitats aerofiticos. Desta maneira, este projeto objetivou: 1. proceder triagem e limpeza dos
organismos de interesse pertencentes a ordem Nostocales; 2. inocular os organismos em diferentes
tipos de meio, procurando-se avaliar o mais adequado; 3. efetuar a purificacdo das culturas, buscando-
se a constituicdo de culturas unialgais; 4. manter a cole¢do em condicdes de uso para outras
finalidades, como, por exemplo, estudos moleculares.o desenvolvimento de técnicas especificas para
realizar tais cultivos, com posterior aplicacdo em trabalhos mais aprofundados de taxonomia.

O material utilizado neste trabalho foi proveniente de etapa anterior, onde foram coletadas amostras de
cianoprocariotos que cresciam em regiao de floresta ombrdfila densa do litoral paulista. As massas de
cianoprocariotos visiveis foram coletadas aleatoriamente nas areas escolhidas, com auxilio de espétula
ou canivete e, preferencialmente, foram mantidas secas. Neste estado, muitas amostras mantém-se
vivas em estado de imobilidade metabdlica, mas retornam a suas atividades assim que rehidratadas. Os
espécimes coletados foram cultivados em meio BG11 desprovido de nitrogénio e/ou meio Basico de
Bold com a finalidade de obtenc¢do de culturais unialgais. Os inéculos foram inicialmente submetidos
a temperatura (23°C % 1°C) e irradiancia (80 pmol fétons m?s!'+10 pmol fétons m? s™) constantes,
sob regime de luz de 14 horas/claro:10 horas/escuro. Outras variagdes destas condigdes foram
utilizadas procurando-se pelas condicdes de crescimento mais adequadas aos diferentes tdxons. Foram
também testados meios de cultura liquido e sdlido (adicdo de agar) para o crescimento dos
cianoprocariotos aerofiticos e observados aqueles que produziram os melhores resultados. Os in6culos
iniciais foram feitos a partir de material rehidratado durante 24 horas em placas de Petri contendo
apenas 4gua destilada e mantidas em condi¢cdo ambiente. Depois de hidratado, os materiais foram
separados inicialmente sob microscopio estereoscopico, com auxilio de pingas e estiletes, e o(s)
taxon(s) de interesse isolado(s). Neste passo foi importante uma separacio cuidadosa para minimizar
possiveis contaminagdes, desde as primeiras etapas do processo. Depois de separados, os espécimes
(filamentos) triados foram lavados repetidas vezes em dgua destilada e colocados em tubos com tampa
de rosca, devidamente esterilizados, com 1/3 de seu volume ocupado com &dgua destilada. Depois de
fechado e com os filamentos em seu interior, o tubo foi vigorosamente agitado, ainda com o intuito de
se retirar possiveis contaminantes. Em seguida, o material limpo foi observado em microscépio
(montado em laminas e laminulas esterilizadas) previamente ao indculo ou ser inoculado diretamente.
Esta etapa foi realizada em camara de fluxo laminar, com a utilizacdo de bico de Bunsen para a
esterilizacdo de todo o material usado no procedimento.

Foram realizados cultivos de 10 diferentes cepas de cianoprocariotos da ordem Nostocales (Scytonema
cf. guyanense Bornet et Flahault (tr€s localidades), S. hofmanii West & West, S. millei Bornet,
Scytonema cf. mirabile (Dillwyn) Bornet, Scytonema myochrous Agardh ex Bornet et Flahault, S.
pseudopunctatum Skuja, S. punctatum Gardner e Petalonema velutinum (Rabenhorst) Migula). Foi
procedida a catalogacdo das amostras em cultivo e foram feitas anotagdes periddicas de informagdes
importantes para o histérico da cepa. Inicialmente, foram descritas as condi¢des originais do material
(aspecto macroscopico e microscopico) e todos 0s eventos posteriores (repicagens, data da purificagdo,



trocas de meio, etc.) e alteragdes nas caracteristicas das algas foram anotadas para fornecer subsidios
para estudos taxondmicos. Todos os taxons t€m sido tratados sob o sistema de classificacdo proposto
por KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989), para a ordem Nostocales.

Em geral, vérios cultivos, sob as condi¢des descritas acima, além de conterem muitos contaminantes,
morreram antes mesmo de apresentarem um crescimento, enquanto outros apresentaram um aumento
muito pequeno da biomassa. Para as primeiras tentativas de cultivo e purificagdo foram utilizados dois
diferentes meios de cultura (BG-11 e Bold) nas formas sélida (com agar) e liquida, pois hé diferencas
na composi¢do especifica de nutrientes que podem favorecer ou desfavorecer a diferentes espécies.
Para a produgdo dos meios BG-11 e Bold foram utilizadas as formulacdes de acordo com RIPPKA
(1979) e de BOLD (1970), respectivamente. Em todos os casos, utilizamos o meio BG-11 desprovido
de nitrogénio (BG-11,), ou seja, sem a adi¢do de NaNO; para o cultivo das Nostocales, principalmente
nos estdgios iniciais de cultivo das cepas. Como os organismos a serem cultivados sido providos de
heterocitos, acreditamos inicialmente que a capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico pudesse
ser uma caracteristica vantajosa para estas algas em meio pobre no nutriente, resultando em um melhor
desenvolvimento das cepas e conseqiiente maior facilidade no isolamento inicial. Entretanto, nem
sempre esta premissa foi realmente constatada em nossos cultivos, onde freqiientemente observamos a
presenca de contaminantes de diversos grupos de cianoprocariotos, em especial de membros de
Oscillatoriales. De acordo com nossa teoria, tal supressdo de nitrogénio combinado deveria ter
limitado o desenvolvimento de contaminantes, o que, em regra, nao aconteceu. Em geral, varios de
nossos cultivos, sob as condi¢des descritas acima, além de conterem muitos contaminantes, morreram
antes mesmo de apresentarem um crescimento, enquanto outros apresentaram um aumento muito
pequeno da biomassa. Diante desses problemas, fomos alterando as condigdes procurando achar o
melhor ambiente para o desenvolvimento, crescimento e purificagdo das algas.

Como mudanga inicial, alteramos a temperatura de 23°C para 25°C, tentando aproximar ao

maximo as condicdes de cultivo as condi¢des do campo (habitat natural). Logo apds alteramos a
irradidncia de 80 umol fétons m? s' para 45 pmol fétons m> s’ + 10 pmol fétons m™ s
Concomitantemente, em funcdo dos resultados observados em condi¢do de auséncia de nitrogénio
combinado, decidimos variar as concentragdes de nitrato no meio. Deste modo, além de meios sem
nitrogénio, também foram produzidos meios com 25% e 50% da concentracdo total de nitrogénio
combinado prevista na formulacdo original do meio.
Tratando de Nostocales, ndo constatamos diferencas na quantidade de contaminantes utilizando-se de
meios desprovidos de nitrogénio e com concentragdes até 50%. Com as alteragdes, mudancas
satisfatérias foram observadas, mas as condi¢des 6timas de cultivo ainda n3o foram encontradas e
novos testes continuam a ser feitos. Contaminagdes ainda sido freqiientes, mas com diversos
plaqueamentos culturas puras (Scytonema myochrous e Scytonema guyanense) ja foram obtidas,
enquanto outras apresentam nivel de contaminacio cada vez menor. Outras ja estdo isoladas e estdo
compondo nosso banco de culturas Algumas das cepas de cianobactérias cujos cultivos foram
tentados, como Petalonema, por exemplo, nido responderam com nenhum crescimento. Nestas
situagdes testes adicionais de cultivo sdo necessdrios, procurando-se encontrar a combinacdo de
condic¢des adequadas para o desenvolvimento dos organismos. Nota-se que o processo de isolamento é
bastante trabalhoso e dificil entre os cianoprocariotos e, em especial, para organismos que crescem em
ambientes aerofiticos. As principais complicagdes sdo conseqiiéncia 1. do tamanho reduzido dos
organismos, 2. da exigéncia de condi¢des ambientais especificas para o desenvolvimento adequado, 3.
do crescimento relativamente lento e, principalmente, 4. da grande quantidade de organismos que
vivem epifiticamente sobre estas Nostocales, que tém requisi¢des similares e que sdo de dificil
remocdo dos cultivos. Desta maneira, o trabalho em questdo estd ainda em andamento e o
aprimoramento das técnicas vem ocorrendo de maneira satisfatéria. Nossa expectativa é que, mesmo
diante das muitas dificuldades, o trabalho alcance os objetivos inicialmente propostos e que esta
atividade possa viabilizar estudos mais aprofundados sobre as Nostocales de ambientes aerofiticos
brasileiros.
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