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RESUMO

A grande diversidade de cianobactérias ndo inclui apenas a variabilidade morfolégica e
preferéncias de habitat, mas também os metabdlitos bioativos produzidos por esses
microrganismos. O Parque Nacional da Chapada das Mesas abriga uma diversidade de
microrganismos fotossintetizantes ainda pouco explorada e com potencial biotecnolégico e
consequéncias diretas para o turismo da regido. O objetivo deste trabalho foi caracterizar,
através de uma abordagem poliféasica, microrganismos fotossintetizantes isolados da Chapada
das Mesas — Maranhdo. A obtencdo de isolados foi realizada através de coleta de amostras de
sedimento e dgua em corpos d’dgua dentro e fora da drea do parque. A caracterizagdo
morfoldgica foi realizada através de observacdes em microscopio Optico e andlises de
ultraestrutura utilizando microscopia de for¢a atdmica. Os isolados também foram identificados
utilizando marcadores génicos filogenéticos e funcionais (16S rRNA e os genes da saxotoxina
e microcistina). Adicionalmente, foram realizadas andlises de espectrometria de massas e testes
de bioatividade contra bactérias, fungos e carrapatos. A caracterizagdo morfoldgica identificou
as amostras GBBB0O1 e GBBB02 como pertencentes ao género Nostoc/Desmonostoc e a
GBBBO0S5 como Pantanalinema, descricao esta que foi confirmada pelo sequenciamento que
teve resultados comparativos acima de 94% de similaridade para GBBB02 e 05. Nas andlises
de ultraestrutura em AFM a cepa GBBBO1 (Nostoc sp.) mostrou células dispostas isoladamente,
nao formando tricomas. Para a GBBBO05 observou-se a disposi¢do das células nos filamentos
unidas ao longo dos tricomas, sendo possivel observar células diferenciadas e célula apical
cilindrica corroborando com a descri¢do por morfologia. Nao foi possivel detectar a presenca
de genes de vias metabdlicas de cianotoxinas via reacdo em cadeia da polimerase. Na
caracterizacdo quimica obtida através de espectrometria de massa dos extratos das amostras
GBBBO01, 02 e 05 nao foi possivel identificar espectros caracteristicos de compostos bioativos
conhecidos como cianotoxinas ou cianobactinas. Os testes de bioatividade também ndo
apresentaram nenhum resultado positivo, dentro das concentragdes usadas, para nenhuma das
cepas testadas. Os resultados, apontam que os as cianobactérias presentes nos corpos d’agua da
Chapada das Mesas néo sdo toxicos, € ndo hd risco iminente para os residentes locais e turistas.
Porém anélises adicionais sdo necessdrias para descartar totalmente a produciao de metabdlitos
secundérios bioativos nos isolados obtidos.

Palavras-chave: cianobactérias. metabdlitos secundarios. Nostoc. Pantanalinema.



ABSTRACT

The great diversity of cyanobacteria does not only include the morphological variability and
habitat preferences, but also the bioactive metabolites produced by these microorganisms. The
National Park of Chapada das Mesas is home to a diversity of photosynthetic microorganisms
still underutilized and with biotechnological potential and direct consequences for tourism in
the region. The objective of this work was to characterize, through a polyphase approach,
photosynthetic microorganisms isolated from Chapada das Mesas - Maranhdo. Isolation was
obtained by collecting sediment and water samples in water bodies inside and outside the park
area. The morphological characterization was performed through optical microscope
observations and ultrastructural analysis using atomic force microscopy. Isolates were also
identified using phylogenetic and functional gene markers (16S rRNA and the saxotoxin and
microcystin genes). In addition, analyzes of mass spectrometry and bioactivity tests against
bacteria, fungi and ticks were carried out. Morphological characterization identified samples
GBBBO1 and GBBBO02 as belonging to the genus Nostoc/Desmonostoc and GBBBOS as
Pantanalinema, a description which was confirmed by the sequencing which had comparative
results above 94% similarity for GBBB02 and 05. In the analyzes of ultrastructure in AFM
strain GBBBO1 (Nostoc sp.) showed cells arranged alone, not forming trichomes. For GBBB0S5
the cells were arranged in the joined filaments along the trichomes, being possible to observe
differentiated cells and cylindrical apical cell corroborating with the description by
morphology. The presence of cyanotoxin metabolic pathway genes could not be detected via
polymerase chain reaction. It was not possible to identify characteristic spectra of bioactive
compounds known as cyanotoxins or cyanobacins in mass spectrometry of extracts from
GBBBO1, 02 and 05 samples. The bioactivity tests also showed no positive results, within the
concentrations used, against any of the strains tested. The results indicate that the cyanobacteria
present in the water bodies of the Chapada das Mesas are not toxic, and there is no imminent
risk for local residents and tourists. However additional analyzes are required to completely
rule out the production of bioactive secondary metabolites in the isolates obtained.

Keywords: cyanobacteria. Nostoc. Pantanalinema. secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO

Cianobactérias sdo um grupo de organismos procariontes morfologicamente diverso,
esssa bactérias fotossintetizantes, estdo classificadas dentro do Reino Monera, divisido
Eubacteria, classe Cianobactéria. No entanto, ainda hd um debate significativo sobre a
classificacdo em niveis taxondmicos mais elevados em relacdo a composi¢do de ordens,
familias, géneros e espécies (Komarek e Anagnostidis, 1988; Castenholz e Waterbury, 1989;

Percival et al., 2014).

A evolucdo de mais de 3,5 bilhdes de anos, permitiu o surgimento de numerosas
adaptacdes morfofisiolégicas, permitindo a estes microrganismos que se desenvolvessem nas
mais variadas condi¢des ambientais (Padisdk, 1997). E de ressaltar a capacidade fotossintética
e a adaptabilidade metabdlica desse grupo como caracteristicas chaves que permitiram a
distribuicao quase que ubiqua desse grupo no planeta, limitada, obviamente, pela presenca de

luz (Steinhauser et al., 2012).

Considerando a longa e complexa histéria evolutiva de cianobactérias e sua
diversidade morfofisiologica € dificil de realizar a caracterizacdo/identificagdo utilizando
apenas dados morfoldgicos desses organismos, conforme utilizado nas abordagens cléssicas
dos sistemas de classificacdo na botanica e na microbiologia (Rippka et al., 1979; Neilan et al.,
1997; Komarek e Anagnostidis, 2005). O numero de caracteres morfoldgicos utilizados para
definir tdxons (formas, filamentos, tipos de ramificacdo, dimensdes, presenca de acinetos, etc.)
mudaram vdrias vezes ao longo dos dltimos anos de estudo dessas espécies de cianobactérias e

a classificacao a nivel de género ou espécie é muitas vezes imprecisa (Komdrek, 2013).

O gene 16S rRNA € o marcador mais utilizado nos estudos moleculares de
microrganismos procariotos, o que inclui cianobactérias. Portanto pode ser uma importante
ferramenta para confirmar/rejeitar tixons baseados na morfologia e detectar novos clados
(Eckert et al., 2015). O sistema taxonOdmico de cianobactérias foi radicalmente alterado,
particularmente com a introducdo da microscopia eletronica e de métodos moleculares e

genéticos para caracterizacdo dos tdxons (Komarek et al., 2013).

Idealmente a identificacdo taxonOmica deveria ser realizada pela caracterizacdao
polifésica incluindo: morfologia, bioquimica e biologia molecular (Brito et al., 2012). Sabe-se
que fatores distintos, como intensidade de luz, temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes,

podem afetar o crescimento desses microrganismos e que especificamente, as concentragdes de
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nitrogénio e fésforo dentro do sistema de cultivo sdo consideradas determinantes do

crescimento da biomassa (Markou et al. 2014).

Além disso, estes microrganismos vém ganhando crescente atencdo por sua
capacidade de produzir uma grande variedade de produtos naturais bioativos, também
conhecidos como metabdlitos secunddrios de cianobactérias, cuja maioria apresenta enorme
potencial para o desenvolvimento de novas drogas (Abed et al., 2009). Yu e Keller (2005)
destacam que os metabdlitos secunddrios sdo de grande interesse para a humanidade, devido as

suas propriedades farmacéuticas (antibidticos) e/ou toxicas (toxinas).

Esses microrganismos constituem uma fonte rica de novos compostos bioativos com
propriedades anticancer, antiviral, antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatoria, atividades
citotoxicas e anti-HIV, além de serem uma excelente fonte de peptideos, dcidos graxos,
aminodcidos, vitaminas, carotenos, clorofila, ficocianina e minerais (Mimouni et al., 2012;

Tarman et al., 2013; Gupta et al., 2013).

Estas substancias sintetizadas principalmente por enzimas multifuncionais, chamadas
de peptideo sintetase ndo-ribossdmica (NRPS), policetideo sintase (PKS) ou por um misto dos
dois sistemas enzimaticos, podem ser explorados como base para geracdo de novos farmacos

(Wase e Wright, 2008).

Os metabolitos secundarios tém um impacto significativo na saide humana, tanto
diretamente através da contaminacdo dos reservatdrios de dgua potavel por espécies toxicas,

como indiretamente através do seu potencial farmacéutico, por exemplo (Dittmann et al., 2013).

Tornou-se claro que as cianobactérias produzem uma gama de produtos naturais para
além de toxinas, muitas das quais t€m atividades bioldgicas interessantes, mostrando que uma
gama de substancias toxicas ou produtos bioativos podem ser empregados ecologicamente
como aleloquimicos, ou substancias que podem inibir competidores dentre espécies simpétricas
de microrganismos, algas e macréfitas, bem como para o desenvolvimento comercial e
aplicacdo destes compostos como algicidas, herbicidas e inseticidas (Berry et al., 2008; Sivonen

et al., 2010).

Portanto, devido a alta importancia nas possiveis aplicagdes de cianobactérias como

recurso bioldgico, € importante que, além do isolamento das cepas, sejam realizadas a

identifica¢do taxondmica e a caracterizacdo dos isolados (Galhano et al. 2011).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cianobactérias

Além de serem comuns em ambientes aquaticos (Hamilton et al., 2014), cianobactérias
também podem ser encontradas nos mais inusitados locais e superficies como em solos
desérticos, em simbiose com fungos, na superficie foliar de plantas, no sedimento, etc (Richter

et al., 2015).

O Brasil possui uma diversidade de microrganismos fotossintetizantes significativa,
porém os estudos geralmente focam em mananciais para uso de abastecimento ou outras
aplicacdes comerciais (Silva-Stenico et al., 2011). As floracdes de cianobactérias representam
um risco a saide humana e animal e ao ambiente em geral tendo em vista a capacidade de

producdo de metabdlitos secunddrios, muitos deles toxicos (Svircev et al., 2014).

As cianobactérias possuem formato das células variando de dimensdes minimas como
os geéneros Synechococcus e Procholococcus, formadores do picoplancton — organismos
planctonicos fotossintéticos de tamanhos entre 0,2 e 2 um — até espécies filamentosas como do
género Nostoc com dezenas de micrometros de comprimento (cilindrico, barril, globular,
irregular), nas coldnias o arranjo das células ou filamentos pode ser irregular, radial ou em
planos ordenados, algumas sdo formadoras de heterdcitos, células que contribuem para a
fixacdo de quase metade da quantidade total de nitrogénio biologicamente fixo em todo o

mundo (Figura 1)(Fogg, 1986; Dufresne et al., 2003; Elbert et al., 2012; Komdrek, 2013).

Ainda que a morfologia seja complexa quando comparada com a maioria dos
microrganismos procariotas, a taxonomia baseada apenas nessas caracteristicas pode ndo
resultar numa classificacdo filogeneticamente confidvel, devido ao fato de muitas espécies
proximas possuirem caracteristicas muito similares e também haja vista que existe uma grande
variacdo de acordo com as diferentes condi¢des nutricionais e de crescimento em que se
encontram. Ndo € surpreendente, portanto que a taxonomia das cianobactérias ainda seja muito
controversa, podendo encontri-la ainda descrita em dois grandes sistemas: botinico e

bacterioldgico (Brito et al., 2012).
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Figura 1: Fotomicrografias da diversidade de cianobactérias. A - Células com formato retangular. B- Células
com formato oblongo, tricoma reduzido. C, D, F, G - Filamentos com células constritas. E- célula apical
diferenciada. H - Filamentos com células oval-esféricas, bainha evidente e presenca de acineto. I - presenca de

necridios. Barras: 10um. Fotos: SOUSA, R. C.

O sistema taxondmico de cianobactérias foi radicalmente mudado particularmente
com a introdu¢do da microscopia eletronica e de métodos moleculares e genéticos para

caracterizacao de tdxons, a nova cassificacdo de cianonbactérias distribui estes microrganismos
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em 8 ordens (Nostocales, Chroococcidiopsidales, Spirulinales, Pleurocapsales, Chroococcales,

Oscillatoriales, Synechococcales e Gloeobacterales) reorganizando assim trabalhos de

taxonomia e filogenia de anos anteriores (Tabela 1) (Komadrek et al.; 2014).

Tabela 1: Visdo esquemadtica de ordens e familias de cianobactérias segundo Komadrek et al. (2014), e os
importantes caracteres taxondmicos utilizados para distingui-los (Adaptagdo).

Ordem

Familia

Caracteristicas

Nostocales

Scytonemataceae
Symphyonemataceae
Rivulariaceae
Tolypothrichaceae
Godleyaceae
Chlorogloeopsidaceae
Hapalosiphonaceae
Capsosiraceae
Stigonemataceae
Gloeotrichiaceae
Aphanizomenonaceae
Nostocaceae

Organismos filamentosos, produgdo
facultativa de acinetos, possuem
heterécitos, ramificacdo ausente ou
falsa.

Chroococcidiopsidales

Chroococcidiopsidaceae

Células com divisdo em trés planos.

Spirulinales

Spirulinaceae

Tricomas parafusiformes sem bainha.

Pleurocapsales

Hydrococcaceae
Dermocarpellaceae
Xenococcaceae
Hyellaceae

Células com divisdo irregular ou em
multiplos planos, poladr e com pseudo-
filamentos.

Chroococcales

Microcystaceae
Aphanothecaceae
Cyanobacteriaceae
Cyanothrichaceae
Stichosiphonaceae
Chroococcaceae
Gomphosphaeriaceae
Entophysalidaceae

Organismos unicelulares, coloniais ou
pseudofilamentosos.

Oscillatoriales

Cyanothecaceae
Borziaceae
Coleofasciculaceae
Microcoleaceae
Homoeotrichaceae
Oscillatoriaceae
Gomontiellaceae

Tricomas relativamente  estreitos,
homocitados.

Synechococcales

Synechococcaceae
Merismopediaceae
Prochloraceae
Coelosphaeriaceae
Acaryochloridaceae
Chamaesiphonaceae
Romeriaceae
Pseudanabaenaceae
Leptolyngbyaceae
Schizotrichaceae
Heteroleibleiniaceae

Células polarizadas, tricomas com ou
sem bainha, agrupados ou solitérios.

Gloeobacterales

Gloeobactereaceae

Tipos unicelulares (maioria coloniais)
e filamentosos.
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2.2. Os géneros Nostoc e Pantanalinema

Rippka et al. (1979), classificaram o gé€nero Nostoc como sendo cianobactérias
filamentosas capazes de diferenciar células especializadas fixadoras de N (heterdcitos), e que
se caracterizam, além disso, pela divisdo em apenas um plano (Figura 2). E de grande
importancia ecoldgica e econdmica, com vérios estudos publicados, sendo que recentemente,
apos revisdes taxondmicas, algumas espécies foram reclassificadas em dois novos géneros:

Mojavia e Desmonostoc (Komérek et al., 2014).

Figura 2: Cianobactéria do género Nostoc. Foto: Sant’ Anna et al. (2007).

X - . Y

As espécies de Nostoc sao cosmopolitas, comumente encontradas no solo e em
associacoes simbidticas com plantas e fungos, e alguns isolados e cepas foram carcaterizados
como prolificos produtores de metabdlitos secunddrios, incluindo peptideos, policetideos e
alcaléides (Dittmann et al., 2015). A distribui¢do geogréfica varia de regides polares a tropicais,
podendo colonizar desertos, semi-desertos, pastagens secas e superficies rochosas (Aboal et al.,

2010).

Jokela et al. (2017), constataram que o cultivo de cepas em baixa salinidade e luz, mas
em altas concentragdes de fésforo, potencializa um bom crescimento e expressiao peptidica,
além de apresentar um perfil de crescimento bentdnico em contato com substratos. Sabe-se
ainda que a producgdo de clorofila e carotenoides de cianobactérias do género Nostoc pouco €
influenciada pela concentra¢do de nitrogénio fornecida, numa variacdo de 0 a 17mM NaNOs,
equivalente a 0, 25, 50 e 100% da concentracdo de nitrato presente no meio de cultura BG-11
(Loaiza et al., 2016), neste mesmo estudo ainda se indica que a producdo de proteinas,

carboidratos e pigmentos lipossoliiveis aumenta sob condi¢des diazotroficas.

Liao et al. (2015), descreveram em seus experimentos que cepas de Nostoc possuem
uma considerdvel quantidade de polissacarideos heteroglicanos em sua composi¢do de

membrana, esse biopolimero pode ser responsdvel pela capacidade de tolerancia a dessecagao,
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além desse papel fisiolégico, polissacarideos como este também podem ser responsdveis pela

atividade imunomodulatoria.

El-Sheekh et al. (2006), constataram que a atividade antibacteriana e antiftingica de
espécies desse género apresentam grande inibi¢do em testes contra Bacillus subtilis, Aspergillus
niger e Aspergillus flavus. Outros estudos ainda indicam diversas atividades de cepas Nostoc
com potencial anticancerigeno, antiviral, nutracéutico e de biorremediacdo (Kanekiyo et al.,

2005; Sangeetha et al., 2014; Martins et al., 2017; Galetovic et al., 2017).

O género Leptolyngbya foi descrito por Anagnostidis & Komdérek (1988),
anteriormente este género era incluido em um conjunto de cepas identificadas como "LPP-
grupo B" por Rippka et al. (1979), dentro deste mesmo grupo encontravam-se cepas de
Lyngbya, Phormidium e Plectonema que apresentavam em sua morfologia caracteres
semelhantes. Pantanalinema é um género descrito em 2015 retirado do grupo de Leptolyngbya
e reclassificado através de uma abordagem polifdsica, que considera as caracteristicas
morfoldgicas, a filogenia do gene 16S rRNA, estruturas secunddrias do 16S-23S rRNA (ITS) e
caracteristicas fisioldgicas como respostas de crescimento ao pH da cultura (Figura 3) (Vaz et

al., 2015).

Figura 3: Cianobactéria do novo género Pantanalinema. Foto: Vaz et al. (2015).

{8

Cianobactérias desse novo género foram primeiramente encontradas em lagos e se
caracterizaram pela resisténcia e capacidade de sobreviver e produzir biomassa numa grande
variacdo de pH. Os primeiros isolados foram testados numa escala de pH de 4 a 11, tendo sido
registrada também a capacidade de modificar o pH do meio de cultura durante o crescimento,
especialmente nos niveis de pH de 6,0 e 7,4. Devido a essas caracteristicas, propde-se que esse
género pode ocupar uma gama de nichos ecolégicos como rios, lagos, ambientes alcalinos ou
levemente 4cidos, fornecendo algumas informacdes sobre sua biogeografia (Genudrio et al.,

2017).
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2.3. Identificacao e caracterizacio de microrganismos fotossintetizantes

2.3.1. Marcadores moleculares

Tradicionalmente, a identificacdo de cianobactérias em geral € realizada através da
morfologia, porém, essas identificagdes podem ser imprecisas devida a alta variedade fenotipica
que estes microrganismos apresentam (Lee et al., 2014). A classifica¢c@o exata da taxonomia
exige sempre uma integracdo de diversos fatores que incluem caracteristicas ecoldgicas,
morfoldgicas e fisioldgicas (Schlick-Steiner et al., 2010). Por essa razdo, técnicas moleculares

para identificacdo taxondmica foram implementadas (Lee et al., 2014).

E possivel a identificacio molecular de cepas de cianobactérias isoladas de ambientes
tropicais por uma sequéncia parcial do 16S, ou utilizando marcadores funcionais como a L-
Asparaginase, por exemplo, a fim de estudar os genes responsdveis pelas propriedades de
interesse biotecnologico (Morales et al., 2017). Segundo Vandamme et al. (1996), a regido do
rRNA 16S pode ser usada para a maioria dos estudos de inferéncias filogenéticas, podendo
indicar conforme o percentual de similaridade as espécies estudadas. Para cianobactérias em
geral, tém-se utilizado par andlises filogenéticas regides génicas como ITS e rbcL, além do 16S

rRNA.
2.3.2. Marcadores morfologicos

Virios autores utilizam a microscopia 6tica tradicional como base para a identificacao
de suas cepas (Mariné, Clavero e Roldan, 2004; Kurobe et al., 2013). A maioria das
cianobactérias pode ser prontamente distinguida de outros microrganismos fotossintetizantes e
entre si, pelo menos a nivel de familias, utilizando-se o método tradicional de identificagcdo
morfolégica. E até mesmo possivel identificar algumas propriedades fisiolégicas, haja vista
algumas diferenciacdes celulares serem muito distintivas, como por exemplo, a presenca de
heterdcitos (relacionados a fixacdo de nitrogénio), acinetos (células de resisténcia), presenca de
bainha mucilaginosa, producdo (e intensidade) de mucilagem, entre outras (Seiderer et al.,
2017). Entretanto a identificacdo mesmo a nivel de espécie ndao permite afirmar a producao ou
ndo de cianotoxinas e metabdlitos secunddrios bioativos, haja vista que mesmo espécies
reconhecidamente produtoras, podem apresentar isolados com alteragdes genéticas que
comprometam a via biossintética relacionada, e portanto, testes moleculares, bioquimicos e de

bioatividade se fazem necessarios (WHO, 1999).
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2.3.3. Microscopia de Forca Atémica (AFM)

A técnica de AFM baseia-se em uma varredura pela superficie da amostra com ponta
afiada (sonda) montada em um cantilever flexivel cuja deflex@o causada pela interacdo com a

superficie é detectada por um método dptico de alta precisdo (Binnig, Quate e Gerber, 1986).

Foi estabelecida como uma técnica vantajosa para visualizar as superficies de células
microbianas (Dufréne, 2004). Esse método permite a observacdo direta em nanoescala da
morfologia superficial de uma amostra bacteriana (Neu et al., 2010), podendo ser observados
parametros estruturais e fisicos de células bacterianas como viscosidade e elasticidade de
componentes celulares, além de explorar forcas de interacdo (Chen et al. 2009; Dufréne e

Garcia-Parajo, 2012).

Casella et al. (2017), caracterizaram a distribui¢do espacial e mobilidade de complexos
fotossintéticos no interior da membrana de tilac6ide de cianobactérias usando uma combinagdo
de AFM e de outras técnicas. A técnica de AFM ainda permite reconhecer com alta resolucao
a dinamica de proteinas de membrana, reconhecimento de proteinas de membrana e detalhes de

superficies celulares (Yamashita et al., 2012).

24 Metabolitos secundarios de cianobactérias

Os produtos naturais permanecem como uma fonte importante de estruturas que
contribuem para drogas semissintéticas ou sintéticas para diversas doencas (Hoelder, Clarke e
Workman, 2012). Recentemente, os pesquisadores estdo focando principalmente no

desenvolvimento de novas drogas a partir de cianobactérias marinhas (Paul et al., 2010).

Esses microrganismos sdo capazes de produzir uma gama de produtos naturais que sao
potencialmente capazes de desempenhar papel importante em funcdes ecoldgicas ou bioldgicas
(Méjean e Ploux, 2013). Apresentam uma grande capacidade de aplica¢do na agricultura,
farmacos, nutracéuticos e biocombustiveis, além de exibir ampla diversidade em sua

morfologia e distribui¢do ecoldgica (Gupta et al., 2013).

Viérios metabdlitos secunddrios podem atuar como antibidticos, enzimas,
anticancerigenos e anti-inflamatérios. Metabdlitos secunddrios ndo tdxicos incluem
fitohormodnios, sideréforos e varios compostos de protecio UV, como os aminodcidos
mycosporina e scytonemina, algumas cianobactérias inclusive sao utilizadas como possiveis

fontes de alimentacdo para consumo animal e humano (Mata et al., 2010; Rajneesh et at., 2017;
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Haque et al., 2017). Cianobactérias do género Lyngbya produzem metabdlitos como saponinas,

flavonoéides e antraquinonas (Axpuaca-Aspuac et al., 2017).

Cianobactérias também sao produtoras de toxinas, hepatotoxinas como microcistinas
que afetam o figado, neurotoxinas como anatoxina-a e saxitoxina que alteram as reacdes
neuromusculares, e dermatotoxinas, toxinas que causam irritacio da pele (Wiegand e

Pflugmacher, 2005; Kleinteich et al., 2013).

Cilindropermopsinas pertencem a uma classe de alcaldides com efeitos citotoxicos
hepatotdxicos, nefrotoxicos e gerais (Pearson, 2016), também é conhecida a sua capacidade de
inibir a sintese de proteinas e glutationa, além da alteracdo de diferentes biomarcadores de

estresse oxidativo em mamiferos e vertebrados (Guzman-Guillén et al., 2015).

A anatoxina-a, € um éster fosfato, com propriedades farmacoldgicas e quimicas
diferentes, atuando como inibidor da acetilcolinesterase. na via biossintética para a anatoxina-
a, descrita recentemente com base na sequéncia do genoma de Oscillatoria PCC 6506 (Méjean

et al., 2009).

Saxitoxinas pertencem a uma classe de alcal6ides neurotdxicos potentes, 57 andlogos
de saxitoxina ja foram identificados em varios organismos (Wiese et al., 2010), desde sua
descoberta em 1957 (Schantz et al., 1957). Kellmann et al. (2008) identificaram o gene cluster
putativo responsdvel pela biossintese de saxitoxina em Cilindropermopsis raciborskii. Supode-
se que a toxicidade pode fornecer na vantagem ecoldgica para o organismo produtor em

comparac¢do com estirpes ndo-toxicas (Holland e Kinnear, 2013).

Algumas cepas podem produzir toxinas altamente potentes tais como a MC-LR, que
podem levar a mortandade de animais, inclusive de seres humanos (Sanches et al., 2012). Essa
toxina foi isolada pela primeira vez de Microcystis aeruginosa (Carmichael et al., 1990). Apesar
da contabiliza¢do de uma pequena proporcao de biomassa de algas, a presenca de cianobactérias
téxicas nos rios pode ter implicagdes importantes para a saide humana e aquatica (Bukaveckas

et al.; 2017).

O monitoramento de floracdes ganhou importancia nos ultimos anos devido a sua
crescente ocorréncia e a descoberta de novas cianotoxinas (Agha et al., 2012). Segundo Beaver
et al. (2018) a provdavel ocorréncia de tdxons potencialmente produtores de cianotoxinas em
lagos e reservatorios é previsivel numa base biogeogréfica, dependendo das caracteristicas

morfoldgicas e da qualidade da dgua.
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A forma mais fécil para minimizar o aparecimento desses microrganismos pode ser a
prevencao, ou seja, a diminuicdo da oferta de fosfato na 4gua proveniente de esgotos sanitdrios
e residuos industriais a fim de amenizar os impactos de toxicidade, mas também deve ser
evitado o uso de algicidas, como sulfato de cobre, que podem causar a morte celular e facilitar

a liberacdo de toxinas na dgua (Sanches et al., 2012; Uriza, Martinez e Sanjurjo, 2017).

Capelo Neto e Neycombe (2017) refor¢cam que quanto aos metabdlitos, as toxinas mais
comumente encontradas em sistemas de tratamento de dgua (microcistinas, saxitoxinas e
cilindrospermopsina) sdo facilmente removidas com oxidantes disponiveis nos sistemas de
tratamento (cloro, por exemplo), desde que respeitados os tempos de contato, residuais e pHs

apropriados.

A Organizacdo Mundial da Saide e o Ministério da Saide do Brasil (Portaria MS N°
2914), com base em estudos sobre a toxicidade oral de cianotoxinas, adotaram como um limite
maximo aceitavel de 1ug.L"! de microcistinas em 4gua para consumo humano (WHO, 1993).
O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) na resolugdo 357/2005 cita
cianobactérias como microorganismos procaridticos autotréficos que entram com parametro
para classificacdo de qualidade da dgua, pois podem produzir toxinas com efeitos adversos a

saude.

2.5 Bioatividade e potencial biotecnolégico

Esses organismos fotossintetizantes apresentam também uma grande poténcia na
producdo de bioenergia e biocombustiveis. Como uma potencial fonte de bicombustivel as
cianobactérias apresentam um papel promissor e se justificam pela facilidade de cultivo, por
serem consideradas produtoras de recursos renovaveis, pela grande producdo de biomassa e
seus derivados, além disso, a plasticidade do seu metabolismo permite que a biossintese de
lipidios seja guiada por condicdes controladas. Ainda, varias cepas podem ser manipuladas

geneticamente facilmente (Vasudevan e Briggs, 2008; Sarsekeyeva et al., 2015).

Contribuem para mudltiplas fun¢des do ecossistema, incluindo o aprimoramento da
estrutura do solo, a estabilidade, a fertilidade, a hidrologia de superficie e participam até mesmo
do ciclo do nitrogénio e carbono (Chamizo et al., 2012; Zhao et al.; 2014). A inoculagdo de
cianobactérias pode modificar rapidamente propriedades de substratos de solo, sustentando o
potencial dos organismos como ferramentas para iniciar a recuperacdo das fungdes do solo

inférteis (Muifioz-Rojas et al., 2018). Para o uso como recurso bioldgico em préticas como a
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agricultura, é preciso a identificacdo e caracterizagdo de taxa capazes de se adaptarem as

condi¢des ambientais (Morales et al., 2017).

Dentre as atividades bioldgicas de cianobactérias, a atividade antimicrobiana € de
grande importancia, Kellam et al. (1988), observaram o potencial antimicrobiano de extrato de
cianobactérias em bioensaios utilizando microrganismos selecionados como organismos de
teste. Os bioensaios bacterianos compreendem testes com diferentes como: Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Escherichia coli sdao bactérias frequentemente usadas

(McGill e Hardy, 1992).

Em seu estudo, Swain et al. (2017) revisaram 121 compostos de cianobactéria
pertencentes a diversas classes quimicas, estes poderiam ser usados no desenvolvimento de
antimicrobianos, contra cepas resistentes de bactéria, fungos e micobactérias, como moléculas

de base (Ver tabela 2).

Tabela 2: Compostos antimicrobianos de cianobactérias (Swain et al., 2017).

Compostos antimicrobianos derivados de cianobactérias

Cianobactéria Composto Referéncia

Microcystis aeruginosa Kawaguchipeptin B Ishida et al. (1997)

Nostoc commune Diterpenoid Jaki, Heilmann e Sticher (2000)
Fischerella ambigua Parsiguine Ghasemi et al. (2004)
Anabaena cylindrica Anachelin H Gademann et al. (2007)
Lyngbya sp. Lyngbyazothrins A — D Zainuddin et al. (2009)
Leptolyngbya crosbyana Crossbyanol A Choi et al. (2010)

Lyngbya majuscula Pitiprolamine Montaser et al. (2011)
Tychonema sp. Brunsvicamides B Chlipala, Mo e Orjala (2011)
Microcystis aeruginosa Aeruginazoles A Adiv, Ahronov-Nadborny e Carmeli (2012)
Fischerella ambigua Ambiguine Micallef et al. (2015)
Fischerella sp. Hapalindole Micallef et al. (2015)

Lyngbya majuscula Tiahuramides A — C Levert et al. (2018)

Niveshika et al. (2016) estudaram um composto bioativo isolado do género Nostoc que

teve atividade antibacteriana contra cepas como E. Coli, P. vulgaris, e P. aeruginosa.

2.6 Parque Nacional da Chapada das Mesas (PARNACM)

Localizada na divisa entre as regioes Norte e Nordeste do Brasil, nos estados do
Maranhao e Tocantins, a Chapada das Mesas constitui uma tipica paisagem de chapada, além

de possuir um importante papel ambiental e ecoldgico (Salgado et al., 2015).
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O PARNACM abrange os municipios de Estreito, Carolina e Riachdo (Figura 4), se
caracteriza por uma grande biodiversidade, esta localizado no sul do Estado do Maranh@o na
bacia do rio Tocantins, além de possuir um grande potencial para abrigar altos niveis de riqueza
e abundancia de espécies da flora e fauna, o Parque possui uma grande importincia hidroldgica
pois abrange as nascentes de cursos d’dgua, que abastecem trés bacias hidrograficas, a do

Parnaiba, Araguaia/Tocantins e do Sao Francisco (Marques, 2012).

Figura 4: Parque Nacional da Chapada das Mesas, Maranhdo, Brasil. Fonte: MMA, 2016. Organizagdo:
PEREIRA, P. R. M.
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Inserido no bioma cerrado, hd uma maior predominancia deste bioma no PARNACM,
com presenca de mata galeria, ocorrem também grandes manchas de cerrado, denominadas de
cerraddo, que em conjunto com o0s outros tipos de cerrado se tornam extremamente importante
para a manutencdo da biodiversidade local e regional (Marques, 2012). Se encontra em uma
area considerada Amazonia Legal, sendo que as dreas de conservagdo do cerrado equivalem a
aproximadamente 2% da regido Amazodnica (IBAMA, 2006). Martins et al. (2017) ainda
destaca que a regido da Chapada das Mesas constitui uma paisagem com uma morfogénese

muito mais complexa do que o previsto para paisagens do tipo Chapada.
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3. OBIETIVOS
3.1 Geral

Caracterizar através de uma abordagem polifdsica microrganismos fotossintetizantes

isolados da Chapada das Mesas, MA.

3.2 Especificos

3.2.1. Obter culturas unialgais de microrganismos fotossintetizantes;
3.2.2. Proceder a caracteriza¢do morfolégica e molecular dos isolados;
3.2.3. Detectar a presenca de genes codificantes de cianotoxinas;
3.2.4. Testar a bioatividade dos extratos produzidos;

3.2.5. Caracterizar quimicamente os extratos obtidos.
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4.  METODOLOGIA

4.1. Coleta e cultivo de linhagens de cianobactéria

Para obtencdo de linhagens foram obtidas amostras de sedimento e 4gua em corpos
d’4gua dentro da 4rea do Parque Nacional da Chapada das Mesas e nas dreas adjacentes do
mesmo (Figura 5 e Tabela 3), no més de marco de 2017, amostragem tnica em periodo chuvoso.
A coleta foi realizada com autorizacdo do Sisbio/ICMBio para atividades com finalidade
cientifica, na Instru¢do Normativa n°® 03/2014, através do cddigo de autenticacdo 42362534,
dentro do projeto BioCyaM - Bioprospeccao de metabdlitos secunddrios de cianobactérias do
Parque Nacional da Chapada das Mesas, MA.

Figura 5: Locais de coleta no PARNACM. A — Cachoeira Porteira. B — Cachoeira da Prata. C — Cachoeira Sdo
Romao. D — Cachoeira Garrote. E — Cachoeira Santudrio. Fotos: SOUSA, R. C.
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Nos pontos de coleta foram analisados in situ véarios parametros fisico-quimicos, como
temperatura, pH, oxigénio dissolvido (OD) e condutividade através do uso de sonda especifica
multiparamétrica. Foram coletadas 30 mL de amostras de dgua em tubos plésticos estéreis de

50 mL e mantidas no gelo durante o transporte.

Tabela 3: Localizagdo de pontos de coleta no PARNACM com latitude, longitude e altitude.

Pontos de coleta Lat Lon Alt

! Cachoeira Porteira (jusante) 07°02°73S 047°30°46°W 178m
2 Cachoeira Porteira (montante) 07°02°65S 047°30°45°W 163m
3 Cachoeira Garrote 1 07°01°04S 047°28°63°W 162m
4 Cachoeira Garrote 2 07°01°02S 047°28°64°W 195m
> Cachoeira Santuario 1 06°58°62S 047°26’°59°W 231m
6 Cachoeira Santudrio 2 06°58'62S 047°26°61"W 220m
7 Cachoeira da Prata 1 06°59°68S 047°09°91"W 212m
8 Cachoeira da Prata 2 06°59°62S 047°09°95"W 178m

9 Cachoeira de Sdo Romio
(beira montante) 07°01°21S 047°02°39°W 236m

10 Cachoeira de Sao Romao
(desvio montante) 07°01°21S 047°02°41°W 239m

11 Cachoeira de Sdo Romio
(jusante mata fechada) 07°01°21S 047°02°43”W 243m

12 Cachoeira de Sdo Romio
(jusante beira da praia) 07°01°22S 047°01°22°W 247m

A obtencdo de culturas de cianobactérias unialgais foi realizada no Laboratério de
Genética e Biologia Molecular, na Universidade Federal do Maranhio (UFMA) e no
Departamento de Ciéncias da Alimentacdo e do Meio Ambiente, Divisdo de Microbiologia e
Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlandia). As culturas foram analisadas na
Universidade de Helsinki durante a realizacdo de estdgio internacional realizado pela autora da

dissertacdo no periodo de agosto a novembro de 2018.

As amostras foram inoculadas em meio Z8 com ou sem nitrogénio (Tabela 4) e em
meio BG-11 com nitrogénio (Tabela 5), incubagio sob iluminacdo de 3-15 pmol'm™>s™! por 3 a
4 semanas e temperatura de 17°C-25°C até a obten¢@o de grande biomassa bacteriana. Para a
obtencdo de culturas puras foi utilizado método de isolamento em placas, dilui¢des ou
“pescaria” sob visualizagdo em microscopio optico. A colecdo de cianobactérias foi mantida e
nomeada de GBBB (em referéncia ao Grupo de Pesquisa em Biodiversidade, Bioprospeccao e

Biotecnologia) para cada amostra axénica ou unialgal.
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As trés amostras mais isoladas foram utilizadas neste trabalho, sendo elas: GBBBO1
(Nostoc sp.) coletada na Cachoeira de Sao Romao amostra de sedimento, GBBBO02 (Nostoc sp.)
coletada na Cachoeira de Sdo Romao amostra de 4gua e GBBBOS (Pantanalinema sp.) coletada

na Cachoeira de Sdo Rom3ao amostra de sedimento.

Tabela 4: Solucdo de preparo para meio de cultivo Z8 com nitrogénio.

Componentes Volume Final (ml/l)
781 10
7311 10
Z8 111 10
Micronutrientes 1

Tabela 5: Solucdo de preparo para meio de cultivo BG-11 (Watanabe e Tanabe, 2013).

Componentes Concentracao Final (g/l)
NaNO; 1,5
KoHPO4 0,04
MgS04.7H20 0,075
CaCl».2H,0 0,036
Acido citrico 0,006
Citrato de amonio férrico 0,006
Na,EDTA 0,001
Micronutrientes -
Carbonato de sddio 0,02

4.2. Analise morfologica

A andlise das linhagens foi realizada em microscépio optico equipado com o sistema
digital de imagem AxioVisionLE 4.6 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Foram analisados
caracteres como: didmetro e comprimento de células vegetativas, além da presenca ou auséncia
de acinetos e heterdcitos. As identificacdes das espécies foram realizadas usando como base a
chave de identificacdo de Bicudo e Menezes (2006) e Komarek e Agnostidis (2005). Anélises
realizadas no Laboratério de Ficologia da UFMA e no Departamento de Ciéncias da
Alimentacdo e do Meio Ambiente, Divisao de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade

de Helsinki (Finlandia).
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4.3. Analise de ultraestrutura em AFM

As amostras foram fixadas utilizando protocolo de fixa¢do em solu¢do de etanol/dcido
acético na propor¢cao 3:1, conforme descrito por Chao e Zhang (2011). Inicialmente foi
preparada solucao salina tamponada com fosfato (PBS) (Tabela 6), a solu¢do de etanol/acido

acético foi preparada na propor¢ao 3:1 e mantida em temperatura ambiente.

Tabela 6: Reagentes da solu¢do STS em 1L de H>O deionizada.

Componentes Concentracao Final (g/1)
NaCl 8,475
Na2-HPO4 1,093
NaH2-PO4 0,276

4.3.1. Preparo das amostras em etanol/dcido acético

Adicionou-se 1 mL das amostras a tubos de 1,5 mL, o material foi centrifugado para
concentrar as células no fundo, em seguida as amostras foram lavadas com 1mL da solugdo
tampao salina , agitou-se levemente e entdo foi novamente centrifugada por 3 minutos a 10.000
xg, o sobrenadante foi descartado e logo apds foi adicionado 1 mL da solugdo fixadora de
glutaraldeido 2,5%, agitou-se levemente € manteve-se a amostra na solu¢cdo por 10 minutos,
apos esse periodo a solugdo foi centrifugada por 3 minutos a 10.000 xg e o sobrenadante foi
retirado, as amostras foram lavadas novamente com a solu¢do de PBS por 2 vezes e
ressuspensas em 1 mL de dgua ultrapura. Colocou-se 50 ul do preparado em laminulas e secas
a temperatura ambiente, e depois de secas as mesmas foram armazenadas em geladeira por 24

horas antes de serem levadas para o equipamento.

As amostras fixadas em etanol/acido acético foram observadas em microscépio 6ptico
antes de serem analisadas por AFM, para verificacdo da presenca de células isoladas e em boas
condig¢des de preservacdo. Foi utilizado para andlise das amostras microscopio de forca atdmica

na Central Analitica de Materiais da UFMA.

4.4. Caracterizacao molecular

4.4.1. Extragdo de DNA genbémico

A extracio de DNA foi feita com o KIT OMEGA E.Z.N.A. SP Plant DNA KIT e
seguiu-se o protocolo do fabricante para 50mL de cultura fresca. A integridade do DNA

extraido foi conferida através de leitura em NanoDrop e em gel de Agarose.
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Foi realizada leitura em NanoDrop 1000 Espectrofotdometro controlado por um
software (ThermoScientific) para quantificacio do DNA. A absorbancia foi mensurada em
230nm, 260nm e 280nm, como A260/A280 e A260/230, as reacdes foram calculadas
automaticamente em NanoDrop One/One® Microvolume UV-Vis Espectrofotdmetro

(ThermoScientific).

O gel de Agarose foi preparado a 2% e 1 gota de brometo etilico. O gel correu nas
condi¢des de 100 V por 1h. O comprimento do gel foi de 10 cm. Para a preparacdo de cada
amostra usou-se 2 uL de dgua Milli-Q, 1 uL de 6X DNA Loading Dye (ThermoScientific) e 2
pL. de DNA. Como controle negativo usou-se 4 uLL de 4gua Milli-Q e 1 uLL de 6X DNA Loading
Dye. No gel foi usado para controle positivo 2 tipos de Ladders: M1 e M2. Ladder MI:
ADNA/EcoRI + Hind III Marker 3 (ThermoScientific) e Ladder M2: GeneRuler 1 kb Plus DNA

Lader (ThermoScientific).

Andlises realizadas no Departamento de Ciéncias da Alimentacdo e do Meio

Ambiente, Divisao de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlandia).

4.4.2. Amplificagdo por PCR de marcadores filogenéticos e de cianotoxinas

O gene 16S rRNA foi selecionado para ser amplificado como marcador filogenético,
seguindo as referéncias de Taton et al. (2006). A amplificagdo por reagdo em cadeia de
polimerase (PCR) do gene 16S rRNA foi feita para um volume final de 25 pL, contendo, 2,5
pL DreamTaq buffer com MgCl, 20 mM 10 X, 0,5 uL MgCl», 0,625 pL ANTP’s 10 mM (em
cada), 1,25 uL do primer inicial 10 mM, 1,25 uL do primer reverso 10 mM, 0,625 uL. DreamTaq
polymerase 5 u/A, 16,25 pL de ddH20 e 2 pL. de DNA. A reacdo foi realizada no BioRader

Cycler, nas condigdes descritas na tabela 7.

Para a deteccdo de cianotoxinas foram utilizados iniciadores especificos conforme
descrito na tabela 7 nas seguintes condigoes de PCR: volume final de 25 puL, contendo, 2,5 pLL
DreamTaq buffer com MgCl, 20 mM 10X, 0,5 uL MgClz, 0,625 pL dNTP’s 10 mM (em cada),
2,5 uL do mix de primers 10 mM, 0,1 pL DreamTaq polymerase Su/A, 16,775 pL de ddH>O e
2 uL de DNA.

Tabela 7: Marcadores e condi¢es de amplificacdo dos genes para PCR

Gene Iniciador Sequéncia (5°-3°) Condicoes da PCR
16S rRNA 16S27F"! AGAGTTTGATCCTGG  95°C/3min; 25 ciclos de desnaturacio a
CTCAG 95°C por 30s; anelamento a 56°C por 30s;

16S1494R™ GTACGGCTACCTTGT  extensdo a 72°C por 2min e extensdo final
TACGAC a 72°C por 7min.
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Saxitoxina sxtF* GGAGTGGATTTCAA
CACCAGAA
sxtR™ GTTTCCCAGACTCGT  Pré-desnaturacdo a 95°C por 3min, 40
TTCAGG ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30seg,
Microcistina mcyF™ AATAAATCATAATTT anelamento a 61°C por 30seg, extensdo a
AGAACSGGVGATTT 72°C por 25seg e extensdo final a 72°C por
AGG Smin
mcyR™ AATAAATCATAACG
RBTVADTTGRTATTC
AATTTCT

*Obtidos de 1: WILMOTTE, A.; VAN DER AUWERA, G.; DE WACHTER, R. 1993.

2: WILMOTTE, A.; DEMONCEAU, C.; GOFFART, A.; HECQ, J. H.; DEMOULIN, V.; CROSSLEY, A. C.
2002.

3: AL-TEBRINEH, J.; PEARSON, L. A.; YASAR, S. A.; NEILAN, B. A. 2012.

Andlises realizadas no Departamento de Ciéncias da Alimentacio e do Meio

Ambiente, Divisao de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlandia).

4.4.3. Clonagem e PCR de colonia

Ap6s a amplificacdo por PCR das sequéncias de DNA, foi realizada a clonagem dos
amplicons, para isso foi utilizado o kit de clonagem TOPO® TA (Thermo Fisher Scientific) e
seguiu-se as instrucdes indicadas pelo fabricante. A transformacgdo foi realizada através de
choque térmico. As células transformadas foram inoculadas em placas de cultivo com meio LB
agar (nas concentragdes de 5, 10, 20, 30, 40, 60 uL de in6culo) e incubadas por 12h a 37°C.

Ap6s isso, os clones foram selecionados a partir de coldnias de colorag@o branca.

As coldnias de interesse foram retiradas das placas e a presenca dos insertos foi
confirmada por meio de PCR utilizando os iniciadores M13F (5’-CTGGCCGTCGTTTTAC-
3’) e M13R (5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’). A amplificagdo foi feita para um volume
final de 25 pL, contendo, 2,5 uL DreamTaq buffer com MgCl, 20 mM 10X, 0,5 uL MgCla,
0,625 pL ANTP’s 10mM (em cada), 1,25 pL do primer inicial 10 mM, 1,25 pL do primer
reverso 10 mM, 0,625 uLL DreamTaq polymerase 5 u/A, 16,25 uL. de ddH,O e 2 uLL de DNA.

As condigdes da termociclagem foram: pré-desnaturacdo a 95°C por 3 min, 25 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 30 seg, anelamento a 50°C por 30 seg, extensdo a 72°C por 1 min e
extensao final a 72°C por 7 min. O produto da PCR foi verificado através de gel de Agarose a
0,7%. Os clones que apareceram com resultados positivos no gel de Agarose passaram entio
por uma PCR com primers especificos para DNA de cianobactérias, utilizando os iniciadores
359F e 1350R. A amplificagcdo foi feita para um volume final de 20 pL, contendo, 2 uL
DreamTaq buffer com MgCl, 20 mM 10X, 0,4 uL MgCl, 0,5 uL dNTP’s 10 mM (em cada), 1
pL do primer inicial 10 mM, 1 pL do primer reverso 10 mM, 0,5 uLL DreamTaq polymerase 5
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uw/A, 12,6 uL de ddH>O e 2 uL de DNA. As condicdes da termociclagem foram: pré-
desnaturagdo a 95°C por 3min, 25 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 seg, anelamento a 56°C
por 30 seg, extensdo a 72°C por 1 min e extensdo final a 72°C por 7 min. Os produtos de PCR
e clonagem foram enviados para um servico terceirizado e foram sequenciados de acordo com

o protocolo do mesmo.

Andlises realizadas no Departamento de Cié€ncias da Alimentacio e do Meio

Ambiente, Divisdo de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlandia).

4.4.4 Andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram verificadas quanto a qualidade e alinhadas pela
ferramenta ClustalW e editadas manualmente no programa BioEdit (Hall, 2011). A ferramenta
BLASTn do banco de dados Genbank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) foi utilizada para comparagdes de homologias e obten¢do de sequéncias similares para
a construgdo das drvores de diversidade e filogenia.

As andlises de diversidade foram realizadas utilizando-se o método de Neighbor

Joinning (Saitou e Nei, 1987), no software Mega X (Kumar et al., 2018).

4.5. Extrato de cianobactérias

Para a obtencdo de extrato de cianobactérias seguiu-se a metodologia indicada por
Shishido et al. (2015), as células foram extraidas por centrifugacdo de 10.000 rpm por 10
minutos em temperatura ambiente, depois foram armazenadas a -80°C antes da liofilizacdo. O
material ficou 71 horas no liofilizador para a secagem total das células. Em um tubo de 2 mL
foi transferido 200 uL de beads de vidro, 100 mg de células liofilizadas e ImL de MeOH 100%.
Homogeneizou-se as amostras usando FastPrep-24 disruptor celular, duas vezes por 20
segundos a uma velocidade de 6,5 m/s!. Em temperatura ambiente as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g em eppendorff, depois disso o sobrenadante foi coletado
em um tubo de vidro e passou pelo processo de evaporagdo do solvente (com Nitrogénio),
acrescentou-se mais 1 mL de MeOH, concentracdo de 100 mg/mL. A amostra entdo foi

sonicada por 2 minutos e mantida a -20°C para andlises posteriores.

Andlises realizadas no Departamento de Ciéncias da Alimentacio e do Meio

Ambiente, Divisao de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlandia).
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4.6. Teste de bioatividade antimicrobiana

Extratos metandlicos (300 pL) de todas as cepas estudadas foram aplicados a um disco
de papel e mantidos overnight para a absorcdo do extrato pelos discos. Foram utilizadas cepas
bacterianas e fungicas do Microbial Domain Biological Resource Centre (HAMBI). Candida
albicans HAMBI484 e Aspergillus flavus HAMBI829 foram cultivados em meio Agar dextrose
batata (PDA), Micrococcus Iluteus HAMBI2688 e Escherichia coli HAMBI1723 foram
cultivadas em meio Agar nutriente (NA), Staphylococcus aureus HAMBI66 foi cultivado em
meio Agar brain heart infusion (BHI), enquanto Acinetobacter baumannii HAMBI1760 foi
cultivado em Agar triptona glicose (TGY). Apés o inéculo de bactérias e fungos nas placas com
meio solido, os discos foram aplicados, depois de um periodo de incubacdo de 24 horas - 72
horas em temperaturas de 28°C-37°C, as placas foram analisadas com mensuramento das zonas
de inibi¢do, que foram medidas incluindo o didmetro do disco de papel. Para controle positivo
foi utilizado Kanamycin 1000 pg por disco para bactérias e Nistatina 300 pg por disco para
fungos e para controle negativo foi utilizado 300 uL. de MeOH 100% por disco (Vestola et al.
2014).

Andlises realizadas no Departamento de Ciéncias da Alimentacdo e do Meio

Ambiente, Divisdo de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlandia).

4.7. Teste de atividade carrapaticida

Os testes de atividade acaricida foram realizados no Laboratorio de Helmintologia na
UFMA com duas cepas do carrapato Rhipicephalus microplus, sendo uma resistente e outra
considerada sensivel aos carrapaticidas quimicos sintéticos: JAGUAR e POA, respectivamente.
Foi realizado um teste piloto com extrato na concentragdo padrao (100 mg/mL), para verificar
o melhor diluente e a necessidade de dilui¢cOes da amostra. Os extratos foram obtidos a partir
de dois solventes diferentes, um utilizando metanol 100% e outro etanol 70%. O extrato
metandlico foi liofilizado e suspenso em dois diferentes diluentes, 4gua deionizada e solugdo
de ET-Triton 0,02%. Ao final foram obtidos 3 produtos a serem testados: extrato metanolico
suspenso em agua deionizada, extrato metanolico suspenso em solucao de ET-Triton 0,02%, e
extrato etandlico. Como controle negativo foram utilizados solucdes diferentes conforme
descritos na Tabela 08. Foram adicionados 1000 uL do extrato, em Eppendorff de 1,5 mL e
aproximadamente, 500 larvas foram adicionadas. Imediatamente ap6s a adi¢do de larvas, o tubo
foi fechado e agitado vigorosamente por alguns segundos e, em seguida, suavemente por 10

min. Os tubos foram entdo abertos e as larvas transferidas para um filtro de papel. Apds
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secagem, cerca de 100 larvas foram transferidas para filtro de papel quadriculado (850 mm/750
mm) dobrados e fechados com clipes em um “pacote”. Os pacotes foram incubados a 27-28 °C
e 80-90% de umidade relativa por 24 horas, em seguida, a mortalidade foi determinada. Apenas
larvas capazes de locomog¢ao foram consideradas vivas. Estes passos foram repetidos para cada

um dos extratos obtidos e para cada cepa de organismo testada (Klafke et al., 2006).

Tabela 8 - Controles negativos usados no teste carrapaticida.

Material (Extrato) Solucdo controle

. Etanol 70%
Extrato etanoico

. dH>O
Extrato metanoico suspenso

em dH,O*
Solugdo de ET-Triton

Extrato metanoico suspenso em 0.02%

solucdo de ET-Triton 0,02%

*dH,0: 4dgua deionizada
Para o teste de atividade carrapaticida utilizou-se as cepas GBBB0O1 e GBBBO02, a
GBBBO0S5 niao apresentou crescimento de biomassa o suficiente para o teste de bioatividade.
Liirling et al. (2013) citam que a taxa de crescimento lento de muitas cepas atingindo
aproximadamente 0,2 duplicagdes por dia, ¢ uma desvantagem nas pesquisas onde se utiliza

grande biomassa destes microrganismos.
4.8. Caracterizacao quimica

A andlise de metabdlitos secunddrios no extrato de cianobactéria foi realizada em um
sistema Shimadzu Prominence LC acoplado a um Quadrupole time-of-flight (MicroTOF-QII;
Bruker Daltonics) e equipado com uma interface de ionizagdo por electrospray. A separacao foi
obtida em uma coluna RP (Phenomenex, Luna) a 200 uL min™' usando uma elui¢fio de gradiente
linear (5-90% B em 50 min). O equipamento Q/TOF foi operado no modo scan e AutoMS/MS,
realizando experimentos de MS/MS sobre os trés fons mais intensos a partir de cada pesquisa
por MS. As anélises por UPLC-QTOF foram realizadas com o sistema Acquity I-Class UPLC
— Synapt G2-Si HDMS (Waters Corp.). A calibra¢do do QTOF foi feita com formato de sddio.
Os dados precisos de massa foram processados pelo programa Data Analysis 4.0 (Bruker
Daltonics) o qual forneceu uma classificagdo de possiveis formulas elementares usando o

SmartFormulaEditor™ (Jokela et al. 2012)

Andlises realizadas no Departamento de Ciéncias da Alimentagao e do Meio Ambiente,

Divisdo de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlandia).
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5.1. Fatores fisico-quimicos e nutrientes
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A temperatura da dgua mostrou uma variagdo de + 3°C nos pontos de coleta, com

minima de 25°C e maxima de 28,2°C, encontrando-se numa variacao 6tima para crescimento

de organismos fotossintetizantes segundo Ferreira (2008). O valor minimo e médximo de pH

apresentou uma variacdo de 0,5. Dos parametros medidos a turbidez apresentou o maior nivel

de variacgdo, oscilando de 3,97 a 22,3. O oxigénio dissolvido na dgua apresentou valor minimo

de 2,75 e maximo de 7,77. Pouca variacdo de salinidade (Ver tabela 9).

Tabela 9: Parametros fisico-quimicos medidos com sonda multiparamétrica nos locais de coleta do PARNACM.

Pontos de coleta Temp. (°C) pH Turbidez op Sal.
(NTU)  (mg/L)
1 Cachoeira Porteira (jusante) 27.5 7,1 4,39 6.20 0,001
2 Cachoeira Porteira (montante) 27.2 7.3 4,82 7.66 0,001
3 Cachoeira Garrote 1 27.8 7,3 3,97 5.63 0
4 Cachoeira Garrote 2 28.2 7,2 4,57 5.65 0,001
5 Cachoeira Santuario 1 27.5 7,3 7,44 4.35 0
6 Cachoeira Santuario 2 27.4 6,9 5,93 2.75 0
7 Cachoeira da Prata 1 26.2 6,9 14,3 5.98 0,02
8 Cachoeira da Prata 2 25.0 6,9 11,7 3.48 0,001
9 Cachoeira de Sdo Romio
(beira montante) 26.4 7 12,9 7.51 0,002
10 Cachoeira de Sdo Romio
(desvio montante) 26.5 7,3 22,3 7.12 0,002
11 Cachoeira de Sao Romao
(jusante mata fechada) 26.2 7.4 16 3.55 0,002
12 Cachoeira de Sao Romao
(jusante beira da praia) 26.5 7.4 20,6 7.77 0,002

Legenda: Temp.: Temperatura; OD: Oxigénio Dissolvido/ Sal.: Salinidade;

Machado et al. (2016), em estudo realizado no reservatério de Guarapiranga,

concluiram que as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do reservatorio t€ém variacao

espacial e temporal e, consequentemente, a ocorréncia das cianobactérias varia em funcao

destas caracteristicas determinando a alternancia de taxons entre o periodo chuvoso e seco. Esta

mudanga foi comprovada pela dindmica entre a elevada biomassa constatada para estes
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organismos e altos teores de nutrientes, principalmente de amdnio, pH neutro-alcalino e baixa

zona eufotica.

A coleta foi realizada em periodo chuvoso e Dos Santos et al. (2017) afirmam que a
presenca de cianobactérias € maior em periodos chuvosos quando em seu trabalho compararam
estacdo chuvosa e seca, porém também h4 uma ampla distribui¢io na estagcdo seca e pode estar

correlacionado com fatores como salinidade, turbidez da dgua e os nutrientes presentes.

Houve pouca variacdo de salinidade nos locais de coleta, segundo Carstensen et al.
(2015) floragcdes de cianobactérias sao mais restritas a habitats de baixa salinidade, esse fator
pode estar ligado a importantes implicagdes ecoldgicas e bioquimicas, além de haver uma
rotacdo de nutrientes. Ambientes que produzem variagdes na salinidade, dependendo das
quantidades de dgua fresca disponivel, dao a elas uma vantagem sobre outros concorrentes

(Domingues et al., 2005).

A variagdo da presencga de oxigénio dissolvido teve minima de 2,75 mg/L na Cachoeira
do Santudrio (ponto 6), Jardim et al. (2014) afirma que quanto maior a concentragdo de oxigénio
dissolvido no local maior a ocorréncia de floragdes de cianobactérias, além da concentracao de
OD estar diretamente ligada ao aumento da presenca de nitrato na dgua, apresentando uma

correlacdo positiva para a densidade de cianobactérias.

Os organismos fotossintéticos dependem de uma fonte de nitrogénio para seu
crescimento e desenvolvimento, a fonte de mais facil obteng¢do para esses organismos como
cianobactérias, € o N2 na forma de fon amonio NH*s NO» ou NO3 (Paschkewitz, 2012).
Cianobactérias em ambientes eutrofizados conseguem otimizar o aproveitamento da luz e
assimilar nutrientes, além de sua capacidade de fixacdo de nitrogénio em colunas d’agua com
elevada incidéncia solar e formag¢do de acinetos em dguas com alto indice de turbidez (Paerl e

Paul, 2012) (Ver tabela 10).

Dentro dos valores de referéncia dos parametros qualidade da 4gua para corpos de
agua classe 2 conforme a Resolucdo CONAMA 357/05 o maximo de nitrato deve ser igual a
10mg.L!. Ferraz (2012) mostra que valores elevados de nitrato geralmente s3o acompanhados
pelo aumento das cianobactérias, além disso, os valores de nitrato podem cair logo apds
episddios de densidade celular alta, isso se dd devido o consumo deste nutriente pelas
cianobactérias em seu metabolismo, utilizando-o para seu crescimento. O ponto 6 (Cachoeira
de Sao Romiao — beira montante) de onde foram obtidas as cepas deste estudo apresenta

quantidade baixa de nitrato e nele foram encontradas espécies fixadoras de nitrogénio.
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Tabela 10: Parametros ambientais de nutrientes mensurados nos locais de coleta do PARNACM.

Pontos de coleta NH3 NO~ NO3 POs* SiO:
pmol.L'!  pmolL?  pmolL?®  pmolL* umol.L-5
1 Cachoeira Porteira (jusante) 112,56 0,02 4,03 0,02 1,73
2 Cachoeira Porteira (montante) 18,59 0,03 2,63 0,26 2,64
3 Cachoeira Garrote 1 17,2 0,04 4,63 1,21 1,2
4 Cachoeira Garrote 2 12,33 0,05 4,17 0,07 2
5 Cachoeira Santuario 1 10,93 0,04 3,88 0,02 0,57
6 Cachoeira Santuario 2 6,76 0,06 3,6 0,11 0,62
7 Cachoeira da Prata 1 7,45 0,11 2,2 0,38 0,81
8 Cachoeira da Prata 2 26,25 0,24 7,57 0,53 2,52
9 Cachoeira de Sao Romao
(beira montante) 8,85 0,14 5,46 0,26 3,78
10 Cachoeira de Sdo Roméo
(desvio montante) 10,24 0,08 5,71 0,6 4,26
11 Cachoeira de Sao Romdo
(jusante mata fechada) 8,85 0,1 6,74 0,55 3,93
12 Cachoeira de Sao Romdo
(jusante beira da praia) 6,76 0,16 58,07 0,4 4,3

A alta carga de nutrientes pode ter influéncia direta de efluentes domésticos e
industriais, quando esse efluentes sdao langados nos corpos d’agua levam ao aumento da
concentracao de nutrientes nos corpos d'dgua, principalmente fésforo e nitrogénio, acarretando
um aumento de eventos de eutrofizacdo nestes ambientes, afetando diretamente a comunidade
aqudtica ali presente, favorecendo alguns organismos em detrimento dos demais, como € o caso

das cianobactérias (Ferraz, 2012).

5.2. Caracteriza¢ao morfologica

As células vegetativas da GBBBO1 (Nostoc sp.) em meio liquido apresentam-se em
colOnias sdao de cor verde-escuro, formando uma mucilagem gelatinosa. Observados no
microscopio os tricomas sdo de cor verde-claro, moveis, agregados, isopolares, longos,

flexiveis, sem ramificagdes, células constritas e contetido celular com granulos (Figura 6).
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Células vegetativas cilindricas arredondadas, 5-6um altura x 3-4pum largura. Células
apicais com formas variadas: arredondada ou conica-arredondada. Células mais longas que
largas, filamentos finos, alguns curtos, porém a maioria longos. Presenca de acinetos formados

em cadeia, 6-7um altura x 4-5um largura. Bainha incolor. Hormog6nios pouco observados.

Figura 6: Fotomicrografia de GBBBO1 (Nostoc sp.) A- F — filamento de cianobactéria. B, C — presenca de
acinetos. E — célula terminal. Barras: 10um. Fotos: SOUSA, R. C.

Furtado et al. (2009) descreve o género como células formando tricomas
mucilaginosos de cor amarronzada, as células podem ser esféricas ou em forma de barril com
conteddo granular, hd também a presenca de heterdcitos que podem ser terminais ou intercalares

em formato de barril, os acinetos encontrados com formato cilindrico ou ligeiramente arqueado.



40

GBBBO02 (Nostoc sp.) em meio solido as coldnias sdo esféricas, mucilaginosas e de
cor marrom-esverdeada. Em meio liquido os filamentos de cor verde-escuro formam
aglomerados ligados ao fundo do frasco, os tricomas sdo méveis, longos, flexiveis, em linha

reta ou ondulados, incolor ou quase invisivel envelopamento, 3-4um largura (Figura 7).

Figura 7: Fotomicrografia de GBBB02 (Nostoc sp.) A-D — filamento de cianobactéria Nostoc sp. com presenca
de heterdcitos. B, C — presenca de acinetos. Barras: 10um. Fotos: SOUSA, R. C.




41

Tricomas sdo unisseriados e isopolar, sem falsas ramificagdes e constritos. Células
vegetativas sdo cilindricas, 3-Sum altura x 3-4um largura, contém granulos que sdo observados
em muitas células e possui cor verde claro para marrom-esverdeado. Heterdcitos intercalares
ou terminais. Heterdcitos intercalares sdo ovais quase esféricos d=5-6um ou ovais 7um altura
X 6um largura, enquanto os heterdcitos terminais sdo esféricos d=3-4um ou oblongos Sum

altura x 4um largura, cor amarelo-esverdeado.

Acinetos claramente distinguiveis de células vegetativas, formato oval com 9um altura
x Sum largura (algumas outras formas foram observadas, mas em menor quantidade), possuem
parede celular espessa, contém granulos e cor esverdeada, se desenvolvem
paraheterociticamente e as vezes todas as células em tricomas sdo convertidos para acinetos.

Hormogodnia em dire¢do aos heterdcitos terminais também foram observadas.

Komarek et al. (2014), em seu sistema de classificacdo de cianobactérias descrevem
morfologicamente Nostoc como espécies de cianobactérias ndo ramificadas, com filamentos

isopolar ou heteropolar, produzindo acinetos, frequentemente em série.

GBBBO05 (Pantanalinema sp.) possui talos com coloracdo de verde escuro ao verde-
oliva (Figura 8). Os filamentos sdo longos 3pm de largura, emaranhados e flexiveis. Bainha ¢é
fina, firme e incolor, sempre ligado a tricomas. Os tricomas sdo cilindricos, ndo constritos ou
ligeiramente constringidos nas paredes transversais, unisseriados, ndo atenuados em direcdo as
extremidades, sem células necridicas. Os tricomas tém 2pum de largura, cor verde palido e
possuem motilidade (deslizamento). As células sdo isodiamétricas 2-3um de comprimento x
2um de largura com conteudo granular. A célula apical ¢ arredondada para arredondada-conica

sem caliptra. Nao foi observada ramificagdo falsa.

Quanto a sua morfologia, Vaz et al., (2015) descrevem as cepas de Pantanalinema
com tricomas microscopicos, os filamentos sdo emaranhados e flexiveis. Os tricomas méveis
sdo caracterizados por uma leve motilidade de deslizamento. A célula apical € cilindrica com
um dapice arredondado a ligeiramente conico, o conteido celular é homogéneo podendo ser

verde acastanhado ou verde oliva.
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Figura 8: Fotomicrografia de GBBBOS (Pantanalinema sp.) A- E — filamento de cianobactéria Pantanalinema
sp. A — célula apical arredondada-conica. E — presenca de necrideos. F — filamento com contetido granular.
Barras: 10um. Fotos: SOUSA, R. C.

Em todas as cepas a identificacdo morfoldgica corrobora com os resultados obtidos no

microbioma realizado para as amostras.
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5.3. Caracterizacao ultra estrutural

O protocolo de etanol/acido acético foi primeiramente utilizado para a caracterizacao
ultraestrutural, pois segundo Chao e Zang (2011) esta solu¢do promove uma melhor
preservacdo da morfologia celular. Os testes para a amostra GBBB02 ainda ndo foram

concluidos pela Central Analitica de Materiais da UFMA.

Nas imagens 3D obtidas por microscopia de forca atdmica para cepa GBBBO1 (Nostoc
sp.) nota-se os detalhes topograficos das células, estas sdo encontradas dispostas isoladamente,
ndo formando tricomas na maioria das vezes, o que pode ser ocasionado pelo rompimento de
estruturas na realizacdo do processo, isso ocorre, pois, a secagem do filamento pode provocar
alteracOes na estrutura total. Ainda assim, € possivel observar na figura 9 poucas células unidas

formando uma parte do filamento.

Read, Connell e Adams (2007), em seu trabalho de visualizagdo em nanoescala de
parede celular de cianobactérias filamentosas, conseguiram visualizar através de imagens AFM
uma natureza paralela da matriz de cepas de Nostoc, porém, assim como neste trabalho
houveram alguns rompimentos da regularidade da disposi¢ao das células, com filamentos que
aparecem ser quebrados ou encontrando-se nos sentidos diferentes do sentido da maioria da

disposicao.

E possivel obter varreduras de AFM de alta resolucio de cianobactérias filamentosas
preparadas em protocolo sem secagem e fixacdo, ou seja, totalmente hidratadas. Read, Connell
e Adams (2007), realizaram a primeira varredura para cianobactérias hidratadas em cepas
filamentosas e concluiram que apesar de ser possivel estudar a topologia e as propriedades
fisico-quimicas da superficie bacteriana nestas circunstancias as andlises sdo dificultadas pela

nao imobiliza¢do completa da amostra.

Na figura 9 apresentada para a GBBBO1 observa-se que as células sdao unidas
constritamente, além disso hé cadeias ligantes entre elas, € possivel também analisar o grau de
rugosidade e o perfil de altura dessas células que chega a 1.8um (Figura 10). A medida de
Rugosidade média (Ra) para a GBBBO1 foi mensurada em 47.1nm, isso representa rugosidade

da superficie da membrana em anélise tridimensional.



Figura 9: Imagem ultraestrutural de GBBBO1 (Nostoc sp.), A, B — pequenos tricomas. C, D — presenca de
cadeias ligantes entre células. E, F — tricomas maiores com presenca de acinetos.
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Figura 10: Imagem ultraestrutural de GBBBO1 (Nostoc sp.), medida de altura de célula.
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Por se tratar de um género recentemente descrito, ainda nao € encontrado nenhum
trabalho que mencione a andlise de ultraestrutura com AFM para cepas do género
Pantanalinema. Por meio das imagens obtidas é possivel observar a disposi¢ao das células nos

filamentos desta cianobactéria (Figura 11).

As células da GBBBO0S5 encontram-se firmemente unidas ao longo dos tricomas, na
figura 11B ainda € possivel observar células diferenciadas que fazem ligacdo com o restante do
filamento e célula apical cilindrica corroborando com a descri¢ao por morfologia anteriormente
citada. O perfil de Ra encontrado para a GBBBO0S5 é de 32,7nm, apresentando entdo uma

superficie de membrana mais lisa.



Figura 11: Imagens ultraestruturais de GBBBOS (Pantanalinema sp.) A —ligacdo de células constritas.

B, C, D — filamento isopolar . E, F — Tricomas com presenca de células diferenciadas.
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Nas imagens abaixo (Figura 12) sdo analisados respectivamente os padrdes de
diametro das células medidas isoladamente e o padrdo medido célula-a-célula para a formagado

do filamento completo, onde observa-se o perfil de altura dessas células que chega a 1.5um.

Figura 12: Imagem ultraestrutural de GBBBOS5 (Pantanalinema sp.). A — medida de altura de célula

isolada. B — medida de altura de célula-a-célula em filamento.
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5.4. Analise molecular
Das cepas de cianobactérias testadas, todas resultaram em amostras com DNA em
quantidade satisfatéria e boa qualidade constatada comprovada pela eletroforese em gel de

Agarose e posteriormente comprovada pela amplificacdo (Figura 13).

Figura 13: Produtos de amplificacdo (PCR) do gene rRNA 16S. M — marcador de peso molecular 1kb DNA
Ladder; 1 - GBBBO1; 2 — GBBB02; 3 — GBBBO0S5, 4 — Controle positivo.

M 1 2 3 4

As mesmas amostras foram testadas com iniciadores especificos para as cianotoxinas

saxitoxina e microcistina, ndo apresentando resultado positivo para essas toxinas.

A partir dos produtos de PCR do rRNA16S, foram realizadas clonagens com as cepas
GBBBO01, GBBB02 ¢ GBBBO0S5. Os resultados das clonagens foram checados ap6s um dia,
observou-se a presenga de colonias brancas e dessas colonias entdo realizada uma nova PCR
com a utiliza¢do do primer universal M13F e M13R para avaliar a ligacdo com o vetor. Logo
apo6s outra PCR com os iniciadores especificos 359F e 1350R foi realizada, neste caso, somente

para os clones que apresentaram resultado positivo (Figura 14).

Figura 14: Produtos de amplificagdo (PCR) dos clones. M1 — marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder;
M2 — marcador de peso molecular 100mb DNA Ladder; 1-8 — Clones GBBBO1; 9-10 — Clones GBBB02; 11-16
— Clones GBBBOS.
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5.5. Analise genética

Ap6s a obtencdo dos resultados do sequenciamento do gene 16S rRNA através de um
servigo terceirizado, as sequéncias consenso foram alinhadas e montadas usando o software
Bioedit. Apds a edicdo das sequéncias para eliminar regides de baixa qualidade, as mesmas
foram submetidas ao BLASTn. Os resultados podem ser observados na tabela 11 abaixo. Em

geral a identificagdo molecular corroborou a morfologia.

Em relacdo a amostra GBBBO1 s6 foi possivel obter sequéncias de clones referentes a
bactérias heterotréficas associadas, 1sso pode ter ocorrido devido a cultura ndo estar axénica no
periodo que foi realizada a clonagem, ainda hé a possibilidade de se otimizar outros marcadores
génicos especificos de cianobactérias para lograr sequenciar o organismo fotossintetizante da

amostra.

Tabela 11: Resultado do sequenciamento submetido ao BLASTn.

Amostra Descrigdo Pontuagdo  Cobertura E- Identidade  N° de acesso
(GBBB) total value

01 Leptospira sp. MS161 gene
for 16S ribosomal RNA, 2665 93% 0.0 99.66% AB758716.1
partial sequence

02 Desmonostoc sp. PCC 8306
partial 16S rRNA gene, 1672 99% 0.0 99.67% HGO004584.1
strain PCC 8306

05 Pantanalinema  rosaneae
CMAAT1559 16S ribosomal
RNA gene, partial
sequence; 16S-23S
ribosomal RNA intergenic 2673 94% 0.0 99.79% KY873318.1
spacer, complete sequence;
and 23S ribosomal RNA
gene, partial sequence

A arvore filogenética gerada refletiu os resultados de identificagdo obtidos através do
BLASTn (Figura 15). A relagdo filogenética foi inferida usando o método de agrupamento de
vizinhos. A amostra GBBBO02 teve resultados idénticos para os géneros Desmonostoc € Nostoc
no BLASTn, porém em na arvore filogenética ficou mais préxima do género Desmonostoc,

indicando que esta amostra pode estar mais proximamente relacionada a este tdxon.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AB758716.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BW6D581J014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/HG004584.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CEXPC0MZ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY873318.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=BW5DSKPZ014
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Figura 15: Arvore de diversidade dos isolados GBBB02 e GBBBOS. A relacio filogenética foi inferida usando o
método de agrupamento de vizinhos. A drvore consenso de Bootstrap foi inferida usando 10.000 replicatas. A
distancia evoluciondria foi computada utilizando o método de Kimura-2-pardmetros. Esta andlise envolveu 29
sequéncias de nucleotideos. Todas as posicdes ambiguas foram removidas para cada sequéncia de par (pairwise
deletion option). Havia um total de 1477 posi¢des no conjunto de dados final. As andlises evoluciondrias foram
conduzidas no software MEGA X.

_98|: GBBBO0O5
100 Pantanalinema rosaneae CMAA1559

8 ——— Pantanalinema rosaneae CMAA1556
46 Oculatella ucrainica KZ-5-4-1
—100‘: Oculatella ucrainica KZ-7-1-4
Trichocoleus desertorum Mon69
Leptolyngbya frigida CAU11
33 100 — Phormidium sp SAG 37.90
93 L—— Stenomitos sp Ru-0-2
— Synechococcus elongatus PCC 6301
62— Synechococcus PCC6716
Phormidium cf irriguum CCALA 759
44 — Anabaena cylindrica PCC 7122
2 L— Anabaena flos-aquae strain PCC 9302
100 Nostoc piscinale CENA21
[ = Nostoc punctiforme PCC 73102
Desmonostoc sp 111 CR4 BG11N
Nostoc sp CACIAM 19
Desmonostoc sp PCC 8306

_53': GBBB02
=l

74

64

100

67

Leptolyngbya boryana PCC 6306
Synechocystis sp PCC 6714
Synechocystis sp PCC 6803
Cyanobacterium aponinum PCC 10605
Cyanobacterium stanieri PCC 7202
53 Geminocystis sp CHAB 6541
W’: Geminocystis sp NIES-3708
— Beggiatoa alba strain B18LD
100 — Beggiatoa leptomitoformis strain D-402

100

5.6. Caracterizacao quimica dos extratos

Ap6s avaliagdo preliminar manual dos resultados obtidos na andlise de espectrometria
de massa dos extratos das amostras (GBBB0O1, GBBB02 e GBBBO05), ndo foi possivel
identificar espectros caracteristicos de compostos bioativos conhecidos como cianotoxinas ou
cianobactinas, por exemplo. Wang et al. (2016) sugere o servidor Global Natural Products
Social Network (GNPS) para se realizar anélises mais detalhadas e identificagdo de compostos

cripticos.
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5.7. Analise da bioatividade

5.7.1. Teste antimicrobiano

Os testes de bioatividade foram realizados com bactérias gram-positivas e gram-
negativas e fungos, nao apresentando resultados positivos para nenhuma cepa testada, apesar
de ja haver descrito na literatura inibicao positiva em testes de bioatividade com cianobactérias
do género Nostoc (Senhorinho et al., 2015; Niveshika et al., 2016; Barboza et al., 2017; Xue et
al., 2018), todas os extratos foram testados na concentracdo de 100 mg de biomassa liofilizada

(Figura 16).

Figura 16: Teste de bioatividade antibacteriana e antifiingica em placas. A - Teste com amostra GBBB02 com
Escherichia coli. B — Teste com amostra GBBB02 com Staphylococcus aureus. C — Teste com amostras GBBB
01, 02 e 05 com Candida albicans. Fotos: SOUSA, R. C.

De acordo com a literatura, cepas de Nostoc em extrato de metanol mostraram uma
forte atividade contra bactérias gram-negativas (S. flexneri e S. typhi) e bactérias gram-positivas
(S. aureus e B. subtilis), com zonas de inibi¢do que variaram de 12,8 a 23,3mm de diametro

(Pham, et al., 2017).

Pode-se levantar trés hipdteses para explicar a falta de atividade microbiana em nosso

estudo:

1. Os isolados testados nao produzem metabdlitos secundéarios;

2. As condigdes de cultivo ndo foram adequadas para a produgdo de compostos com
bioatividade;

3. A quantidade de biomassa utilizada na produg¢do dos extratos (100 mg) ndo foi suficiente

para os compostos bioativos apresentarem sua acdo antimicrobiana.
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E sugerido na literatura que os microrganismos tendem a ativar a expressao de suas
vias metabolicas secunddrias, as quais estdo ligadas a compostos bioativos, em situacdes de

estresse, como limitacao de nutrientes, estresse de temperatura (Waditee-Sirisattha et al., 2014).

5.7.2. Teste carrapaticida

Os testes carrapaticidas ndo apresentaram nenhuma inibi¢do com os organismos alvo
testados: cepa resistente em extrato metandlico, cepa sensivel em extrato metandlico e cepa

resistente em extrato etandlico.

Becher e Jiittner (2005) em seu trabalho encontraram cepas de cianobactéria com
atividade inseticida contra Chironomus sp., cianobactérias do género Fischerella obtiveram
bom desempenho com mortalidade de 100% do organismo de teste em 36h. Berry et al. (2008)
testaram cepas dos géneros Lyngbya, Pseudanabaena e Synechococcus em larvas onde foi
possivel obter de mortalidade significativa de 90 a 100% dos microrganismos testados,
reafirmando os peptideos citotoxicos de cianobactérias do género Lyngbya, nomeados de

pahayokolides.

Vale ressaltar que apesar de nao terem apresentado positividade para nenhum teste de
bioatividade realizado, o género Nostoc ja é comumente utilizado como referéncia de
cianobactéria produtora de metabdlitos secunddrios de interesse bioldgico e o género

Pantanalinema recentemente descrito ainda precisa ser mais estudado (Micallef et al., 2015).
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6. CONCLUSOES

Com base no que foi apresentado é possivel concluir que o Parque Nacional da
Chapada das Mesas além de possuir condi¢des favordveis para o crescimento de uma
diversidade de microrganismos fotossintetizantes abriga cianobactérias de grande importancia

bioldgica.

A andlise ultraestrutural em AFM forneceu caracteristicas importantes para a
identificacdo e caracterizacdo morfoldgica dos isolados, além de ter sido a primeira utilizacao
desta técnica para o género Pantanalinema. A utilizacdo de técnicas complementares como
espectrometria Raman e de Massas poderd auxiliar na otimizacdo de métodos mais precisos de
identificacdo e classificagdo de microrganismos em geral e especialmente do grupo das

cianobactérias.

Portanto, as amostras GBBBO1, 02 e 05 ainda passardo por uma padronizagdo e
otimizag¢do dos testes ja realizados, além disso a ndo ocorréncia de bioatividade ou positividade
para genes de cianotoxinas podem indicar que os microrganismos fotossintetizantes presentes
nos corpos d’agua do PARNACM ndo sdo téxicos, € consequentemente, ndo apresentariam

risco para os residentes locais e turistas que procuram a regiao.
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