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RESUMO 

A grande diversidade de cianobactérias não inclui apenas a variabilidade morfológica e 
preferências de habitat, mas também os metabólitos bioativos produzidos por esses 
microrganismos. O Parque Nacional da Chapada das Mesas abriga uma diversidade de 
microrganismos fotossintetizantes ainda pouco explorada e com potencial biotecnológico e 
consequências diretas para o turismo da região. O objetivo deste trabalho foi caracterizar, 
através de uma abordagem polifásica, microrganismos fotossintetizantes isolados da Chapada 
das Mesas – Maranhão. A obtenção de isolados foi realizada através de coleta de amostras de 
sedimento e água em corpos d’água dentro e fora da área do parque. A caracterização 
morfológica foi realizada através de observações em microscópio óptico e análises de 
ultraestrutura utilizando microscopia de força atômica. Os isolados também foram identificados 
utilizando marcadores gênicos filogenéticos e funcionais (16S rRNA e os genes da saxotoxina 
e microcistina). Adicionalmente, foram realizadas análises de espectrometria de massas e testes 
de bioatividade contra bactérias, fungos e carrapatos. A caracterização morfológica identificou 
as amostras GBBB01 e GBBB02 como pertencentes ao gênero Nostoc/Desmonostoc e a 
GBBB05 como Pantanalinema, descrição esta que foi confirmada pelo sequenciamento que 
teve resultados comparativos acima de 94% de similaridade para GBBB02 e 05. Nas análises 
de ultraestrutura em AFM a cepa GBBB01 (Nostoc sp.) mostrou células dispostas isoladamente, 
não formando tricomas. Para a GBBB05 observou-se a disposição das células nos filamentos 
unidas ao longo dos tricomas, sendo possível observar células diferenciadas e célula apical 
cilíndrica corroborando com a descrição por morfologia. Não foi possível detectar a presença 
de genes de vias metabólicas de cianotoxinas via reação em cadeia da polimerase. Na 
caracterização química obtida através de espectrometria de massa dos extratos das amostras 
GBBB01, 02 e 05 não foi possível identificar espectros característicos de compostos bioativos 
conhecidos como cianotoxinas ou cianobactinas. Os testes de bioatividade também não 
apresentaram nenhum resultado positivo, dentro das concentrações usadas, para nenhuma das 
cepas testadas. Os resultados, apontam que os as cianobactérias presentes nos corpos d’água da 
Chapada das Mesas não são tóxicos, e não há risco iminente para os residentes locais e turistas. 
Porém análises adicionais são necessárias para descartar totalmente a produção de metabólitos 
secundários bioativos nos isolados obtidos. 
Palavras-chave: cianobactérias. metabólitos secundários. 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 - Maranhão. 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 
GBBB01 and GBBB02 as belonging to the genus Nostoc/Desmonostoc and GBBB05 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 GBBB01 (Nostoc sp.) showed cells arranged alone, not forming trichomes. For GBBB05 
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 
GBBB01, 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. INTRODUÇÃO 

Cianobactérias são um grupo de organismos procariontes morfologicamente diverso, 

esssa bactérias fotossintetizantes, estão classificadas dentro do Reino Monera, divisão 

Eubacteria, classe Cianobactéria. No entanto, ainda há um debate significativo sobre a 

classificação em níveis taxonômicos mais elevados em relação à composição de ordens, 

famílias, gêneros e espécies (Komárek e Anagnostidis, 1988; Castenholz e Waterbury, 1989; 

Percival et al., 2014).  

A evolução de mais de 3,5 bilhões de anos, permitiu o surgimento de numerosas 

adaptações morfofisiológicas, permitindo a estes microrganismos que se desenvolvessem nas 

mais variadas condições ambientais (Padisák, 1997). É de ressaltar a capacidade fotossintética 

e a adaptabilidade metabólica desse grupo como características chaves que permitiram a 

distribuição quase que ubíqua desse grupo no planeta, limitada, obviamente, pela presença de 

luz (Steinhauser et al., 2012).  

Considerando a longa e complexa história evolutiva de cianobactérias e sua 

diversidade morfofisiológica é difícil de realizar a caracterização/identificação utilizando 

apenas dados morfológicos desses organismos, conforme utilizado nas abordagens clássicas 

dos sistemas de classificação na botânica e na microbiologia (Rippka et al., 1979; Neilan et al., 

1997; Komárek e Anagnostidis, 2005).  O número de caracteres morfológicos utilizados para 

definir táxons (formas, filamentos, tipos de ramificação, dimensões, presença de acinetos, etc.) 

mudaram várias vezes ao longo dos últimos anos de estudo dessas espécies de cianobactérias e 

a classificação a nível de gênero ou espécie é muitas vezes imprecisa (Komárek, 2013). 

O gene 16S rRNA é o marcador mais utilizado nos estudos moleculares de 

microrganismos procariotos, o que inclui cianobactérias. Portanto pode ser uma importante 

ferramenta para confirmar/rejeitar táxons baseados na morfologia e detectar novos clados 

(Eckert et al., 2015). O sistema taxonômico de cianobactérias foi radicalmente alterado, 

particularmente com a introdução da microscopia eletrônica e de métodos moleculares e 

genéticos para caracterização dos táxons (Komárek et al., 2013). 

Idealmente a identificação taxonômica deveria ser realizada pela caracterização 

polifásica incluindo: morfologia, bioquímica 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 concentrações de 
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nitrogênio e fósforo dentro do sistema de cultivo são consideradas determinantes do 

crescimento da biomassa (Markou et al. 2014). 

Além disso, estes microrganismos vêm ganhando crescente atenção por sua 

capacidade de produzir uma grande variedade de produtos naturais bioativos, também 

conhecidos como metabólitos secundários de cianobactérias, cuja maioria apresenta enorme 

potencial para o desenvolvimento de novas drogas (Abed et al., 2009). Yu e Keller (2005) 

destacam que os metabólitos secundários são de grande interesse para a humanidade, devido as 

suas propriedades farmacêuticas (antibióticos) e/ou tóxicas (toxinas). 

Esses microrganismos constituem uma fonte rica de novos compostos bioativos com 

propriedades anticâncer, antiviral, antimicrobiana, antifúngica, anti-inflamatória, atividades 

citotóxicas e anti-HIV, além de serem uma excelente fonte de peptídeos, ácidos graxos, 

aminoácidos, vitaminas, carotenos, clorofila, ficocianina e minerais (Mimouni et al., 2012; 

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

Estas substâncias sintetizadas principalmente por enzimas multifuncionais, chamadas 

de peptídeo sintetase não-ribossômica (NRPS), policetídeo sintase (PKS) ou por um misto dos 

dois sistemas enzimáticos, podem ser explorados como base para geração de novos fármacos 

(Wase e Wright, 2008).  

Os metabólitos secundários têm um impacto significativo na saúde humana, tanto 

diretamente através da contaminação dos reservatórios de água potável por espécies tóxicas, 

como indiretamente através do seu potencial farmacêutico, 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 têm atividades biológicas interessantes, mostrando que uma 

gama de substâncias tóxicas ou produtos bioativos podem ser empregados ecologicamente 

como aleloquímicos, ou substâncias que podem inibir competidores dentre espécies simpátricas 

de microrganismos, algas e macrófitas, bem como para o desenvolvimento comercial e 

aplicação destes compostos como algicidas, herbicidas e inseticidas (Berry et al., 2008; Sivonen 

et al., 2010). 

Portanto, devido a alta importância nas possíveis aplicações de cianobactérias como 

recurso biológico, é importante que, além do isolamento das cepas, sejam realizadas a 

identificação taxonômica e a caracterização dos isolados (Galhano et al. 2011). 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Cianobactérias  

Além de serem comuns em ambientes aquáticos (Hamilton et al., 2014), cianobactérias 

também podem ser encontradas nos mais inusitados locais e superfícies como em solos 

desérticos, em simbiose com fungos, na superfície 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 

aplicações comerciais (Silva-Stenico et al., 2011). As florações de cianobactérias representam 

um risco à saúde humana e animal e ao ambiente em geral tendo em vista a capacidade de 

produção de metabólitos secundários, muitos deles tóxicos (Svirčev et al., 2014).  

As cianobactérias possuem formato das células variando de dimensões mínimas como 

os gêneros Synechococcus e Procholococcus, formadores do picoplâncton – organismos 

planctônicos fotossintéticos de tamanhos entre 0,2 e 2 μm – até espécies filamentosas como do 

gênero Nostoc com dezenas de micrômetros de comprimento  (cilíndrico, barril, globular, 

irregular), nas colônias o arranjo das células ou filamentos pode ser irregular, radial ou em 

planos ordenados, algumas são formadoras de heterócitos, células que contribuem para a 

fixação de quase metade da quantidade total de nitrogênio biologicamente fixo em todo o 

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

Ainda que a morfologia seja complexa quando comparada com a maioria dos 

microrganismos procariotas, a taxonomia baseada apenas nessas características pode não 

resultar numa classificação filogeneticamente confiável, devido ao fato de muitas espécies 

próximas possuírem características muito similares e também haja vista que existe uma grande 

variação de acordo com as diferentes condições nutricionais e de crescimento em que se 

encontram. Não é surpreendente, portanto que a taxonomia das cianobactérias ainda seja muito 

controversa, podendo encontrá-la ainda descrita em dois grandes sistemas: botânico e 

bacteriológico (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 presença de acineto. I - presença de 

necrídios. Barras: 10µm. Fotos: SOUSA, R. C. 

 

O sistema taxonômico de cianobactérias foi radicalmente mudado particularmente 

com a introdução da microscopia eletrônica e de métodos moleculares e genéticos para 

caracterização de táxons, a nova cassificação 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) (Komárek et al.; 2014). 

Tabela 1: Visão esquemática de ordens e famílias de cianobactérias segundo Komárek et al. (2014), e os 
importantes caracteres taxonômicos utilizados para distingui-los (Adaptação). 

Ordem Família Características 

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

Organismos filamentosos, produção 
facultativa de acinetos, possuem 
heterócitos, ramificação ausente ou 
falsa. 

Chroococcidiopsidales Chroococcidiopsidaceae Células com divisão em três planos. 

Spirulinales Spirulinaceae Tricomas parafusiformes sem bainha. 

Pleurocapsales Hydrococcaceae 
Dermocarpellaceae 
Xenococcaceae 
Hyellaceae 

Células com divisão irregular ou em 
múltiplos planos, polár 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 solitários. 

Gloeobacterales Gloeobactereaceae Tipos unicelulares (maioria coloniais) 
e filamentosos. 
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2.2. Os gêneros Nostoc e Pantanalinema  

Rippka et al. (1979), classificaram o gênero Nostoc como sendo cianobactérias 

filamentosas capazes de diferenciar células especializadas fixadoras de N2 (heterócitos), e que 

se caracterizam, além disso, pela divisão em apenas um plano (Figura 2). É de grande 

importância ecológica e econômica, com vários estudos publicados, sendo que recentemente, 

após revisões taxonômicas, algumas espécies foram reclassificadas em dois novos gêneros: 

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

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

 

As espécies de Nostoc são cosmopolitas, comumente encontradas no solo e em 

associações simbióticas com plantas e fungos, e alguns isolados e cepas foram carcaterizados 

como prolíficos produtores de metabólitos secundários, incluindo peptídeos, policetídeos e 

alcalóides (Dittmann et al., 2015). A distribuição geográfica varia de regiões polares a tropicais, 

podendo colonizar desertos, semi-desertos, pastagens secas e superfícies rochosas (Aboal et al., 

2010).  

Jokela et al. (2017), constataram que o cultivo de cepas em baixa salinidade e luz, mas 

em altas concentrações de fósforo, potencializa um bom crescimento e expressão peptídica, 

além de apresentar um perfil de crescimento bentônico em contato com substratos. Sabe-se 

ainda que a produção de clorofila e carotenoides de cianobactérias do gênero Nostoc pouco é 

influenciada pela concentração de nitrogênio fornecida, numa variação de 0 a 17mM NaNO3, 

equivalente a 0, 25, 50 e 100% da concentração de nitrato presente no meio de cultura BG-11 

(Loaiza et al., 2016), neste mesmo estudo ainda se indica que a produção de proteínas, 

carboidratos e pigmentos lipossolúveis aumenta sob condições diazotróficas. 

Liao et al. (2015), descreveram em seus experimentos que cepas de Nostoc possuem 

uma considerável quantidade de polissacarídeos heteroglicanos em sua composição de 

membrana, esse biopolímero pode ser responsável pela capacidade de tolerância à dessecação, 
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além desse papel fisiológico, polissacarídeos como este também podem ser responsáveis pela 

atividade imunomodulatória. 

El-Sheekh et al. (2006), constataram que a atividade antibacteriana e antifúngica de 

espécies desse gênero apresentam grande inibição em testes contra Bacillus subtilis, Aspergillus 

niger e Aspergillus flavus. Outros estudos ainda indicam diversas atividades de cepas Nostoc 

com potencial anticancerígeno, antiviral, nutracêutico e de biorremediação (Kanekiyo et al., 

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

O gênero Leptolyngbya foi descrito por Anagnostidis & Komárek (1988), 

anteriormente este gênero era incluído 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 gênero descrito em 2015 retirado do grupo de Leptolyngbya 

e reclassificado através de uma abordagem polifásica, que considera as características 

morfológicas, a filogenia do gene 16S rRNA, estruturas secundárias do 16S-23S rRNA (ITS) e 

características fisiológicas como respostas de crescimento ao pH da cultura (Figura 3) (Vaz et 

al., 2015).  

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

 
 

Cianobactérias desse novo gênero foram primeiramente encontradas em lagos e se 

caracterizaram pela resistência e capacidade de sobreviver e produzir biomassa numa grande 

variação 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 níveis de pH de 6,0 e 7,4. Devido a essas características, propõe-se que esse 

gênero pode ocupar uma gama de nichos ecológicos como rios, lagos, ambientes alcalinos ou 

levemente ácidos, fornecendo algumas informações sobre sua biogeografia (Genuário et al., 

2017). 
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2.3. Identificação e caracterização de microrganismos fotossintetizantes 

2.3.1. Marcadores moleculares  

Tradicionalmente, a identificação de cianobactérias em geral é realizada através da 

morfologia, porém, essas identificações podem ser imprecisas devida à alta variedade fenotípica 

que estes microrganismos apresentam (Lee et al., 2014).  A classificação exata da taxonomia 

exige sempre uma integração de diversos fatores que incluem características ecológicas, 

morfológicas e fisiológicas (Schlick-Steiner et al., 2010). Por essa razão, técnicas moleculares 

para identificação taxonômica foram implementadas (Lee et al., 2014). 

É possível a identificação molecular de cepas de cianobactérias isoladas de ambientes 

tropicais por uma sequência parcial do 16S, ou utilizando marcadores funcionais como a L-

Asparaginase, por exemplo, a fim de estudar os genes responsáveis pelas propriedades de 

interesse biotecnológico (Morales et al., 2017). Segundo Vandamme et al. (1996), a região do 

rRNA 16S pode ser usada para a maioria dos estudos de inferências filogenéticas, podendo 

indicar conforme o percentual de similaridade as espécies estudadas. Para cianobactérias em 

geral, têm-se utilizado par análises filogenéticas regiões gênicas como ITS e rbcL, além do 16S 

rRNA. 

2.3.2. Marcadores morfológicos 

Vários autores utilizam a microscopia ótica tradicional como base para a identificação 

de suas cepas (Mariné, Clavero e Roldán, 2004; Kurobe et al., 2013). A maioria das 

cianobactérias pode ser prontamente distinguida de outros microrganismos fotossintetizantes e 

entre si, pelo menos a nível de famílias, utilizando-se o método tradicional de identificação 

morfológica. É até mesmo possível identificar algumas propriedades fisiológicas, haja vista 

algumas diferenciações celulares serem muito distintivas, como por exemplo, a presença de 

heterócitos (relacionados à fixação de nitrogênio), acinetos (células de resistência), presença de 

bainha mucilaginosa, produção (e intensidade) de mucilagem, entre outras (Seiderer et al., 

2017). Entretanto a identificação mesmo a nível de espécie não permite afirmar a produção ou 

não de cianotoxinas e metabólitos secundários bioativos, haja vista que mesmo espécies 

reconhecidamente produtoras, podem apresentar isolados com alterações genéticas que 

comprometam a via biossintética relacionada, e portanto, testes moleculares, bioquímicos e de 

bioatividade se fazem necessários (WHO, 1999).  

 



21 

 

 

2.3.3. Microscopia de Força Atômica (AFM) 

A técnica de AFM baseia-se em uma varredura pela superfície da amostra com ponta 

afiada (sonda) montada em um cantilever flexível cuja deflexão causada pela interação com a 

superfície é detectada por um método óptico de alta precisão (Binnig, Quate e Gerber, 1986).  

Foi estabelecida como uma técnica vantajosa para visualizar as superfícies de células 

microbianas (Dufrêne, 2004). Esse método permite a observação direta em nanoescala da 

morfologia superficial de uma amostra bacteriana (Neu et al., 2010), podendo ser observados 

parâmetros estruturais e físicos de células bacterianas como viscosidade e elasticidade de 

componentes celulares, além de explorar forças de interação (Chen et al. 2009; Dufrêne e 

Garcia-Parajo, 2012).  

Casella et al. (2017), caracterizaram a distribuição espacial e mobilidade de complexos 

fotossintéticos no interior da membrana de tilacóide de cianobactérias usando uma combinação 

de AFM e de outras técnicas. A técnica de AFM ainda permite reconhecer com alta resolução 

a dinâmica de proteínas de membrana, reconhecimento de proteínas de membrana e detalhes de 

superfícies celulares (Yamashita et al., 2012). 

2.4 Metabólitos secundários de cianobactérias   

Os produtos naturais permanecem como uma fonte importante de estruturas que 

contribuem para drogas semissintéticas ou sintéticas para diversas doenças (Hoelder, Clarke e 

Workman, 2012). Recentemente, os pesquisadores estão focando principalmente no 

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

Esses microrganismos são capazes de produzir uma gama de produtos naturais que são 

potencialmente capazes de desempenhar papel importante em funções ecológicas ou biológicas 

(Méjean e Ploux, 2013). Apresentam uma grande capacidade de aplicação na agricultura, 

fármacos, nutracêuticos e biocombustíveis, além de exibir ampla diversidade em sua 

morfologia e distribuição ecológica (Gupta et al., 2013). 

Vários metabólitos secundários podem atuar como antibióticos, enzimas, 

anticancerígenos e anti-inflamatórios. Metabólitos secundários não tóxicos incluem 

fitohormônios, sideróforos e vários compostos de proteção UV, como os aminoácidos 

mycosporina e scytonemina, algumas cianobactérias inclusive são utilizadas como possíveis 

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

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

Cianobactérias também são produtoras de toxinas, hepatotoxinas como microcistinas 

que afetam o fígado, neurotoxinas como anatoxina-a e saxitoxina que alteram as reações 

neuromusculares, e dermatotoxinas, toxinas que causam irritação da pele (Wiegand e 

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

Cilindropermopsinas pertencem a uma classe de alcalóides com efeitos citotóxicos 

hepatotóxicos, nefrotóxicos e gerais (Pearson, 2016), também é conhecida a sua capacidade de 

inibir a síntese de proteínas e glutationa, além da alteração de diferentes biomarcadores de 

estresse oxidativo em mamíferos e vertebrados (Guzmán-Guillén et al., 2015).  

A anatoxina-a, é um éster fosfato, com propriedades farmacológicas e químicas 

diferentes, atuando como inibidor da acetilcolinesterase. na via biossintética para a anatoxina-

a, descrita recentemente com base na sequência do genoma de Oscillatoria PCC 6506 (Méjean 

et al., 2009). 

Saxitoxinas pertencem a uma classe de alcalóides neurotóxicos potentes, 57 análogos 

de saxitoxina já foram identificados em vários organismos (Wiese et al., 2010), desde sua 

descoberta em 1957 (Schantz et al., 1957). Kellmann et al. (2008) identificaram o gene cluster 

putativo responsável pela biossíntese de saxitoxina em Cilindropermopsis raciborskii. Supõe-

se que a toxicidade pode fornecer na vantagem ecológica para o organismo produtor em 

comparação com estirpes não-tóxicas (Holland e Kinnear, 2013). 

Algumas cepas podem produzir toxinas altamente potentes tais como a MC–LR, que 

podem levar à 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 contabilização de uma pequena proporção de biomassa de algas, a presença de cianobactérias 

tóxicas nos rios pode ter implicações importantes para a saúde humana e aquática (Bukaveckas 

et al.; 2017).  

O monitoramento de florações ganhou importância nos últimos anos devido à sua 

crescente ocorrência e a descoberta de novas cianotoxinas (Agha et al., 2012). Segundo Beaver 

et al. (2018) a provável ocorrência de táxons potencialmente produtores de cianotoxinas em 

lagos e reservatórios é previsível numa base biogeográfica, dependendo das características 

morfológicas e da qualidade da água.  
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A forma mais fácil para minimizar o aparecimento desses microrganismos pode ser a 

prevenção, ou seja, a diminuição da oferta de fosfato na água proveniente de esgotos sanitários 

e resíduos 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 liberação de toxinas na água (Sanches et al., 2012; Uriza, Martínez e Sanjurjo, 2017). 

Capelo Neto e Neycombe (2017) reforçam que quanto aos metabólitos, as toxinas mais 

comumente encontradas em sistemas de tratamento de água (microcistinas, saxitoxinas e 

cilindrospermopsina) são facilmente removidas com oxidantes disponíveis nos sistemas de 

tratamento (cloro, por exemplo), desde que respeitados os tempos de contato, residuais e pHs 

apropriados. 

A Organização Mundial da Saúde e o Ministério da Saúde do Brasil (Portaria MS Nº 

2914), com base em estudos sobre a toxicidade oral de cianotoxinas, adotaram como um limite 

máximo aceitável de 1µg.L-1 de microcistinas em água para consumo humano (WHO, 1993). 

O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) na resolução 357/2005 cita 

cianobactérias como microorganismos procarióticos autotróficos que entram com parâmetro 

para classificação de qualidade da água, pois podem produzir toxinas com efeitos adversos a 

saúde. 

2.5 Bioatividade e potencial biotecnológico 

Esses organismos fotossintetizantes apresentam também uma grande potência na 

produção de bioenergia e biocombustíveis. Como uma potencial fonte de bicombustível as 

cianobactérias apresentam um papel promissor e se justificam pela facilidade de cultivo, por 

serem consideradas produtoras de recursos renováveis, pela grande produção de biomassa e 

seus derivados, além disso, a plasticidade do seu metabolismo permite que a biossíntese de 

lipídios seja guiada por condições controladas. Ainda, várias cepas podem ser manipuladas 

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

Contribuem para múltiplas funções do ecossistema, incluindo o aprimoramento da 

estrutura do solo, a estabilidade, a fertilidade, a hidrologia de superfície e participam até mesmo 

do ciclo do nitrogênio e carbono (Chamizo et al., 2012; Zhao et al.; 2014). A inoculação de 

cianobactérias pode modificar rapidamente propriedades de substratos de solo, sustentando o 

potencial dos organismos como ferramentas para iniciar a recuperação das funções do solo 

inférteis (Muñoz-Rojas et al., 2018). Para o uso como recurso biológico em práticas como a 
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agricultura, é preciso a identificação e caracterização de taxa capazes de se adaptarem às 

condições ambientais (Morales et al., 2017). 

Dentre as atividades biológicas de cianobactérias, a atividade antimicrobiana é de 

grande importância, 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 são bactérias frequentemente usadas 

(McGill e Hardy, 1992).   

Em seu estudo, Swain et al. (2017) revisaram 121 compostos de cianobactéria 

pertencentes a diversas classes químicas, 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 Referência 

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 gênero 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 regiões Norte e Nordeste do Brasil, nos estados do 

Maranhão e Tocantins, a Chapada das Mesas constitui uma típica paisagem de chapada, além 

de possuir um importante papel ambiental e ecológico (Salgado et al., 2015).       
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O PARNACM abrange os municípios de Estreito, Carolina e Riachão (Figura 4), se 

caracteriza por uma grande biodiversidade, está localizado no sul do Estado do Maranhão na 

bacia do rio Tocantins, além de possuir um grande potencial para abrigar altos níveis de riqueza 

e abundância de espécies da flora e fauna, o Parque possui uma grande importância hidrológica 

pois abrange as nascentes de cursos d’água, que abastecem  três bacias hidrográficas, a do 

Parnaíba, Araguaia/Tocantins e do São Francisco  (Marques, 2012). 

Figura 4: Parque Nacional da Chapada das Mesas, Maranhão, Brasil. Fonte: MMA, 2016. Organização: 
PEREIRA, P. R. M. 

 

Inserido no bioma cerrado, há uma maior predominância deste bioma no PARNACM, 

com presença de mata galeria, ocorrem também grandes manchas de cerrado, denominadas de 

cerradão, que em conjunto com os outros tipos de cerrado se tornam extremamente importante 

para a manutenção da biodiversidade local e regional (Marques, 2012). Se encontra em uma 

área considerada Amazônia Legal, sendo que as áreas de conservação do cerrado equivalem a 

aproximadamente 2% da região Amazônica (IBAMA, 2006). Martins et al. (2017) ainda 

destaca que a região da Chapada das Mesas constitui uma paisagem com  uma morfogênese 

muito mais complexa do que o previsto para paisagens do tipo Chapada.  
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3. OBJETIVOS 

3.1 Geral 

Caracterizar através de uma abordagem polifásica microrganismos fotossintetizantes 

isolados da Chapada das Mesas, MA. 

 

3.2 Específicos 

3.2.1. Obter culturas unialgais de microrganismos fotossintetizantes; 

3.2.2. Proceder a caracterização morfológica e molecular dos isolados; 

3.2.3. Detectar a presença de genes codificantes de cianotoxinas; 

3.2.4. Testar a bioatividade dos extratos produzidos; 

            3.2.5. Caracterizar quimicamente os extratos obtidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 

 

 

4. METODOLOGIA 

4.1. Coleta e cultivo de linhagens de cianobactéria 

Para obtenção de linhagens foram obtidas amostras de sedimento e água em corpos 

d’água dentro da área do Parque Nacional da Chapada das Mesas e nas áreas adjacentes do 

mesmo (Figura 5 e Tabela 3), no mês de março de 2017, amostragem única em período chuvoso. 

A coleta foi realizada com autorização do Sisbio/ICMBio para atividades com finalidade 

científica, na Instrução Normativa nº 03/2014, através do código de autenticação 42362534, 

dentro do projeto BioCyaM - Bioprospecção de metabólitos secundários 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 São 
Romão. D – Cachoeira Garrote. E – Cachoeira Santuário. Fotos: SOUSA, R. C. 
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Nos pontos de coleta foram analisados in situ vários parâmetros físico-químicos, como 

temperatura, pH, oxigênio dissolvido (OD) e condutividade através do uso de sonda específica 

multiparamétrica. Foram coletadas 30 mL de amostras de água em tubos plásticos estéreis de 

50 mL e mantidas no gelo durante o transporte. 

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

 
Pontos de coleta Lat Lon Alt 

1 
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 

5 
Cachoeira Santuário 1 06˚58’62S 047˚26’59’’W 231m 

6 
Cachoeira Santuário 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 São Romão  
(beira montante) 07˚01’21S 047˚02’39’’W 236m 

10 Cachoeira de São Romão 
(desvio montante) 07˚01’21S 047˚02’41’’W 239m 

11 Cachoeira de São Romão  
(jusante mata fechada) 07˚01’21S 047˚02’43’’W 243m 

12 Cachoeira de São Romão  
(jusante beira da praia) 07˚01’22S 047˚01’22’’W 247m 

 

A obtenção de culturas de cianobactérias unialgais foi realizada no Laboratório de 

Genética e Biologia Molecular, na Universidade Federal do Maranhão (UFMA) e no 

Departamento de Ciências da Alimentação e do Meio Ambiente, Divisão de Microbiologia e 

Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlândia). As culturas foram analisadas na 

Universidade de Helsinki durante a realização de estágio internacional realizado pela autora da 

dissertação no período de agosto a novembro de 2018. 

As amostras foram inoculadas em meio Z8 com ou sem nitrogênio (Tabela 4) e em 

meio BG-11 com nitrogênio (Tabela 5), incubação sob iluminação de 3-15 µmol.m-2.s-1 por 3 a 

4 semanas e temperatura de 17ºC-25ºC até a obtenção de grande biomassa bacteriana. Para a 

obtenção de culturas puras foi utilizado método de isolamento em placas, diluições ou 

“pescaria” sob visualização em microscópio óptico. A coleção de cianobactérias foi mantida e 

nomeada de GBBB (em referência ao Grupo de Pesquisa em Biodiversidade, Bioprospecção e 

Biotecnologia) para cada amostra axênica ou unialgal.  
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As três amostras mais isoladas foram utilizadas neste trabalho, sendo elas: GBBB01 

(Nostoc sp.) coletada na Cachoeira de São Romão amostra de sedimento, GBBB02 (Nostoc sp.)  

coletada na Cachoeira de São Romão amostra de água e GBBB05 (Pantanalinema sp.) coletada 

na Cachoeira de São Romão amostra de sedimento.  

      Tabela 4: Solução de preparo para meio de cultivo Z8 com nitrogênio. 

Componentes Volume Final (ml/l) 

Z8 I 10 

Z8 II 10 

Z8 III 10 

Micronutrientes 1 

 

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

Componentes Concentração Final (g/l) 

NaNO3 1,5 

K2HPO4 0,04 

MgSO4.7H2O 0,075 

CaCl2.2H2O 0,036 

Ácido cítrico 0,006 

Citrato de amônio férrico 0,006 

Na2EDTA 0,001 

Micronutrientes - 

Carbonato de sódio 0,02 

 

4.2. Análise morfológica 

A análise das linhagens foi realizada em microscópio óptico equipado com o sistema 

digital de imagem AxioVisionLE 4.6 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Foram analisados 

caracteres como: diâmetro e comprimento de células vegetativas, além da presença ou ausência 

de acinetos e heterócitos. As identificações das espécies foram realizadas usando como base a 

chave de identificação de Bicudo e Menezes (2006) e Komárek e Agnostidis (2005). Análises 

realizadas no Laboratório de Ficologia da UFMA e no Departamento de Ciências da 

Alimentação e do Meio Ambiente, Divisão de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade 

de Helsinki (Finlândia). 
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4.3. Análise de ultraestrutura em AFM  

As amostras foram fixadas utilizando protocolo de fixação em solução de etanol/ácido 

acético na proporção 3:1, conforme descrito por Chao e Zhang (2011). Inicialmente foi 

preparada solução salina tamponada com fosfato (PBS) (Tabela 6), a solução de etanol/ácido 

acético foi preparada na proporção 3:1 e mantida em temperatura ambiente. 

                      Tabela 6: Reagentes da solução STS em 1L de H2O deionizada. 

 

 

 

 

 

4.3.1. Preparo das amostras em etanol/ácido 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 solução 

tampão salina , agitou-se levemente e então foi novamente centrifugada por 3 minutos a 10.000 

xg, o sobrenadante foi descartado e logo após foi adicionado 1 mL da solução fixadora de 

glutaraldeído 2,5%, agitou-se levemente e manteve-se a amostra na solução por 10 minutos, 

após esse período a solução foi centrifugada por 3 minutos a 10.000 xg e o sobrenadante foi 

retirado, as amostras foram lavadas novamente com a solução de PBS por 2 vezes e 

ressuspensas em 1 mL de água ultrapura. Colocou-se 50 µl do preparado em lamínulas e secas 

à 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/ácido acético foram observadas em microscópio óptico 

antes de serem analisadas por AFM, para verificação da presença de células isoladas e em boas 

condições de preservação. Foi utilizado para análise das amostras microscópio de força atômica 

na Central Analítica de Materiais da UFMA. 

4.4. Caracterização molecular  

4.4.1. Extração de DNA genômico 

A extração de DNA foi feita com o KIT ÔMEGA E.Z.N.A. SP Plant DNA KIT e 

seguiu-se o protocolo do fabricante para 50mL de cultura fresca. A integridade do DNA 

extraído foi conferida através de leitura em NanoDrop e em gel de Agarose. 

Componentes Concentração Final (g/l) 

NaCl 8,475 

Na2-HPO4 1,093 

NaH2-PO4 0,276 
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Foi realizada leitura em NanoDrop 1000 Espectrofotômetro controlado por um 

software (ThermoScientific) para quantificação do DNA. A absorbância foi mensurada em 

230nm, 260nm e 280nm, como A260/A280 e A260/230, as reações foram calculadas 

automaticamente em NanoDrop One/Onec Microvolume UV-Vis Espectrofotômetro 

(ThermoScientific).  

O gel de Agarose foi preparado a 2% e 1 gota de brometo etílico. O gel correu nas 

condições de 100 V por 1h. O comprimento do gel foi de 10 cm. Para a preparação de cada 

amostra usou-se 2 µL de água Milli-Q, 1 µL de 6X DNA Loading Dye (ThermoScientific) e 2 

µL de DNA. Como controle negativo usou-se 4 µL de água Milli-Q e 1 µL de 6X DNA Loading 

Dye. No gel foi usado para controle positivo 2 tipos de Ladders: M1 e M2. Ladder M1: 

λDNA/EcoRI + Hind III Marker 3 (ThermoScientific) e Ladder M2: GeneRuler 1 kb Plus DNA 

Lader (ThermoScientific).  

Análises realizadas no Departamento de Ciências da Alimentação e do Meio 

Ambiente, Divisão de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlândia). 

4.4.2. Amplificação por PCR de marcadores filogenéticos e de cianotoxinas  

O gene 16S rRNA foi selecionado para ser amplificado como marcador filogenético, 

seguindo as referências de Taton et al. (2006). A amplificação por reação em cadeia de 

polimerase (PCR) do gene 16S rRNA foi feita para um volume final de 25 µL, contendo, 2,5 

µL DreamTaq buffer com MgCl2 20 mM 10 X, 0,5 µL MgCl2, 0,625 µL dNTP’s 10 mM (em 

cada), 1,25 µL do primer inicial 10 mM, 1,25 µL do primer reverso 10 mM, 0,625 µL DreamTaq 

polymerase 5 u/λ, 16,25 µL de ddH2O e 2 µL de DNA. A reação foi realizada no BioRader 

Cycler, nas condições descritas na tabela 7. 

Para a detecção de cianotoxinas foram utilizados iniciadores específicos conforme 

descrito na tabela 7 nas seguintes condições de PCR: volume final de 25 µL, contendo, 2,5 µL 

DreamTaq buffer com MgCl2 20 mM 10X, 0,5 µL MgCl2, 0,625 µL dNTP’s 10 mM (em cada), 

2,5 µL do mix de primers 10 mM, 0,1 µL DreamTaq polymerase 5u/λ, 16,775 µL de ddH2O e 

2 µL de DNA. 

Tabela 7: Marcadores e condições de amplificação dos genes para PCR  

Gene Iniciador Sequência (5’-3’) Condições da PCR 

16S rRNA  16S27F*1 AGAGTTTGATCCTGG
CTCAG 

95ºC/3min; 25 ciclos de desnaturação a 
95ºC por 30s; anelamento a 56ºC por 30s; 
extensão a 72ºC por 2min e extensão final 
a 72ºC por 7min. 

 16S1494R*2 GTACGGCTACCTTGT
TACGAC 
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Saxitoxina sxtF*3 GGAGTGGATTTCAA
CACCAGAA 

 
 
Pré-desnaturação a 95ºC por 3min, 40 
ciclos de desnaturação a 95ºC por 30seg, 
anelamento a 61ºC por 30seg, extensão a 
72ºC por 25seg e extensão final a 72ºC por 
5min 

 sxtR*3 GTTTCCCAGACTCGT
TTCAGG 

Microcistina mcyF*3 AATAAATCATAATTT
AGAACSGGVGATTT
AGG 

 mcyR*3 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.  
 

Análises realizadas no Departamento de Ciências da Alimentação e do Meio 

Ambiente, Divisão de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlândia). 

4.4.3. Clonagem e PCR de colônia 

Após a amplificação por PCR das sequências 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 instruções indicadas pelo fabricante. A transformação foi realizada através de 

choque térmico. As células transformadas foram inoculadas em placas de cultivo com meio LB 

ágar (nas concentrações de 5, 10, 20, 30, 40, 60 µL de inóculo) e incubadas por 12h a 37ºC.  

Após isso, os clones foram selecionados a partir de colônias de coloração branca.  

As colônias de interesse foram retiradas das placas e a presença dos insertos foi 

confirmada por meio de PCR utilizando os iniciadores M13F (5’-CTGGCCGTCGTTTTAC-

3’) e M13R (5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’). A amplificação foi feita para um volume 

final de 25 µL, contendo, 2,5 µL DreamTaq buffer com MgCl2 20 mM 10X, 0,5 µL MgCl2, 

0,625 µL dNTP’s 10mM (em cada), 1,25 µL do primer inicial 10 mM, 1,25 µL do primer 

reverso 10 mM, 0,625 µL DreamTaq polymerase 5 u/λ, 16,25 µL de ddH2O e 2 µL de DNA.  

As condições da termociclagem foram: pré-desnaturação a 95ºC por 3 min, 25 ciclos 

de desnaturação a 95ºC por 30 seg, anelamento a 50ºC por 30 seg, extensão a 72ºC por 1 min e 

extensão final a 72ºC 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 então 

por uma PCR com primers específicos para DNA de cianobactérias, utilizando os iniciadores 

359F e 1350R. A amplificação foi feita para um volume final de 20 µL, contendo, 2 µL 

DreamTaq buffer com MgCl2 20 mM 10X, 0,4 µL MgCl2, 0,5 µL dNTP’s 10 mM (em cada), 1 

µL do primer inicial 10 mM, 1 µL do primer reverso 10 mM, 0,5 µL DreamTaq polymerase 5 
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u/λ, 12,6 µL de ddH2O e 2 µL de DNA. As condições da termociclagem foram: pré-

desnaturação a 95ºC por 3min, 25 ciclos de desnaturação a 95ºC por 30 seg, anelamento a 56ºC 

por 30 seg, extensão a 72ºC por 1 min e extensão final a 72ºC por 7 min. Os produtos de PCR 

e clonagem foram enviados para um serviço terceirizado e foram sequenciados de acordo com 

o protocolo do mesmo.  

Análises realizadas no Departamento de Ciências da Alimentação e do Meio 

Ambiente, Divisão de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlândia). 

4.4.4  Análise das sequências 

 
As sequências 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 comparações de homologias e obtenção de sequências similares para 

a construção das árvores de diversidade e filogenia. 

As análises 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 obtenção de extrato de cianobactérias seguiu-se a metodologia indicada por 

Shishido et al. (2015), as células foram extraídas por centrifugação de 10.000 rpm por 10 

minutos em temperatura ambiente, depois foram armazenadas a -80ºC antes da liofilização. O 

material ficou 71 horas no liofilizador para a secagem total das células. Em um tubo de 2 mL 

foi transferido 200 µL de beads de vidro, 100 mg de células liofilizadas e 1mL 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-1. 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 evaporação do solvente (com Nitrogênio), 

acrescentou-se mais 1 mL de MeOH, concentração de 100 mg/mL. A amostra então foi 

sonicada por 2 minutos e mantida a -20ºC para análises posteriores. 

Análises realizadas no Departamento de Ciências da Alimentação e do Meio 

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

Extratos metanólicos (300 μL) de todas as cepas estudadas foram aplicados a um disco 

de papel e mantidos overnight para a absorção do extrato pelos discos. Foram utilizadas cepas 

bacterianas e fúngicas do Microbial Domain Biological Resource Centre (HAMBI). Candida 

albicans HAMBI484 e Aspergillus flavus HAMBI829 foram cultivados em meio Ágar dextrose 

batata (PDA), Micrococcus luteus HAMBI2688 e Escherichia coli HAMBI1723 foram 

cultivadas em meio Ágar nutriente (NA), Staphylococcus aureus HAMBI66 foi cultivado em 

meio Ágar brain heart infusion (BHI), enquanto Acinetobacter baumannii HAMBI1760 foi 

cultivado em Ágar triptona glicose (TGY). Após o inóculo de bactérias e fungos nas placas com 

meio sólido, os discos foram aplicados, depois de um período de incubação de 24 horas - 72 

horas em temperaturas de 28ºC-37ºC, as placas foram analisadas com mensuramento das zonas 

de inibição, que foram medidas incluindo o diâmetro do disco de papel. Para controle positivo 

foi utilizado Kanamycin 1000 µg por disco para bactérias e Nistatina 300 µg por disco para 

fungos e para controle negativo foi utilizado 300 µL de MeOH 100% por disco (Vestola et al. 

2014). 

Análises realizadas no Departamento de Ciências da Alimentação e do Meio 

Ambiente, Divisão de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlândia). 

4.7. Teste de atividade carrapaticida 

Os testes de atividade acaricida foram realizados no Laboratório de Helmintologia na 

UFMA com duas cepas do carrapato Rhipicephalus microplus, sendo uma resistente e outra 

considerada sensível aos carrapaticidas químicos sintéticos: JAGUAR e POA, respectivamente. 

Foi realizado um teste piloto com extrato na concentração padrão (100 mg/mL), para verificar 

o melhor diluente e a necessidade de diluições da amostra. Os extratos foram obtidos a partir 

de dois solventes diferentes, um utilizando metanol 100% e outro etanol 70%. O extrato 

metanólico foi liofilizado e suspenso em dois diferentes diluentes, água deionizada e solução 

de ET-Triton 0,02%. Ao final foram obtidos 3 produtos a serem testados: extrato metanólico 

suspenso em água deionizada, extrato metanólico suspenso em solução de ET-Triton 0,02%, e 

extrato etanólico. Como controle negativo foram utilizados soluções diferentes conforme 

descritos na Tabela 08. Foram adicionados 1000 µL do extrato, em Eppendorff de 1,5 mL e 

aproximadamente, 500 larvas foram adicionadas. Imediatamente após a adição de larvas, o tubo 

foi fechado e agitado vigorosamente por alguns segundos e, em seguida, suavemente por 10 

min. Os tubos foram então abertos e as larvas transferidas para um filtro de papel. Após 
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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 locomoção 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) 
Solução controle 

Extrato etanoico 
Etanol 70% 

Extrato metanoico suspenso 
em dH2O* 

dH2O 

Extrato metanoico suspenso em 
solução de ET-Triton 0,02% 

Solução de ET-Triton 
0,02% 

                          *dH2O: água deionizada 

Para o teste de atividade carrapaticida utilizou-se as cepas GBBB01 e GBBB02, a 

GBBB05 não apresentou crescimento de biomassa o suficiente para o teste de bioatividade. 

Lürling et al. (2013) citam que a taxa de crescimento lento de muitas cepas atingindo 

aproximadamente 0,2 duplicações por dia, é uma desvantagem nas pesquisas onde se utiliza 

grande biomassa destes microrganismos. 

4.8. Caracterização química 

A análise de metabólitos secundários 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 ionização por electrospray. A separação foi 

obtida em uma coluna RP (Phenomenex, Luna) a 200 μL min-1 usando uma eluição 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 três íons mais intensos a partir de cada pesquisa 

por MS. As análises por UPLC-QTOF foram realizadas com o sistema Acquity I-Class UPLC 

– Synapt G2-Si HDMS (Waters Corp.). A calibração do QTOF foi feita com formato de sódio. 

Os dados precisos de massa foram processados pelo programa Data Analysis 4.0 (Bruker 

Daltonics) o qual forneceu uma classificação de possíveis fórmulas elementares usando o 

SmartFormulaEditorTM (Jokela et al. 2012)  

Análises realizadas no Departamento de Ciências da Alimentação e do Meio Ambiente, 

Divisão de Microbiologia e Biotecnologia, na Universidade de Helsinki (Finlândia). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Fatores físico-químicos e nutrientes 

A temperatura da água mostrou uma variação de ± 3°C nos pontos de coleta, com 

mínima de 25ºC e máxima de 28,2ºC, encontrando-se numa variação ótima para crescimento 

de organismos fotossintetizantes segundo Ferreira (2008). O valor mínimo e máximo de pH 

apresentou uma variação de 0,5. Dos parâmetros medidos a turbidez apresentou o maior nível 

de variação, oscilando de 3,97 a 22,3. O oxigênio dissolvido na água apresentou valor mínimo 

de 2,75 e máximo de 7,77. Pouca variação de salinidade (Ver tabela 9). 

Tabela 9: Parâmetros físico-químicos medidos com sonda multiparamétrica nos locais de coleta do PARNACM. 

 
Pontos de coleta Temp. (˚C) pH 

Turbidez 

(NTU) 

OD 

(mg/L) 
Sal. 

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 Santuário 1 27.5 7,3 7,44 4.35 0 

6 Cachoeira Santuário 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 São Romão  

(beira montante) 26.4 

 

7 12,9 

 

7.51 0,002 

10 Cachoeira de São Romão 

(desvio montante) 26.5 

 

7,3 22,3 

 

7.12 0,002 

11 Cachoeira de São Romão  

(jusante mata fechada) 26.2 

 

7,4 16 

 

3.55 0,002 

12 Cachoeira de São Romão  

(jusante beira da praia) 26.5 

 

7,4 20,6 

 

7.77 0,002 

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

 

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

concluíram que as características físico-químicas e biológicas do reservatório têm variação 

espacial e temporal e, consequentemente, a ocorrência das cianobactérias varia em função 

destas características determinando a alternância de táxons entre o período chuvoso e seco. Esta 

mudança foi comprovada pela dinâmica entre a elevada biomassa constatada para estes 
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organismos e altos teores de nutrientes, principalmente de amônio, pH neutro-alcalino e baixa 

zona eufótica.  

A coleta foi realizada em período chuvoso e Dos Santos et al. (2017) afirmam que a 

presença de cianobactérias é maior em períodos chuvosos quando em seu trabalho compararam 

estação chuvosa e seca, porém também há uma ampla distribuição na estação seca e pode estar 

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

Houve pouca variação de salinidade nos locais de coleta, segundo Carstensen et al. 

(2015) florações de cianobactérias são mais restritas a habitats de baixa salinidade, esse fator 

pode estar ligado a importantes implicações ecológicas e bioquímicas, além de haver uma 

rotação de nutrientes. Ambientes que produzem variações na salinidade, dependendo das 

quantidades de água fresca disponível, dão a elas uma vantagem sobre outros concorrentes 

(Domingues et al., 2005). 

A variação da presença de oxigênio dissolvido teve mínima de 2,75 mg/L na Cachoeira 

do Santuário (ponto 6), Jardim et al. (2014) afirma que quanto maior a concentração de oxigênio 

dissolvido no local maior a ocorrência de florações de cianobactérias, além da concentração de 

OD estar diretamente ligada ao aumento da presença de nitrato na água, apresentando uma 

correlação positiva para a densidade de cianobactérias. 

Os organismos fotossintéticos dependem de uma fonte de nitrogênio para seu 

crescimento e desenvolvimento, a fonte de mais fácil obtenção para esses organismos como 

cianobactérias, é o N2 na forma de íon amônio NH+
4 , NO-

2  ou NO-
3   (Paschkewitz, 2012). 

Cianobactérias em ambientes eutrofizados conseguem otimizar o aproveitamento da luz e 

assimilar nutrientes, além de sua capacidade de fixação de nitrogênio em colunas d’água com 

elevada incidência solar e formação de acinetos em águas com alto índice de turbidez (Paerl e 

Paul, 2012) (Ver tabela 10). 

Dentro dos valores de referência dos parâmetros qualidade da água para corpos de  

água classe 2 conforme a Resolução CONAMA 357/05 o máximo de nitrato deve ser igual a 

10mg.L-1. Ferraz (2012) mostra que valores elevados de nitrato geralmente são acompanhados 

pelo aumento das cianobactérias, além disso, os valores de nitrato podem cair logo após 

episódios de densidade celular alta, isso se dá devido o consumo deste nutriente pelas 

cianobactérias em seu metabolismo, utilizando-o para seu crescimento. O ponto 6 (Cachoeira 

de São Romão – beira montante) de onde foram obtidas as cepas deste estudo apresenta 

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

 Pontos de coleta NH3  NO-
2  NO-

3  PO3
-4  SiO2 

   µmol.L-1 µmol.L-2 µmol.L-3 µmol.L-4 µmol.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 Santuário 1 10,93 0,04 3,88 0,02 0,57 

6 Cachoeira Santuário 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 São Romão  

(beira montante) 8,85 0,14 5,46 0,26 3,78 

10 Cachoeira de São Romão 

(desvio montante) 10,24 0,08 5,71 0,6 4,26 

11 Cachoeira de São Romão  

(jusante mata fechada) 8,85 0,1 6,74 0,55 3,93 

12 Cachoeira de São Romão  

(jusante beira da praia) 6,76 0,16 58,07 0,4 4,3 

 

A alta carga de nutrientes pode ter influência direta de efluentes domésticos e 

industriais, quando esse efluentes são lançados nos corpos d’água levam ao aumento da 

concentração de nutrientes nos corpos d'água, principalmente fósforo e nitrogênio, acarretando 

um aumento de eventos de eutrofização nestes ambientes, afetando diretamente a comunidade 

aquática ali presente, favorecendo alguns organismos em detrimento dos demais, como é o caso 

das cianobactérias (Ferraz, 2012). 

5.2. Caracterização morfológica  

As células vegetativas da GBBB01 (Nostoc sp.) em meio líquido apresentam-se em 

colônias são de cor verde-escuro, formando uma mucilagem gelatinosa. Observados no 

microscópio os tricomas são de cor verde-claro, móveis, agregados, isopolares, longos, 

flexíveis, sem ramificações, células constritas e conteúdo celular com grânulos (Figura 6).  
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Células vegetativas cilíndricas arredondadas, 5-6µm altura x 3-4µm largura. Células 

apicais com formas variadas: arredondada ou cônica-arredondada. Células mais longas que 

largas, filamentos finos, alguns curtos, porém a maioria longos. Presença de acinetos formados 

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

Figura 6: Fotomicrografia de GBBB01 (Nostoc sp.) A- F – filamento de cianobactéria. B, C – presença de 
acinetos. E – célula terminal. Barras: 10µm. Fotos: SOUSA, R. C. 

 

Furtado et al. (2009) descreve o gênero como células formando tricomas 

mucilaginosos de cor amarronzada, as células podem ser esféricas ou em forma de barril com 

conteúdo granular, há também a presença de heterócitos que podem ser terminais ou intercalares 

em formato de barril, os acinetos encontrados com formato cilíndrico ou ligeiramente arqueado.  
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GBBB02 (Nostoc sp.) em meio sólido as colônias são esféricas, mucilaginosas e de 

cor marrom-esverdeada. Em meio líquido os filamentos de cor verde-escuro formam 

aglomerados ligados ao fundo do frasco, os tricomas são móveis, longos, flexíveis, em linha 

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

 

Figura 7: Fotomicrografia de GBBB02 (Nostoc sp.) A-D – filamento de cianobactéria Nostoc sp. com presença 
de heterócitos. B, C – presença de acinetos. Barras: 10µm. Fotos: SOUSA, R. C. 
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Tricomas são unisseriados e isopolar, sem falsas ramificações e constritos. Células 

vegetativas são cilíndricas, 3-5µm altura x 3-4µm largura, contém grânulos que são observados 

em muitas células e possui cor verde claro para marrom-esverdeado. Heterócitos intercalares 

ou terminais. Heterócitos intercalares são ovais quase esféricos d=5-6µm ou ovais 7µm altura 

x 6µm largura, enquanto os heterócitos terminais são esféricos d=3-4µm ou oblongos 5µm 

altura x 4µm largura, cor amarelo-esverdeado.  

Acinetos claramente distinguíveis de células vegetativas, formato oval com 9µm altura 

x 5µm largura (algumas outras formas foram observadas, mas em menor quantidade), possuem 

parede celular espessa, contém grânulos e cor esverdeada, se desenvolvem 

paraheterociticamente e às vezes todas as células em tricomas são convertidos para acinetos. 

Hormogônia em direção aos heterócitos terminais também foram observadas.  

Komárek et al. (2014), em seu sistema de classificação de cianobactérias descrevem 

morfologicamente Nostoc como espécies de cianobactérias não ramificadas, com filamentos 

isopolar ou heteropolar, produzindo acinetos, frequentemente em série. 

GBBB05 (Pantanalinema sp.) possui talos com coloração de verde escuro ao verde-

oliva (Figura 8). Os filamentos são longos 3μm de largura, emaranhados e flexíveis. Bainha é 

fina, firme e incolor, sempre ligado a tricomas. Os tricomas são cilíndricos, não constritos ou 

ligeiramente constringidos nas paredes transversais, unisseriados, não atenuados em direção às 

extremidades, sem células necrídicas. Os tricomas têm 2μm de largura, cor verde pálido e 

possuem motilidade (deslizamento). As células são isodiamétricas 2–3μm de comprimento x 

2μm de largura com conteúdo granular. A célula apical é arredondada para arredondada-cônica 

sem caliptra. Não foi observada ramificação falsa.  

Quanto à sua morfologia, Vaz et al., (2015) descrevem as cepas de Pantanalinema 

com tricomas microscópicos, os filamentos são emaranhados e flexíveis. Os tricomas móveis 

são caracterizados por uma leve motilidade de deslizamento. A célula apical é cilíndrica com 

um ápice arredondado a ligeiramente cônico, o conteúdo celular é homogêneo podendo ser 

verde acastanhado ou verde oliva.  
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Figura 8:  Fotomicrografia de GBBB05 (Pantanalinema sp.) A- E – filamento de cianobactéria Pantanalinema 

sp. A – célula apical arredondada-cônica. E – presença de necrídeos. F – filamento com conteúdo granular. 
Barras: 10µm. Fotos: SOUSA, R. C. 

 

 

Em todas as cepas a identificação morfológica corrobora com os resultados obtidos no 

microbioma realizado para as amostras. 
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5.3. Caracterização ultra estrutural 

 

O protocolo de etanol/ácido acético foi primeiramente utilizado para a caracterização 

ultraestrutural, pois segundo Chao e Zang (2011) esta solução promove uma melhor 

preservação da morfologia celular. Os testes para a amostra GBBB02 ainda não foram 

concluídos pela Central Analítica de Materiais da UFMA. 

Nas imagens 3D obtidas por microscopia de força atômica para cepa GBBB01 (Nostoc 

sp.) nota-se os detalhes topográficos das células, estas são encontradas dispostas isoladamente, 

não formando tricomas na maioria das vezes, o que pode ser ocasionado pelo rompimento de 

estruturas na realização do processo, isso ocorre, pois, a secagem do filamento pode provocar 

alterações na estrutura total. Ainda assim, é possível observar na figura 9 poucas células unidas 

formando uma parte do filamento. 

Read, Connell e Adams (2007), em seu trabalho de visualização 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 disposição das células, com filamentos que 

aparecem ser quebrados ou encontrando-se nos sentidos diferentes do sentido da maioria da 

disposição.  

É possível obter varreduras de AFM de alta resolução de cianobactérias filamentosas 

preparadas em protocolo sem secagem e fixação, ou seja, totalmente hidratadas. Read, Connell 

e Adams (2007), realizaram a primeira varredura para cianobactérias hidratadas em cepas 

filamentosas e concluíram que apesar de ser possível estudar a topologia e as propriedades 

físico-químicas da superfície bacteriana nestas circunstâncias as análises são dificultadas pela 

não imobilização completa da amostra. 

Na figura 9 apresentada para a GBBB01 observa-se que as células são unidas 

constritamente, além disso há cadeias ligantes entre elas, é possível também analisar o grau de 

rugosidade e o perfil de altura dessas células que chega a 1.8µm (Figura 10). A medida de 

Rugosidade média (Ra) para a GBBB01 foi mensurada em 47.1nm, isso representa rugosidade 

da superfície da membrana em análise tridimensional.  
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Figura 9: Imagem ultraestrutural de GBBB01 (Nostoc sp.), A, B – pequenos tricomas. C, D – presença de 
cadeias ligantes entre células. E, F – tricomas maiores com presença de acinetos. 
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Figura 10: Imagem ultraestrutural de GBBB01 (Nostoc sp.), medida de altura de célula. 

 

 

Por se tratar de um gênero recentemente descrito, ainda não é encontrado nenhum 

trabalho que mencione a análise de ultraestrutura com AFM para cepas do gênero 

Pantanalinema. Por meio das imagens obtidas é possível observar a disposição das células nos 

filamentos desta cianobactéria (Figura 11).  

As células da GBBB05 encontram-se firmemente unidas ao longo dos tricomas, na 

figura 11B ainda é possível observar células diferenciadas que fazem ligação com o restante do 

filamento e célula apical cilíndrica corroborando com a descrição por morfologia anteriormente 

citada. O perfil de Ra encontrado para a GBBB05 é de 32,7nm, apresentando então uma 

superfície de membrana mais lisa. 
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Figura 11: Imagens ultraestruturais de GBBB05 (Pantanalinema sp.) A – ligação de células constritas.  

B, C, D –  filamento isopolar . E, F – Tricomas com presença de células diferenciadas.  
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Nas imagens abaixo (Figura 12) são analisados respectivamente os padrões de 

diâmetro das células medidas isoladamente e o padrão medido célula-a-célula para a formação 

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

 

Figura 12: Imagem ultraestrutural de GBBB05 (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. Análise molecular 

Das cepas de cianobactérias testadas, todas resultaram em amostras com DNA em 

quantidade satisfatória e boa qualidade constatada comprovada pela eletroforese em gel de 

Agarose e posteriormente comprovada pela amplificação (Figura 13). 

Figura 13: Produtos de amplificação (PCR) do gene rRNA 16S. M – marcador de peso molecular 1kb DNA 
Ladder; 1 – GBBB01; 2 – GBBB02; 3 – GBBB05, 4 – Controle positivo. 

As mesmas amostras foram testadas com iniciadores específicos para as cianotoxinas 

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

A partir dos produtos de PCR do rRNA16S, foram realizadas clonagens com as cepas 

GBBB01, GBBB02 e GBBB05. Os resultados das clonagens foram checados após um dia, 

observou-se a presença de colônias brancas e dessas colônias então realizada uma nova PCR 

com a utilização do primer universal M13F e M13R para avaliar a ligação com o vetor. Logo 

após outra PCR com os iniciadores específicos 359F e 1350R foi realizada, neste caso, somente 

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

Figura 14: Produtos de amplificação (PCR) dos clones. M1 – marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder; 
M2 – marcador de peso molecular 100mb DNA Ladder; 1-8 – Clones GBBB01; 9-10 – Clones GBBB02; 11-16 

– Clones GBBB05. 
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5.5. Análise genética 

Após a obtenção dos resultados do sequenciamento do gene 16S rRNA através de um 

serviço terceirizado, as sequências consenso foram alinhadas e montadas usando o software 

Bioedit. Após a edição das sequências para eliminar regiões de baixa qualidade, as mesmas 

foram submetidas ao BLASTn. Os resultados podem ser observados na tabela 11 abaixo. Em 

geral a identificação molecular corroborou a morfologia. 

Em relação a amostra GBBB01 só foi possível obter sequências de clones referentes a 

bactérias heterotróficas associadas, isso pode ter ocorrido devido à cultura não estar axênica no 

período que foi realizada a clonagem, ainda há a possibilidade de se otimizar outros marcadores 

gênicos específicos de cianobactérias para lograr sequenciar o organismo fotossintetizante da 

amostra. 

Tabela 11: Resultado do sequenciamento submetido ao BLASTn. 

Amostra 
(GBBB) 

Descrição Pontuação 
total 

Cobertura E-
value 

Identidade N° de acesso 

01 Leptospira sp. MS161 gene 
for 16S ribosomal RNA, 
partial sequence 

 
2665 

 
93% 

 
0.0 

 
99.66% 

 

AB758716.1 

02 Desmonostoc sp. PCC 8306 
partial 16S rRNA gene, 
strain PCC 8306 

 
1672 

 
99% 

 
0.0 

 
99.67% 

 
HG004584.1 

05 Pantanalinema rosaneae 
CMAA1559 16S ribosomal 
RNA gene, partial 
sequence; 16S-23S 
ribosomal RNA intergenic 
spacer, complete sequence; 
and 23S ribosomal RNA 
gene, partial sequence 

 
 
 
 

2673 

 
 
 
 

94% 

 
 
 
 

0.0 

 
 
 
 

99.79% 

 

 

 

 

KY873318.1 

 

A árvore filogenética gerada refletiu os resultados de identificação obtidos através do 

BLASTn (Figura 15). A relação filogenética foi inferida usando o método de agrupamento de 

vizinhos. A amostra GBBB02 teve resultados idênticos para os gêneros Desmonostoc e Nostoc 

no BLASTn, porém em na árvore filogenética ficou mais próxima do gênero Desmonostoc, 

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

 

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: Árvore de diversidade dos isolados GBBB02 e GBBB05. A relação filogenética foi inferida usando o 
método de agrupamento de vizinhos. A árvore consenso de Bootstrap foi inferida usando 10.000 replicatas. A 
distância evolucionária foi computada utilizando o método de Kimura-2-parâmetros. Esta análise envolveu 29 
sequências de nucleotídeos. Todas as posições ambíguas foram removidas para cada sequência de par (pairwise 
deletion option). Havia um total de 1477 posições no conjunto de dados final. As análises evolucionárias foram 
conduzidas no software MEGA X. 

 

5.6. Caracterização química dos extratos 
 

Após avaliação preliminar manual dos resultados obtidos na análise de espectrometria 

de massa dos extratos das amostras (GBBB01, GBBB02 e GBBB05), não foi possível 

identificar espectros característicos 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 análises mais detalhadas e identificação de compostos 

crípticos. 
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5.7.  Análise da bioatividade 
 

5.7.1. Teste antimicrobiano 

Os testes de bioatividade foram realizados com bactérias gram-positivas e gram-

negativas e fungos, não apresentando resultados positivos para nenhuma cepa testada, apesar 

de já haver descrito na literatura inibição positiva em testes de bioatividade com cianobactérias 

do gênero Nostoc (Senhorinho et al., 2015; Niveshika et al., 2016; Barboza et al., 2017; Xue et 

al., 2018), todas os extratos foram testados na concentração de 100 mg de biomassa liofilizada 

(Figura 16). 

Figura 16: Teste de bioatividade antibacteriana e antifúngica 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 inibição que variaram de 12,8 a 23,3mm de diâmetro 

(Pham, et al., 2017).  

Pode-se levantar três hipóteses para explicar a falta de atividade microbiana em nosso 

estudo: 

1. Os isolados testados não produzem metabólitos secundários; 

2. As condições de cultivo não foram adequadas para a produção de compostos com 

bioatividade; 

3. A quantidade de biomassa utilizada na produção dos extratos (100 mg) não foi suficiente 

para os compostos bioativos apresentarem sua ação antimicrobiana. 
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É sugerido na literatura que os microrganismos tendem a ativar a expressão de suas 

vias metabólicas secundárias, as quais estão ligadas à compostos bioativos, em situações de 

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

5.7.2. Teste carrapaticida 

Os testes carrapaticidas não apresentaram nenhuma inibição com os organismos alvo 

testados: cepa resistente em extrato metanólico, cepa sensível em extrato metanólico e cepa 

resistente em extrato etanólico. 

Becher e Jüttner (2005) em seu trabalho encontraram cepas de cianobactéria com 

atividade inseticida contra Chironomus sp., cianobactérias do gênero Fischerella obtiveram 

bom desempenho com mortalidade de 100% do organismo de teste em 36h. Berry et al. (2008) 

testaram cepas dos gêneros Lyngbya, Pseudanabaena e Synechococcus em larvas onde foi 

possível obter de mortalidade significativa de 90 a 100% dos microrganismos testados, 

reafirmando os peptídeos citotóxicos de cianobactérias do gênero Lyngbya, nomeados de 

pahayokolides. 

Vale ressaltar que apesar de não terem apresentado positividade para nenhum teste de 

bioatividade realizado, o gênero Nostoc já é comumente utilizado como referência de 

cianobactéria produtora de metabólitos secundários de interesse biológico e o gênero 

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

 

Com base no que foi apresentado é possível concluir que o Parque Nacional da 

Chapada das Mesas além de possuir condições favoráveis para o crescimento de uma 

diversidade de microrganismos fotossintetizantes abriga cianobactérias de grande importância 

biológica.  

A análise ultraestrutural em AFM forneceu características importantes para a 

identificação e caracterização morfológica dos isolados, além de ter sido a primeira utilização 

desta técnica para o gênero Pantanalinema. A utilização de técnicas complementares como 

espectrometria Raman e de Massas poderá auxiliar na otimização de métodos mais precisos de 

identificação e classificação de microrganismos em geral e especialmente do grupo das 

cianobactérias.  

Portanto, as amostras GBBB01, 02 e 05 ainda passarão por uma padronização e 

otimização dos testes já realizados, além disso a não ocorrência de bioatividade ou positividade 

para genes de cianotoxinas podem indicar que os microrganismos fotossintetizantes presentes 

nos corpos d’água do PARNACM não são tóxicos, e consequentemente, não apresentariam 

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