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RESUMO

As cianobactérias e as microalgas compdem um grupo bastante diversificado e
exibem diversas diferengas morfolégicas, bioquimicas e fisiolégicas. Sdo produtoras
primarias de uma rica fonte de compostos secundarios bioativos. Este estudo tem
como objetivo identificar os géneros de cianobactérias e microalgas presentes nos
corpos d’agua do Parque Nacional da Chapada das Mesas e verificar sua bioatividade.
Foram coletadas amostras de sedimento em 12 pontos distintos no Parque Nacional
da Chapada das Mesas, aferiu-se paralelamente a obtencdo das amostras os
parametros pH, temperatura, turbidez e oxigénio dissolvido, bem como a presenca de
nutrientes como: amonia, nitritos, nitratos e fosfatos. As amostras foram
encaminhadas ao laboratério de farmacognosia 2 da Universidade Federal do
Maranhao para cultivo e isolamento. A obtencao de culturas foi obtida através de
cultivo em meio BG-11 com nitrogénio. Apds o periodo de crescimento foram
preparadas assepticamente laminas de cada cultura para observacido em
microscopio, conhecendo a diversidade aplicou-se diferentes técnicas de isolamento
afim de se obter culturas unialgais. Para a identificacdo morfoldgica utilizou-se chaves
de identificagdo de microalgas e cianobactérias. A analise morfoldgica evidenciou a
presenca de 2 géneros de cianobactérias (Synechococcus e Geminocystis) e um
género de microalga (Chlorella). Tais observagbes foram confirmadas através da
identificacdo molecular e analise de ultraestrutura utlizando Microscopia de forga
atomica. Quanto a bioatividade das cepas estudadas nao foram observadas
atividades sobre o oranismo Rhipicephalos microplus, de igual modo o teste de
atividade antimicrobiano ndo apresentou halo de inibigao frente aos microrganismos
testados. sabe-se que, os resultados negativos observados néo sdo decisivos, outras
condicbes de crescimento das cepas, bem como, diferentes concentracbes dos
extratos devem ser testadas. O teste de citotoxicidade realizado frente ao
microcrustaceo Artemia salina mostrou percentual de mortalidade de 50 % para a cepa
GBBB 06 (Chlorella). Evidencia-se com este estudo que abordagens polifasicas séo
um excelente recurso para identificagdo completa e confiavel de microrganismos,
incluindo-se dados de andlise ultraestruturais, morfolégicas, fisiologicas e
moleculares. Além disso o mesmo mostrou que o PNCM contém microrganismos
fotossintetizantes interessantes de acordo com a literatura atual. sugere-se entdo a
continuacao de estudos voltados a elucidagado de sua comunidade microbiana.

Palavras-chave: Andlise polifasica. Biologia molecular. Cianobactérias. Microalgas.

Toxicidade.



ABSTRACT
Cyanobacteria and microalgae form a very diverse group and exhibit morphological,
biochemical and physiological differences. They are primary producers of a rich source
of bioactive secondary compounds. This study aims to identify the genera of
cyanobacteria and microalgae present in the water bodies of the Chapada das Mesas
National Park and verify their bioactivity. The pH, temperature, turbidity and dissolved
oxygen parameters, as well as the presence of nutrients such as ammonia, nitrites,
nitrates, and phosphates, were measured in parallel with the samples obtained at 12
different points in the Chapada das Mesas National Park. Samples were sent to the
pharmacognosy 2 laboratory of the Federal University of Maranh&o for cultivation and
isolation. The samples were cultured in BG-11 medium with nitrogen. After the growing
period, slides of each culture were prepared aseptically for microscopic observation,
and different techniques of isolation were applied in order to obtain unialgal cultures.
Identification keys of microalgae and cyanobacteria were used for the morphological
identification. Morphological analysis evidenced the presence of two genera of
cyanobacteria (Synechococcus and Geminocystis) and a genus of microalgae
(Chlorella). These observations were confirmed by molecular identification and
ultrastructure analysis using atomic force microscopy. Regarding the bioactivity of the
studied strains, no activities were observed on the Rhipicephalus microplus organism.
Similarly, the antimicrobial activity test showed no halo of inhibition against the tested
microorganisms. It is known that the negative results observed are not decisive, other
growth conditions of the strains, as well as, different concentrations of the extracts
should be tested. The cytotoxicity test performed against the microcrustacean Artemia
salina showed a 50% mortality rate for the strain GBBB 06 (Chlorella). This study
shows that polyphase approaches are an excellent resource for the complete and
reliable identification of microorganisms, including ultrastructural, morphological,
physiological and molecular analysis data. In addition, it showed that PNCM contains
interesting photosynthetic microorganisms according to the current literature. It is

suggested to continue studies aimed at elucidating of their microbial community.

Keywords: Polyphase analysis. Molecular biology. Cyanobacteria. Microalgae.

Toxicity.
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1 INTRODUGAO

As cianobactérias e as microalgas compdem um grupo bastante diversificado e
exibem diversas diferengas morfoldgicas, bioquimicas e fisiolégicas. O conhecimento
desses organismos que habitam as aguas epicontinentais no Brasil € extremamente
heterogéneo em relagdo a regidao geografica e ao grupo taxonédmico. Quanto a
taxonomia, ha muito mais conhecimento sobre as algas das regides Sul e Sudeste do

pais do que sobre as algas das regides Norte e Centro-Oeste (ASSIS et al. 2018).

Na regido nordeste Brasil diversos trabalhos voltados a comunidade
fotossintetizante demostraram a diversidade e abundancia deste microrganismos em
ambientes |énticos e loticos (CARDOSO, 2016), além da identificacdo de espécies,
estudos voltados ao monitoramento de microrganismos potencialmente toxicos em
reservatorios tém sido aplicados (ARAGAO, 2011).

Figueredo; Giani (2009) em estudo do fitoplancton da bacia do Rio S&o
Francisco, observou a dominancia de cianobactérias e suas floragdes com grande
biomassa porém, pouca diversidade, enfatizando a importancia de estudos ambientais
associados a estudos das interagdes bioldgicas entre organismos

A taxonomia das cianobactérias € ainda muito controversa, podendo encontra-
las ainda descritas em dois grandes sistemas: botanico e bacteriologico. A
organizacao taxonémica se da pela caracterizacao morfolégica, bioquimica, molecular
e genética (BRITO et al. 2012).

Esses organismos apresentam uma variedade e abundéancia que dependem de
caracteristicas dos fatores abidticos e bidticos, os quais irdo influenciar na sua
distribuicdo espacial e temporal. As chuvas, por exemplo, sdo um importante fator
para a dinamica do fitoplancton, provocando a diminuicdo das concentragdes de
cianobactérias pelo aumento da turbidez, em contra partida, teores de nutrientes e pH
neutro-alcalino favorecem o crescimento e aumento de biomassa das mesmas
(MACHADO, 2016; MULLER et al. 2011; BARROS et al. 2017).

Tanto as microalgas como as cianobactérias sdo produtores potenciais de
compostos naturais unicos, com atividades biolégicas significativas. H4 uma demanda
crescente por compostos oriundos desses microrganismos devido a sua importancia
em aplicagdes industriais, farmacéuticas, nutracéuticas, cosméticas, bem como para

racao animal, tratamento biolégico de residuos, além de novas enzimas e vias
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metabdlicas (BULE, et al. 2018; DITTMANN, et al. 2015).

Estudos recentes apontaram que as microalgas sdo promissoras fontes de
compostos com bioatividades, dentre as quais destacam-se as atividades
antioxidante, apresentando alto teor de carotenoides totais e polifendis (MAADANE,
2015), e antibacteriana, demostrada por Dantas et al. (2019), frente a bactéria Bacillus
subtillis. As microalgas apresentam também outras aplicagdes como, por exemplo,
producao de biocombustiveis (KOLLER et al. 2014).

A variedade de metabdlitos secundarios produzidos pelas cianobactérias
sempre instigou pesquisas relacionadas a sua toxicidade, visto que as mesmas
produzem inumeros compostos alcaloides téxicos. Alguns estudos, no entanto, tém
focado em outros compostos e suas aplicagdes, como a ficocianina, descrita com
propriedades inseticidas, compostos com potencial uso como agente antifungico e uso
de cianobactérias como fonte de proteinas (LIANG et al. 2016; TOKUSOGLU; UUNAL
2003; VASAS et al. 2010).

Sabe-se que os ambientes de agua doce séo considerados mais favoraveis
ao crescimento tanto de cianobactérias como de microalgas, o que se da pelas suas
caracteristicas fisicas (pH, turbidez, temperatura), e pela presenga de nutrientes,
especialmente nitrogénio e fosforo (MACHADO et al, 2016).

Sabe-se que as pesquisas relacionadas a comunidade fotossintetizante do
Parque Nacional da Chapada das Mesas (PNCM) ainda esta iniciando e ha muito o
que explorar visto que tais organismos mostraram-se bastante promissores em
estudos anteriores com ja descrito. Diante do exposto o presente estudo se propde a
identificar e verificar a bioatividade dos microrganismos fotossintetizante isolados do
Parque Nacional da Chapada das Mesma, colaborando com a descoberta de novas
especies e compostos, além de valorizar a biodiversidade microbiana da regiao

nordeste, atentando a preservacao e exploracéo sustentavel.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.4 Parque Nacional da Chapada das Mesas- MA

A paisagem da regiao da Chapada das Mesas envolve areas de tabuleiros que
se tém transformado, no decorrer de milhdes de anos, como pode ser percebido a
olhos nus, quando vislumbramos uma imensidao de areias sendo levadas pelo vento
e erodindo muito devagar (MARQUES, 2012).

A primeira proposta de criagao do Parque Nacional da Chapada das Mesas
(PNCM), foi na década de 1970 através do Projeto RADAM Brasil, com uma area de
210.000 ha. Mostrando que o projeto RADAM ja demonstrava preocupagdo com o
uso indiscriminado do fogo em area de solos tao suscetiveis a erosdo. No entanto
os estudos para implantagdao da Unidade de Conservacao (UC), teve seu inicio em
2005 sendo realizadas vistorias, sobrevoo na area e consultas as entidades
agroextrativistas para a exclusdo das areas de coleta de frutos e realizagdo de
audiéncia publica no municipio de Carolina (COSTA, 2014).

O PNCM foi criado pelo decreto presidencial, de 12 de dezembro de 2005, do
governo brasileiro, o qual consiste em uma unidade de conservagéao recente, a qual
se destaca pelo potencial biolégico, hidrico e humano também, visto que nessas
regides ocorre a presenga de um breve contingente sertanejo (MARQUES et al.,
2014).

O parque esta localizado no sudoeste do Maranhao entre os municipios de
Carolina, Estreito e Riachdo. E uma regido especial de preservacéo, pois funciona
como um ecoétono de trés biomas nacionais (Amazbnia, Caatinga e Cerrado)
(COSTA, 2014). Existe um grande potencial de fauna no PNCM, porém este convive
com inumeros problemas relacionados a perda de habitat, seja pelo desmatamento
e queimadas, que sao constantes, e/ou pela caca predatéria, que tem causado o
desequilibrio entre as espécies, promovendo o aumento sem controle de algumas
em detrimento da diminui¢do de outras (MARQUES, 2012).

No interior do PNCM, existem inumeras nascentes de cursos d’agua, que
abastecem trés importantes bacias hidrograficas: a do Parnaiba, Araguaia/Tocantins
e do S&o Francisco.

O rio Farinha é um afluente da margem esquerda do rio Tocantins, que tem

uma importancia muito grande para toda a regido central do pais (MARQUES, 2012).
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A insercao do Parque Nacional da Chapada das Mesas (Figura 1) em meio a
esse grande potencial hidrico, que € a bacia do rio Tocantins, considerado um
importante atributo natural favoreceu a intengao de iniciar os estudos da criagao e
implementagao desta unidade de conservagao, visando a protegao das cachoeiras
do Prata e Sd0 Romé&o, ambas localizadas no rio Farinha, ao norte do PNCM
(MARQUES, 2012).

Figura 1- Localizagdo do Parque Nacional da Chapada das Mesas, MA.
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2.1 Microrganismos fotossintetizantes

2.1.1 Microalgas

O termo "microalgas" ndo é um conceito baseado em taxonomia, mas refere-

se a algas microscépicas unicelulares e sdo um subgrupo de algas, constituidas de

uma grande diversidade de seres microscopicos, unicelulares, podendo estar

presentes no ambiente de forma isolada, em colénias ou como segmento linear de

células. Entretanto, ocorre pouca ou nenhuma diferenciacdo entre as funcodes
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celulares, sendo cada célula responsavel por todas as fungdes vitais (CASTRO, 2017,
ZHANG et al. 2014).

As microalgas estdo presentes no fitoplacton e no perifiton, no entanto
possuem diferengas taxonémica expressivas, tal observacdo pode ser devido a
estruturas especializadas para flutuacdo que as microalgas da comunidade
fitoplanctonica possuem, e para fixagdo no substrato, das microalgas perifiticas,
contribuindo deste modo, para a ocorréncia de muitos taxons exclusivos na

composi¢ao dessas comunidades (MENDES, 2016).

As trés classes mais importantes de microalgas em termos de abundancia séo
as diatomaceas (Bacillariophyceae), as algas verdes (Chlorophyceae) e as algas
douradas (Chrysophyceae) (DEMIRBAS; DEMIRBAS, 2011).

Séo produtores em potencial de compostos naturais com atividades biolégicas
significativas. Ha, portanto, uma demanda crescente por compostos de alto valor das
microalgas devido a sua importancia em aplicagdes industriais como farmacéutica,
nutracéutica, cosmeéticos, ragcdo animal, tratamento bioldgico de residuos,
microalgas como fontes prolificas de moléculas bioativas como carotendides,
proteinas, polissacarideos, glicolipideos, que foram usados ou estdo sendo testados
extensivamente para tratar o cancer, inflamacgao, Alzheimer, malaria, leishmaniose,
tuberculose, HIV e outros (BULE et al., 2018).

Dentre os biocompostos de alto valor agregado obtido de microalgas esta a
luteina que desempenha um importante papel na absor¢ao da luz azul e exibe
juntamente com a zeanxantina propriedades antioxidantes, o que suporta o seu
papel na prevencdo da degeneragcdo de fotorreceptores, havendo evidéncias
acumuladas sobre a importancia da luteina e da zeaxantina na saude dos olhos.
(CARPENTIER et al., 2009).

As microalgas apresentam elevado teor de proteinas com o perfil completo de
aminoacidos, como também atividade antioxidante significativa, demonstrando
possivel aplicabilidade como antioxidantes naturais (MACHADO et al., 2017).

Constituem uma fonte alternativa potencial na obtencdo de acidos graxos
essenciais, sendo estes os precursores de uma grande variedade de metabdlitos
bioativos, que estdo envolvidos em diversas funcgdes fisioldgicas no organismo
humano. O consumo de 6mega 3 obtido de microalgas é benéfico para o

desenvolvimento neural, além de prevenir problemas coronarios, cancer, hipertensao,
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diabetes, fibrose cistica, artrites, asma, esquizofrenia e depressao (FERREIRA et al.,
2013).

A busca pelo incremento da qualidade dos alimentos ingeridos pela populagéo
humana, aliada ao crescente conhecimento do amplo potencial de uso das microalgas
nos mais diferentes setores da industria tem levado a um expressivo numero de
patentes correlatas ao tema microalgas (DRAAISMA et al., 2013; BARCELLOS et al.,
2012). Algumas espécie apresentam elevado teor de acidos graxos poli-insaturados
(PUFAS), incluindo os 6megas, carotenoides e clorofilas (SASSI et al., 2019; GAO et
al., 2019).

Em nivel mundial, o crescente interesse em tecnologias limpas, sustentaveis e
organicas na obtengao de produtos para o consumo humano, demanda uma continua
busca por espécies e/ou variedades capazes de sintetizar grandes quantidades de
compostos especificos, e de como é possivel potencializar a biossintese destes
compostos, condigdes de cultivo e melhoramento genético (DERNER et al., 2006).

Além disso, as microalgas sdo consideradas uma fonte promissora para a
producédo de PHAs (polihidroxialcanoatos), pois sdo os Unicos microrganismos que
acumulam PHAs pela fotossintese, utilizando luz e CO2 como principais fontes de
energia, e possuem requisitos nutricionais minimos para o crescimento. Tornando
evidente seu potencial de produzir biopolimeros com menor custo (COSTA et al. 2019;
VACCA et al. 2017).

a) Género Chlorella

A espécie-tipo desse género foi descrita por Beijinck em 1890, sendo descritas
com células esféricas ou elipsdidais medindo entre 2 -15 ym de diametro, com
reproducao assexuada, ocorrendo formacao interna de autosporos, liberados pela
ruptura da parede celular (VAN VUUREN, 2006). Embora as diferengas morfologicas

sejam poucas, mais de 100 espécie ja foram descritas (BOCK, 2011).

Estudos recentes tem demostrado interesse crescente por espécies de
microalgas deste Género devido aos compostos produzidos por eles, em sua revisao
Hu etal., (2018), mostraram que as microalgas do género Chlorella séo os candidatos
mais adequados para a produgao heterotréfica de luteina e astaxantina, além disso
0s mesmos sao ricos em PUFAs (acidos graxos poli-insaturados), portanto atividade
antioxidante e antimicrobiana foram alvos de pesquisas considerando sua composi¢cao
(PLAZA, 2012 ;MELO VAN LENT et al., 2016).
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Outro importante fator para pesquisas relacionadas ao género € o grande valor
nutricional, por conter altas concetragcdes de proteinas, fibras, vitaminas e minerais
(VIJAYAVEL el al., 2007).

No cenario atual, ha uma grande demanda por carotenoides naturais no lugar
dos sintéticos atualmente disponiveis no mercado, a sintese e o acumulo desses
compostos estdo associados a captacdo de luz na fotossintese e também séao
sintetizados no escuro (cultivo heterotrofico) o que parece ser uma opgéao interessante

para sua produgéo comercial (HU et al., 2018).
2.1.2 Cianobactérias

As cianobactérias sdo microrganismos procariéticos, isto é, tem estrutura
celular que corresponde a célula de uma bactéria. Sao fotossintetizantes,
apresentando fotossistemas | e |l, mas sem estarem organizadas em cloroplastos,
como as plantas. Algumas espécies s&o fixadoras de nitrogénio atmosférico
(HENSON et al., 2002, SANCHES et al., 2012). Podem ser aquaticos, marinhos ou
dulcicolas, de corpos d’agua Iénticos ou léticos, ou aerofiticos, vivendo aderidos as
rochas, troncos ou mesmo particulas de solo, podem ser encontradas também em
solos desérticos (RICHER et al., 2015; FERREIRA, 2008).

A morfologia das cianobactérias é rica e diversa, as mesmas podem ter aspecto
filamentoso ou colonial, o formato das células € variavel (cilindrico, barril, globular,
irregular) e pode ser a caracteristica definitiva para distinguir géneros (KOMAREK,
2013).

A grande diversidade de cianobactérias n&o inclui apenas a variabilidade
morfolégica e preferéncias de habitat, mas também a variedade de metabdlitos
bioativos produzidos, entre eles compostos com atividades antibacteriana,
anticancerigena, antiviral, citotdxica, antifungica, inseticida, bem como lipidios e
acidos graxos (ELHAM; MOHAMED, 2013; JONES et al., 2009).

Estudos demonstraram mais de 1100 produtos naturais ja conhecidos de
cianobactérias e incluem diversas classes estruturais como; peptideos, policétidos,
alcaloides, lipidios e terpenos. A logica biosintética subjacente a essa diversidade
quimica esta sendo lentamente desvendada, estabelecendo vinculos entre a
diversidade quimica conhecida destes compostos e genomas cianobacterianos
(KAPLAN et al., 2012; DITTMANN et al., 2015).
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As toxinas sdo acumuladas no interior da célula (toxina intracelular), como
forma de defesa contra competidores e predadores sem que ocorra liberacido da
mesma enquanto a célula esta viva; a liberacado da toxina para o ambiente ocorre
principalmente apds a morte celular e lise da cianobactéria (PAULINO, 2015).

Dentre os grupos de metabdlitos secundarios estdo os compostos nao-toxicos
com possivel agao antibioética chamados compostos aleloquimicos alguns dentre os
quais compartilham a mesma via de biossintese que as toxinas e embora ndo sejam
téxicos para vertebrados podem ter fungdo semelhante na defesa ou competicéo
contra predadores (LEFLAIVE; TEN-HAGE, 2007).

As cianobactérias possuem grande versatilidade para aplicagdes
biotecnolégicas como fonte de compostos bioativos, biofertilizantes, bioplasticos,
energia e alimentos, além de serem usados na descoberta de medicamentos,
diagnosticos médicos e biorremediagcdo. Sendo a maioria dos compostos comerciais
isolados de cianobactérias de agua doce (ABED et al. 2009).

Alguns alcaloides inddlicos, produzidos por cianobactérias, podem ser
utilizados como agentes antifungicos, e apresentam também atividade antioxidante e
anticancerigena, que pode ser aplicada na confecgdo de novos farmacos. Dentre os
compostos promissores estudados observa-se que a ficocianina e o [(-caroteno,
ingredientes ativos obtidos da cianobactéria Spirulina, sdo essenciais para as
propriedades antioxidantes, imunomoduladoras e anti-inflamatérias apresentadas. A
nostocarbolina, por sua vez mostrou-se um inibidor da colinesterase com perspectivas
promissoras no tratamento da doenga de Alzheimer (SHANAB et al. 2012; VASAS et
al. 2010; WU et al. 2016).

Além disso, testes de atividade inseticida, mostraram que algumas
cianobactérias possuem compostos com consideravel bioatividade sobre insetos,
dentre eles toxinas (microcistinas, anatoxinas), ficobiliproteinas, compostos alcaloides
e peptideos ciclicos (RASTOGI; SINHA, 2009; LIANG et al., 2016; AN et al., 2007;
BECHER et al., 2007).

a) Os géneros Geminocistis e Synechococcus

O género Geminocistis foi primeiramente descrito por Koresulova et al. (2009),
sendo separado do género Synechocystis. Pode ser caracterizado como um género
morfologicamente e ecologicamente proximo a Cyanobacterium, mas diferencia-se

deste pelo tipo de divisao celular (dois planos), e pela similaridade do RNAr 16S entre
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estes (93 a 94%). Pertence a Ordem Chroococcales familia Chroococcaceae (BUCH,
2019).

Segundo Koresulova et al., (2009), as células da cianobactéria Geminocystis,
descrevem-se como solitarias, esféricas ou ligeiramente ovais, apds divisdo
hemisférica e por um curto periodo de tempo (quatro) juntas, 3 a 10 um de didametro,
sem e geralmente envelopes mucilaginosos difusos e indistintos. Conteudo celular
homogéneo, sem separacao de centro e cromatoplasma, as vezes com alongamento
longitudinal (tilacoides situados em células no sentido longitudinal). A cor das células
€ azul esverdeada palida, verde-clara, cinza ou rosada.

Sua divisao celular é por fissao binaria em duas células-filhas hemisféricas
morfologicamente iguais, que atingem a forma globular original antes da proxima
divisdo; as células sempre se dividem em dois planos perpendiculares em geracdes
sucessivas. A espécie-tipo do género foi descrita como: Geminocystis herdmanii sp.
(KORESULOVA et al., 2009).

Estudo com cepas de Geminocystis, mostraram que tal cianobactéria acumula
uma grande quantidade de ficoeritrina, que se alteram drasticamente seu conteudo
em resposta a luz verde e vermelha.

Outro género relevante de cianobactéria € o género Synechococcus, que faz
parte do picoplancton (células <2 pm), tendo sido observado no perifiton de ambientes
de agua doce (CAVATI, 2008). Este género foi primeiramente descrito por Nagueli
(1849), descrevendo a espécie-tipo deste género Synechococcus elongatus (Nageli),
que pertence a ordem Synecchococcales familia Synechococcaceae.

As espécies deste género contribuem significativamente como produtores
primarios e no ciclo do carbono, representando a base da cadeia alimentar destes
ambientes, essa reconhecida importancia incentivou a comunidade cientifica a reunir
informacgdes sobre sua filogenia, fisiologia celular e biologia molecular (BEMAL, 2019;
FLOMBAUM et al., 2013).

Komérek, (2014) descreve-o como unicelular; células solitarias ou aglomeradas
em grupos, mas sem mucilagem comum, ovais, largamente ovais ou em forma de
bastonete, as vezes curvadas ou sigmoides, arredondadas nas extremidades, com
conteudo homogéneo ou com varios granulos polares dispersos ou solitarios,
geralmente azul-esverdeados, raramente verde-oliva, azul-verde-claro ou rosado,

sem motilidade. Sem adaptagcao cromatica.
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Sua divisao celular é sempre por fissao binaria; as células filhas crescem mais
ou menos no tamanho original antes da préxima diviséo.

Varias espécies crescem dentro de esteiras e colbnias de outras algas, ou
formam colbnias finas em substratos umidos (lama, madeira, pedras, etc.) Entre as
espécies de Synechococcus, ocorrem varios tipos interessantes de condi¢des
ecologicamente extremas, por exemplo, Synechococcus lividus termofilico, S.
bigranulatus, etc (BEMAL, 2019).

Estudos ja desenvolvidos com cepas de Synechococcus isoladas de diferentes
profundidades da coluna de agua (aguas superficiais e subsuperficiais), mostrou que
a intensidade de luz disponivel influencia diretamente a quantidade de zeaxantina e
clorofila, visto que as cepas de aguas superficiais possuiam maior quantidade desses
compostos (BEMAL, 2019). Sugere-se também de acordo com Rosales, (2005), que
o crescimento e o conteudo de metabdlitos de Synechococcus sp. € determinado pela
salinidade, demonstrando sua capacidade halotolerante entre 0%o € 100%o0, coOm uma
6tima salinidade de 35%o.

Testes de bioatividade deste género, mostraram atividade antibacteriana contra
bactérias patogénicas S. aureus e P. aeuruginosa, mostrando o potencial para futuros
estudos de compostos bioativos, e atividade frente ao microcrustaceo Artemia salina
em teste de toxicidade com mortalidade de 80%. Em ambos os testes foram
observadas diferengas entre os tipos de extratos empregados (metanoico e etanoico),
o que sugere diferentes compostos secundarios (BARBOZA, 2017; FRAZAO 2010).

2.2 Métodos de identificagcao

Além dos métodos microscépicos tradicionais baseados na morfologia e
pigmentos, muitas técnicas moleculares baseados no DNA foram desenvolvidas como

métodos alternativos para discriminar espécies de microalgas (EBENEZER, 2011).

Marcadores moleculares como o ITS 2 (Internal Transcribed Spacer 2) que é
uma regido espagadora do DNA ribossébmico nuclear (nulTS2 rDNA) que esta
localizada entre os genes 5.8S e 28S, e o rbcL, um gene Cloroplastidio que codifica
para a enzima RuBisCO (Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase/Oxigenase),
responsavel pela conversao de CO2 atmosférico e agua em carboidratos, sendo

assim essencial para a sobrevivéncia dos organismos fotossintéticos. Ambos
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mostraram-se uteis ndo sé para a identificagdo de espécies de microalgas, como

também auxiliar na descoberta de novas espécies (HADI, 2015).

Os métodos modernos para delimitacdo de espécies baseadas em DNA
representam uma ferramenta poderosa que se provou util em muitos estudos focados
em uma gama de organismos. No entanto somente um trabalho taxonémico preciso,
combinando varias abordagens metodoldgicas, incluindo dados ecologicos, pode
determinar os limites das espécies corretamente (MALAVASI et al. 2016).

Além dos métodos moleculares e morfofisioldgicos, outro importante recurso
que pode ser usado para elucidar a taxonomia de microrganismo € a microscopia de
forga atdmica (AFM). A inveng¢ao do microscoépio de forga atdmica por Binnig et al. em
1986, € agora reconhecida como uma das mais importantes marcas das ciéncias
modernas. Uma caracteristica interessante do AFM é sua capacidade de visualizar a
topografia da superficie de células bacterianas individuais e oferece a possibilidade
de resolver espacialmente a localizagao dos constituintes da superficie bacteriana
envolvidos em varias interagdes (DOROBANTU; GRAY 2010).

A microscopia de forga atdmica surgiu como uma técnica de imagem que
fornece visbes topograficas tridimensionais e detalhes estruturais de amostras
biolégicas, tais como microrganismos, membranas celulares, biopolimeros e
apéndices extracelulares (DOROBANTU; GRAY 2010).

Alguns estudos desenvolvidos nos ultimos anos utilizaram microscopia de
forca atdbmica para elucidar outros componentes estruturais e interagcoes dentre os
quais, verificar o efeito de luz na estrutura e no rendimento de compostos com
polissacarideos, a presengca de condutores extracelulares produzidos por
cianobactérias e visualizag&o direta da organizagao global e mobilidade de complexos
fotossintéticos em membranas tilacoides (GE et al. 2014; SURE et al. 2015; CASELLA
et al. 2017).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar espécies de microrganismos fotossintetizantes oriundas de corpos
d’agua do Parque Nacional da Chapada das Mesas — MA, bem como avaliar a sua

toxicidade e atividade carrapaticida.

3.2 Objetivos especificos

a) Cultivar, isolar e identificar as espécies de cianobactérias e microalgas em
amostras coletadas de corpos d’agua do PNCM;

b) Verificar os niveis de toxicidade dos extratos contra Artemia salina;

¢ Testar os extratos microbianos obtidos quanto a sua atividade carrapaticida.

d) Testar os extratos quanto a sua atividade antimicrobiana



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta de amostras e dados in situ

Amostras ambientais foram coletadas em corpos d’agua dentro da area do
PNCM (Parque Nacional da Chapada das Mesas), e nas areas adjacentes do mesmo,

sendo selecionados 12 pontos de coleta (Tabela 1) de cinco diferentes cachoeiras

(Figura 2), com a autorizagao do SISBIO para coleta com o numero 55217-1.

O material coletado foi acondicionado em tubos plasticos de 50 mL e mantidos
no gelo durante o transporte. Os quais foram encaminhados ao laboratério de

farmacognosia |l da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA) para cultivo e

realizagao das analises.

Tabela 1. Dados geograficos dos pontos de coleta de amostras, no Parque Nacional da Chapada das

Mesas-MA.

Local de Coleta

Localizagao geografica Altitude

Pontos

01 Cachoeira Porteira 1 07°02°74” S
047°30 47" W 178 m

02 Cachoeira Porteira 2 07°02’66” S
047°30’' 45" W 163 m

03 Cachoeira Garrote 1 07°01°05” S
047°28' 63" W 162 m

04 Cachoeira Garrote 2 07°01°03” S
047°28'65" W 195 m

05 Cachoeira Santuario 1 06°58’ 62" S
047°26° 59" W 231 m

06 Cachoeira Santuario 2 06°58' 63" S
047°26’ 61" W 220 m

07 Cachoeira da Prata 1 06°59’68” S
047°09’' 92" W 212 m

08 Cachoeira da Prata 2 06°59' 63” S
047°09' 95" W 178 m

09 Cachoeira de Sd0 Romédo 07°01°'21” S
beira jusante 047°02 39" W 236 m

10 Cachoeirade Sdo Romao 07°01°21” S
desvio jusante 047°02' 42” W 239 m

11 Cachoeira de Sd0 Romédo 07°01'22” S
mata fechada 047°02’ 44" W 243 m

12 Cachoeira Sao Romao 07°01' 23” S
beira 047°01’ 23" W 247 m

da praia
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Figura 2-Pontos de coletas das amostras. A) Cachoeira Santuario. B) Cachoeira Garrote. C)

Cachoeira Porteira. D) Cachoeira Sdo Romé&o. E) Cachoeira da Prata.

Nos pontos de coleta, foram analisados in situ, através do uso de sonda
especifica multiparamétrica, os seguintes parametros: fisico-quimicos, temperatura,
pH, turbidez da agua, oxigénio dissolvido e presenca de nutrientes (nitratos, nitritos,
fosfatos, silicatos).

Para a identificacdo e uso no presente trabalho foram estudados amostras da
cachoeira porteira ( ponto 1), e da cachoeira santuario ( ponto 6), ambas situadas no
municipio de Carolina-MA.

4.2 Cultivo, isolamento e identificagao morfolégica

A obtencao de culturas de cianobactérias foi alcancada através de inoculagao
das amostras, seguindo o protocolo Ferris e Hirsch (1991). Cada amostra foi
transferida pra um Erlermeyer (250mL) contendo meio BG-11 com nitrogénio (Tabela
2), e posteriormente incubados em estufa de fotoperiodo (SOLAB, Camara para
germinagao com fotoperiodo SL-224) sob iluminagdo de 3- 15umol' m2s durante 3 a
4 semanas e temperatura de 28°C.

Para a obtencao de culturas puras foram utilizados os métodos de isolamento

em placas, contendo o meio BG-11 sélido, sob as mesmas condi¢des de crescimento,
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diluicdo, e “pescaria” de cianobactérias sob visualizagdo em microscopio optico.
As amostram eram constantemente visualizadas sob microscépio O6ptico para

averiguar o progresso no isolamento dos géneros de interesse.

Tabela 2- Composi¢cdo do meio BG-11 com nitrogénio, utilizado no cultivo (Allen, 1968).

Componentes Concentracgao final (g/L)

1. NaNOs 15
2. KoHPO4 0,04
3. MgS04.7H20 0,075
4. CaCl2.2H20 0,036
5. Acido citrico 0,006
6. Citrato de amdnio férrico 0,006
7. Na2EDTA 0,001
8. Carbonato de sédio 0,02
9. H3BO3 2,86
10. MnCl2.4H20 1,81
11.ZnS04.7H20 0,222
12.Na2Mo0O4.2H20 0,39
13. CuS04.5H20 0,079
14. Co(NOs3)2.6H20 0,049

Para identificagdo morfologica foram preparadas assepticamente laminas para
visualizagdo em microscépio Optico equipado com o sistema digital de imagem
AxioVisionLE (4.6 Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Foram analisados os caracteres:
didmetro, comprimento de células vegetativas e presenga ou auséncia de acinetos e
heterdcitos. As identificagbes das espécies foram realizadas utilizando como base a
chave de identificagao de Bicudo e Menezes (2006) para identificagéo de clordfitas, e

Komarek e Agnostidis (2005) para cianobactérias.
4.3 Extracao de DNA, clonagem e sequenciamento

A extragdo de DNA foi feita com o OMEGA E.Z.N.A. SP Plant DNA kit. Em
torno de 50 mL de cultura fresca foram submetidos a centrifugagdo com velocidade
de 10.000 rpm por 5 min com Sorvall LYNX 6000 Superspeed Centrifuge (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).
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Depois o pellet foi coletado e transferido para um tubo de coleta 2mL com
beads de vidro, apds isso foi adicionado 400uL da SP1 Buffer (Solugéo para lise
celular), por duas vezes as células foram mogeinizadas usando FastPrep-24 disruptor

celular (MP Biomedicals, Santa Ana, Califérnia, USA), por 20s a uma velocidade de

6,5 m/is™1. Logo apds, a amostra foi centrifugada por um minuto a 10.000 rpm e
submetida a um vortex. Adicionou-se entdo 5uL da enzima RNase a amostra, e entao
conduzida novamente ao vortex. Logo apds a amostra foi incubada por 20 minutos a
65°C, e, entdo, adicionou-se 140uL da SP2 Buffer (Solugdo para precipitacao de
proteinas e polissacarideos) e levada ao vortex para misturar completamente. A
amostra entdo ficou no gelo por 5 minutos e foi centrifugada a 13.200 rpm x 10 min.
Para remover os precipitados remanescentes e restos de células inseriu-se uma
coluna homogeneizadora em um tubo de coleta de 2 mL, para onde o sobrenadante
foi transferido e imediatamente centrifugado a 13.200 rpm x 2 min. O filtrado entao foi
coletado para outro tubo e mensurado, adicionou-se entdo SP3 Buffer (Solugdo de
ligagdo do DNA) num volume de 1.5 do filtrado mensurado anteriormente, do volume
total foi transferido 650 uL para uma mini coluna de DNA e centrifugado a 13.200 rpm
x 1 min, apds isso o filtrado foi descartado, o processo foi repetido até ser transferido
todo o volume da amostra. Com a mesma coluna num novo tubo foi adicionado 650
ML SPW Wash Buffer e centrifugado a 13.200 rpm x 1 min, o filtrado foi descartado e
o processo foi repetido novamente. Apds, foi centrifugado novamente a 13.200 rpm x
2 min, a coluna foi transferida para outro tubo e ficou em temperatura ambiente por
5min para evaporacgao do etanol. Adicionou-se entdo 50 uL da solucao Elution Buffer
aquecida a 65°C e foi deixada a temperatura ambiente por 5 minutos, logo apdés foi
centrifugada a 13.200 rpm x 1 min, o processo foi repetido com o mesmo material que

decantou apds centrifugagao.
4.3.1 Avaliacao da qualidade do DNA e Eletroforese em gel de agarose

A integridade do DNA foi checada através da leitura em NanoDrop 1000
Espectrofotdmetro controlado por um software (ThermoScientific). A absorbéancia foi
mensurada em 230 nm, 260 nm e 280 nm, como A260/A280 e A260/230, as reacoes

foram calculadas automaticamente em NanoDrop One/One® Microvolume UV-Vis
Espectrofotdmetro (ThermoScientific).

O gel de agarose foi preparado a 2%, com 2 g de agarose, 100 mL de 0,5x TAE
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e 1 gota de brometo etilico. Para a preparagao de cada amostra usou-se 2 yL de agua
Milli-Q, 1 pyL de 6X DNA Loading Dye (ThermoScientific) e 2 yL de DNA.Como
controle negativo usou-se agua Milli-Q. Para estimar o tamanho dos fragmentos de
DNA, foram utilizados marcadores de peso molecular (ladder): M1: ADNA/EcoRI +
Hind Il Marker 3 (ThermoScientific) e M2: GeneRuler 1kb Plus DNA Lader

(ThermoScientific).
4.3.3 Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

O gene 16S rRNA foi selecionado para ser amplificado, seguindo as

referéncias de Taton et al. (2006).
Tabela 3-Condigdes de amplificagdo do gene 16S rRNA do DNA extraido.

Gene Iniciador Oligonucleotideos Condigoes da PCR

Desnaturagao inicial
16S 16S27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  95°C/3min.
rRNA 25 ciclos:
16S1494R GTACGGCTACCTTGTTACGAC Desnaturagdo: 95°C/30s;
Anelamento: 56°C/30s;

Extensao: 72°C/2min.

Extensao final 72°C/ 7min.

A reacdo de amplificagdo (PCR), foi feita para um volume final de 25 pL,
contendo, 2,5 yL DreamTaq buffer com MgCl2 20 mM 10X, 0,5 yL MgClz2, 0,625 uL
dNTP’s 10 mM (em cada), 1,25uL do primer inicial 10 mM, 1,25 uL do primer reverso
10 mM, 0,625 uL DreamTaq polymerase 5u/\, 16,25 uL de ddH20 e 2 uL de DNA. A
reacao foi realizada no termociclador BioRader Cycler, nas condicoes descritas na
Tabela 03.

4.3.4 Clonagem e PCR de col6nia

Apods a amplificagao 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). Para a clonagem foi adicionado 2 uL do produto da PCR, 2 pL de agua
milli-Q, 0,5 pL solugado de sal e 0,5 uL do vetor, o material foi mantido a temperatura
ambiente por 15 min, seguindo as instrugbes do fabricante. A transformacdo foi
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realizada através de choque térmico, mantendo o material 30 seg em banho-maria a
42°C e imediatamente colocando no gelo novamente. Posteriormente, foi adicionado
250 uL de meio S.0.C. a mistura e o material foi incubado por 1h a 37°C em agitacao
constante de 160 rpm. As células transformadas foram inoculadas em placas de
cultivo com meio LB agar (nas concentragdes de 5, 10, 20, 30, 40, 60 yL de indculo)
e incubadas por 12 h a 37°C. Apés isso, os clones foram selecionados a partir de
colénias de coloragao branca.

As colbnias 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 amplificagao foi feita para um volume final de 25 pL, contendo, 2,5 uL
DreamTaq buffer com MgClz2 20 mM 10X, 0,5 uL MgCl2, 0,625 uL dNTP’s 10 mM (em
cada), 1,25 pL do primer inicial 10 mM, 1,25 pL do primer reverso 10 mM, 0,625 L
DreamTaq polymerase 5u/\, 16,25 pyL de dH20 e 2 pyL de DNA. As condigbes da
termociclagem foram: pré-desnaturag&o a 95°C por 3 min, 25 ciclos de desnaturagdo
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 entdo por uma
PCR com primers especificos para DNA de cianobactérias, utilizando os iniciadores
359F e 1350R. A amplificagédo foi feita para um volume final de 20 pL, contendo, 2 yL
DreamTagq buffer com MgCl, 20 mM 10X, 0,4 uL MgCly, 0,5 pL dNTP’s 10 mM (em
cada), 1 uL do primer inicial 10 mM, 1 pL do primer reverso 10 mM, 0,5 uL DreamTaq
polymerase 5u/\, 12,6 pL de ddH20 e 2 L de DNA. As condi¢des da termociclagem
foram: desnaturacao inicial a 95°C por 3 min, 25 ciclos de desnaturacédo a 95°C por
30 seg, anelamento a 56°C por 30 seg, extensdo a 72°C por 1 min e extenséo final a
72°C por 7 min.

Os produtos de PCR foram enviados para um parceiro e sequenciados de

acordo com protocolos dos mesmos.
4.3.5 Processamento dos dados do sequenciamento

As sequéncias obtidas foram verificadas quanto a qualidade e alinhadas pela

ferramenta ClustalW e editadas manualmente no programa BioEdit (HALL, 2011). A
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ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) do banco de dados
GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information) foi utilizada para
comparagdes de homologias e obtencao de sequéncias similares para a construgao
das arvores de diversidade e filogenia. As analises de diversidade génica foram
realizadas utilizando-se o método agrupamento de vizinhos (NJ) (SAITOU; NEI, 1987),
no programa Mega V6 (TAMURA et al., 2011) e a inferéncia bayesiana, realizada no
programa MrBayes 3.2.1 (RONQUIST et al., 2012).

4.6 Analise de ultraestrutura: Microscopia de for¢ca atomica (AFM)

As amostras foram fixadas utilizando solugcdo de etanol/acido acético na
proporgao 3:1, conforme descrito por CELIE et al. (2005) e Chao; Zhang (2011).

Inicialmente foi preparada a solugédo salina tamponada com fosfato (PBS)
descrito na tabela 04, e a solugao fixadora de etanol/acido acético, preparada na

proporcao 3:1 e mantida em temperatura ambiente, até o uso.

Tabela 4-Reagentes solugao salina tamponada com fosfato (PBS)

Solugao de PBS (tampao)

NaCl 8.475 g/L

Naz-HPOx 1,093 gL

NaH2-PO4 0,276/L
1L

Agua deionizada

Foi adicionado 1 ml de cada amostra em tubos plasticos e centrifugados para
concentrar as células e retirar o meio de cultivo, em seguida as amostras foram
lavadas com a solugcdo de PBS onde; 1 mL da referida solugao foi adicionado a
amostra, agitou-se levemente, e entdo novamente centrifugada por 3 minutos 10000
X g, para retirada da solugédo, apds serem lavadas foram adicionados 1mL da
solucao fixadora etanol/acido acético e agitada levemente, permanecendo nesta
solugéo por 10 minutos, apds esse periodo a solugao foi retirada por centrifugagéo
e as amostras foram lavadas novamente com a solugcdo de PBS 2 vezes. Apds serem
lavadas as amostras foram suspensas em agua ultrapura esteéril.

Cerca de 50 pl da amostra foi, entdo, colocada em laminula, deixando secar


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

33

a temperatura ambiente e, apos terem secado, as mesmas foram armazenadas em
geladeira para analise posterior. As células fixadas foram observadas em
microscopio Optico antes de serem analisadas para a analise de AFM para
verificagao da viabilidade das mesmas.

As amostras foram analisadas em microscopio de for¢ga atdbmica na Central

Analitica de Materiais (CEMat), da Universidade Federal do Maranh&o.
4.5 Perfil quimico dos extratos

A analise de metabdlitos secundarios no extrato de cianobactéria foi realizada
no Departamento de Ciéncias Alimentares e Ambientais, Divisao de Microbiologia e
Biotecnologia, na Universidade de Helsinque, Finlandia, em um sistema Shimadzu
Prominence LC acoplado a um Quadrupole time-of-flight (MicroTOF-QII; Bruker
Daltonics) e equipado com uma interface de lonizagao por Electrospray. A separagao
foi obtida em uma coluna RP (Phenomenex, Luna C18 (2), 5 microm, 250 mm x 3.0
mm) a 200 pL min-1 usando uma eluigdo de gradiente linear (5-90% B em 50 min).
As fases moveis usadas foram (A) agua contendo formiato de aménio 5 mM e acido
férmico 0,1%, e (B) acetonitrila. As condigbes da fonte de ionizagdo foram as
seguintes: ionizagcao positiva, potencial de capilaridade de 3.500 V, temperatura e
fluxo do gas de secagem (nitrogénio) de 300°C e 5 mL min-1 respectivamente
e pressao do nebulizador de 35 psi.

O equipamento Q/TOF foi operado no modo scan e AutoMS/MS, realizando
experimentos de MS/MS sobre os trés ions mais intensos a partir de cada pesquisa
por MS. As analises por UPLC-QTOF foram realizadas com o sistema Acquity I-Class
UPLC - Synapt G2-Si HDMS (Waters Corp.). O extrato de metanol de cianobactéria
filtrado de 0,2 pL foi injetado na coluna Cortecst UPLC® C18+ (2,1 x 50 mm, 1,6 pm,
Waters) que é eluido a 40 °C com uma taxa de fluxo de 0,3 ml min-1 de
acetonitrila/isopropanol 5% (1:1, + 0,1% HCOOH) (solvente B) em HCOOH 0,1% a
100% de B em 5 min, mantido por 2 min, entdo de volta a 5% de B em 0,5 min e,
finalmente, mantido por 2,5 min antes da préxima corrida. A calibracado do QTOF foi
realizada com formato de sédio. Os dados precisos de massa foram processados
pelo programa Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics) (JOKELA et al., 2012)
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4.4 Obtencgao de extrato

As cepas foram cultivadas em maior volume e entdo as células foram
concentradas por centrifugagdo de 10.000 rpm por 10 min com Sorvall LYNX 6000
Superspeed Centrifuge (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) em
temperatura ambiente, entdo foram armazenadas a -80°C antes da liofilizagdo. A
liofilizagdo foi realizada na ChristBeta 2-8 LSC plus freezer dryer equipada com
Christ Lyo Club 4-8 camaras (Martin, Christ, Ostrode am Harz, Germany). O material
ficou 71 horas no liofilizador.

Em um tubo plastico de 2 mL foram transferidos 200uL de pérolas de vidro
lavadas em acido (SIGMA-ALDRIC, 425-600 microns), 100mg de células liofilizadas
e 1 mL de MeOH 100%. Homogeneizou-se as amostras usando shaker (Multi Mixer
KASVI k40-10208), por 5 minutos a 3000 rpm em temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas (Microcentrifuga Hsiangtai DC2000) por 5 min a
10.000 x g em Eppendorff (5451D Centrifuge, 2 mL), depois disso o sobrenadante
foi coletado em um novo tubo de plastico (2 mL), e passou por processo de sonicagao
por imersdo (Sonicador Ultracleaner 1400A) aquecido a ~60°C e frequéncia
ultrassénica 40 kHz por 2 minutos, seguido pelo processo de congelamento com
Nitrogénio liquido e liofilizagédo (Liofilizador k105, LIOTOP). Os extratos liofilizados
foram mantidos a uma temperatura de -20°C para analises posteriores. Os extratos

foram suspensos em 1 mL de solvente (SHISHIDO et al., 2015).

4.7 Testes de atividade
4.7.1 Teste de toxicidade em Artemia salina

O teste piloto foi realizado utilizando o extrato com concentragao de células
liofilizadas igual a 100 mg/mL, com proporgéao de 90% de extrato e 10% de solugao
salina em triplicata, conforme descrito por Batista; Suzuki (2013), com adaptagdes.
Para o teste, foram utilizadas apenas as cepas, GBBBO06 (Chlorella sp.) e GBBB07
(Synechococcus sp.). A cepa GBBB08 (Geminocystis sp.) nao apresentou
crescimento suficiente para obtencao de extratos.

Para a eclosao, os cistos de A. salina foram incubados por 48 horas em solugao
salina artificial com pH entre 8 e 9 e a temperatura de 27° a 30° C com iluminagao
constante de 60 — 100 W. Para isso, foi utilizado um aquario com capacidade de 3 L,
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onde foi adicionado 1 L de solugao salina e aproximadamente 1g de cistos de Artemia
salina, mantido em constante aeracgao.

Os ensaios foram realizados em copos de 10 mL em 3 réplicas para cada uma
das concentracgdes de extrato de cianobactéria limitados a 90% com ajuste de pH para
8-9, pra este teste utilizou-se como solvente dH20, para um volume total de 2 mL.
ApoOs a preparacao de todos os tubos com as concentragdes pré- estabelecidas
(tabela 6), com o auxilio de uma pipeta Pasteur de didmetro adequado e ponta
arredondada, colocou-se 10 nauplios de A. salina por copo, 0os quais foram mantidos
sob iluminagdo a temperatura de 27° a 30° C por 24 h. O controle negativo foi
realizado com a solucio salina e o controle positivo, com solu¢cdo de dicromato de
potassio em meio salino com concentragdo de 0,2 g L .

ApOs a exposigao por 24 h, o numero de organismos vivos € mortos em cada
tubo foi contado para, posteriormente, determinar a concentragdo da amostra que
causou mortalidade de 50% (CL50), dos organismos apds exposi¢cdo de 24 h nas
condigcbes do teste. A CL50 sera obtida por calculo estatistico usando o programa
Trimmed SpearmanKarber (Hamilton et al., 1977) com intervalo de confianga de 95%.

A tabela 5 apresenta os valores proporcianais para diluicdo de extrato utilizados

em ensaio com Artemia salina.

Tabela 5-Proporgdes-teste para ensaio com Artemia salina

Proporgio Fator diluicao Volume de Vol. s. salina \{olume
final
amostra
90% 1 1,8 mL 0,2 mL 2 mL
50% 2 1 mL 1mL 2 mL
25% 3 0,5mL 1,5mL 2 mL
12,5% 4 0,25 mL 1,75 mL 2mL

Fonte: Batista, 2013, com adaptagdes.

4.7.2 Teste de atividade carrapaticida

Os testes de atividade carrapaticida foram realizados no Laboratério de
Helmintologia, no Departamento de Parasitologia da Universidade Federal do
Maranhao. O laboratério trabalha com duas cepas do carrapato Rhipicephalus
microplus, uma cepa resistente e uma cepa considerada sensivel aos carrapaticidas

quimicos sintéticos: JAGUAR e POA, respectivamente. Ambas foram utilizadas para
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o teste de atividade com os extratos das cepas isoladas neste trabalho.

Uma vez que foi o primeiro teste com este organismo, foi realizado um teste
com extrato na concentragado padrao (100 mg/mL), para verificar o melhor diluente e
a necessidade de diluicbes da amostra. Em suma os extratos foram obtidos a partir
de dois solventes diferentes, um utilizando metanol 100% e outro etanol 70%.

O extrato metanoico foi liofilizado e suspenso em dois diferentes diluentes,
agua deionizada e solucao de ET-Triton 0,02%. Ao final foram obtidos 3 produtos a
serem testados: extrato metanoico suspenso em agua deionizada, extrato metanoico
suspenso em solugao de ET-Triton 0,02%, e extrato etanoico. Como controle negativo
foram utilizados solucdes diferentes conforme descritos na Tabela 6.

Foram adicionados 1000 uL do extrato, em tubos plasticos de 1,5 mL e
aproximadamente, 500 larvas foram adicionadas. Imediatamente apds a adi¢cao 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 com auxilio de uma espatula para um filtro de papel.

Apos secagem, cerca de 100 larvas foram transferidas para filiro de papel
quadriculado (850 mm/ 750 mm) dobrados e fechados com clipes de pacote "bulldog"
de forma semelhante a um “pacote”.

Os pacotes foram incubados a 27-28 °C e 80-90% de umidade relativa por 24
h, em seguida, a mortalidade foi determinada. Apenas larvas capazes de locomocgao
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 6- Controles negativos usados no teste carrapaticida.

Material (Extrato) Solugéo controle
Extrato etanoico Etanol 70%

Extrato metanoico suspenso Em dH20

dH20
Extrato metanoico suspenso em Solugdo de triton
Solucéo de triton 0,02% 0,02%

dH20: agua deionizada

Para o teste de atividade carrapaticida utilizou-se apenas a cepa GBBBO06, visto

que a cepa GBBBO08 nao apresentou crescimento suficiente para a obtencado de
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extrato, e a cepa GBBBO07, no periodo do teste supracitado ainda ndo havia
Biotecnologia sido inclusa neste trabalho, de modo que a mesma foi testada apenas

frente a Artemia salina.
5.6.3 Atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foi realizados no Departamento de
Ciéncias Alimentares e Ambientais, Divisdo de Microbiologia e, na Universidade de
Helsinque, Finlandia.

Extratos metandlicos (300 uL) de todas as cepas estudadas foram aplicados a
um disco de papel (ABTek Biologicals Ltd., Liverpool, Reino Unido) e mantidos
overnight para a absor¢cdo do extrato pelos discos. Candida albicans HAMBI484 e
Aspergillus flavus HAMBI829 foram cultivados em meio Agar dextrose batata (PDA),
Micrococcus Iluteus HAMBI2688 e Escherichia coli HAMBI1723, em meio Agar
nutriente (NA), Staphylococcus aureus HAMBI66 foi cultivado em meio Agar (BHI),
(brain heart infusion), enquanto Acinetobacter baumannii HAMBI1760 foi cultivado em
Agar triptona glicose (TGY). Os discos contendo extrato foram aplicados nas placas
com meio PDA, NA, BHI ou TGY, contendo cada um dos microrganismos. Apos um
periodo de incubacgao das placas de 24-72 horas em temperaturas de 28°C-37°C, as
placas foram analisadas com mensuramento das zonas de inibicao, que foram
medidas incluindo o didmetro do disco de papel. Como controle positivo foi utilizado
canamicina 1000 ug por disco para bactérias e Nistatina 300 ug pordisco para fungos
e como controle negativo 300 pL de MeOH 100% por disco (VESTOLA et al., 2014).
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5.1 Dados Fisico-quimicos
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A capacidade de crescimento nos mais diferentes meios é uma das

caracteristicas marcantes das cianobactérias. Entretanto, ambientes de agua doce

sdo os mais favoraveis para o crescimento de cianobactérias, visto que a maioria

das espécies apresenta um melhor crescimento em aguas neutro-alcalinas (pH 6-9),

temperatura entre 15°C a 30°C e alta concentragdo de nutrientes, principalmente
nitrogénio e fosforo (BRASIL, 2003).

Na tabela 7 estdo descritos os resultados obtidos a partir da analise fisico-

quimica dos parametros de temperatura, pH, turbidez, e oxigénio dissolvido, para

cada um dos pontos 12 de coleta de amostra.

Tabela 7-Parametros analisados in situ nos pontos de coleta de agua e sedimentos.

Pontos Tg mp PH ;r;.lr.zl)d ez (c:]?g L)
1 27.5 7,1 4,39 06.20
2 27.2 7,3 4,82 07.66
3 27.8 7,3 3,97 05.63
4 28.2 7,2 4,57 05.65
5 27.5 7,3 7,44 4.35
6 274 6,9 5,93 02.75
7 26.2 6,9 14,3 05.98
8 25.0 6,9 11,7 3.48
9 26.4 7,0 12,9 7.51
10 26.5 7,3 22,3 7.12
11 26.2 7.4 16 3.55
12 26.5 7,4 20,6 7.77

Temp: Temperatura; pH: potencial hidrogeniénico; NTU: Unidade Nefolométrica de Turbidez;

OD: oxigénio dissolvido.

A sensibilidade e adaptagdo das cianobactérias as mudancas climaticas,

combinadas com sua flexibilidade ecofisiolégica, sdo em grande parte produtos de

uma longa evolugao (PAERL; HUISMAN 2009).
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Cianobactérias do género Geminocystis mostraram crescimento satisfatério em
temperatura entre 20 e 30°C, condi¢cbes de fotoperiodo (14h luz e 10h escuro),
constantemente borbulhado e pH entre 7-8 (HIROSE et al. 2017; BUCH 2019).
Observagdes semelhantes foram observadas para o crescimento de cianobactérias
do género Synechocystis, que cresce em temperatura em torno de 30°C e pH entre 7-
8 (YU et al. 2013; COELHO MULLER et al. 2003). Em particular, este grupo parece
bem adaptado e capaz de tomar vantagem de um mundo cada vez mais quente
(PAERL; HUISMAN 2009).

Os dados obtidos neste estudo mostraram temperatura média dos pontos de
coleta igual 26,8°C, os valores de pH n&o tiveram variagao significativa, apresentando
média igual a 7,0. Estes valores sao considerados favoraveis ao crescimento de
microrganismos fotossintetizantes os quais em geral, apresentam um melhor
crescimento em aguas neutro-alcalinas (pH 6-9), temperatura entre 15°C a 30°C
(BRASIL, 2003).

Em um estudo com a cepa cianobacteriana Cylindropermopsis raciborskKii
observou-se que a temperatura foi fator limitante para o crescimento da cianobactéria
em experimento laboratorial (MESQUITA et al. 2019; SOARES et al. 2009). Além
disso, causou diminuicdo na quantidade de biomassa total de cianobactérias, onde as
taxas maximas de crescimento foram obtidas com intensidade de luz mais alta
combinadas com temperaturas iguais ou acima de 20° C. Segundo Soares et al.
(2009), a estabilidade térmica e a intensidade de luz nos meses do verao tém relagao
direta com a substituicdo de espécies no ambiente.

A diminuicdo da concentracio de nitrato esta associada a maior quantidade de
biomassa de cianobactéria, visto que as mesmas superam outros microrganismos do
fitoplancton em baixas concentracdes de nitrogénio. Outros fatores como o alto pH, e
baixa transparéncia da agua foram associados a abundancia de cianobactérias
(DALU; WASSERMAN 2018; YANG et al., 2017; CREMONA et al., 2018).

A Tabela 8 apresenta os resultados observados nos pontos de coleta de
amostras. Observa-se que os ponto 1 e 8 apresentaram os maiores valores para a
presenca de amoénia, o ponto 12 apresentou maiores valores de nitratos e silicatos,

para a presenca de fosfatos o maior valor foi observado no ponto 3.
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Tabela 8-Nutrientes observados nos pontos de coleta dentro do Parque Nacional da Chapada
das Mesas-MA.

NHs NO- NO- POs™ SiO2

Pontos pmoI.L'1 pmoI.L'2 pmoI.L-3 pmol.L™ pm-c5>I
, 112,56 0,02 4,03 0,02 'il,_73
) 18,59 0,03 2,63 0,26 2,64
3 17,20 0,04 4,63 1,21 1,20
4 12,33 0,05 417 0,07 2,00
5 10,93 0,04 3,88 0,02 0,57
6 6,76 0,06 3,60 0,11 0,62
7 7,45 0,11 2,20 0,38 0,81
8 26,25 0,24 7,57 0,53 2,52
9 8,85 0,14 5,46 0,26 3,78
10 10,24 0,08 5,71 0,60 4,26
11 8,85 0,10 6,74 0,55 3,93
12 6,76 0,16 58,07 0,40 4,30

NHs: Amonia; NO-2: Nitritos; NO-3: Nitratos; POs :Fosfato; SiO2 :silicatos; umol.L: milimoles por
litro.

O foésforo tem sido tradicionalmente considerado o principal nutriente que limita
a produtividade primaria e a acumulagédo de biomassa de algas nos ecossistemas de
agua doce (YU,2013). O conceito de limitagao de nutrientes €, considerado chave para
a pesquisa de cianobactérias, como é na pesquisa de eutrofizacdo em geral (DALU,
2018).

O aumento dos niveis de fésforo foi apontado como fator importante na
mudanca da composi¢cao das espécies de cianobactérias fixadoras de nitrogénio, a
reducdo deste nutriente também causou diminuicdo na expressdo de toxinas
produzidas por estes microrganismos (YU, et al. 2013; DALU; WASSERMAN, 2018).

5.2 Caracterizagao morfofisiologica
Utilizando protocolos combinados foram isolados trés microrganismos
fotossintetizantes, sendo dois géneros de cianobactérias e um de microalga, descritos

a seguir:



41

a. Chlorella cepa GBBB06

A cepa GBBBO06 foi isolada do ponto 6 (Cachoeira Santuario) e pertence ao
género Chlorella (figura3), que é representado por individuos solitarios e de vida livre.

A célula &, em geral, esférica, elipsoidal ou ovdide, mas também pode ser
reniforme ou um pouco assimétrica. A parede celular € bem distinta, porém, delgada.
O cloroplastidio é unico na maioria das vezes, raro ocorrem dois. Quando € unico, o
Cloroplastidio tem a forma de taga e quando em numero de dois cada um tem a forma
de uma calota rasa e aberta. O pirenoide nem sempre se encontra presente (BICUDO
E MENEZES, 2006).

Em meio liquido, a amostra possui coloragdo verde-escuro, € ndao formam
colénias macroscopicas, nem aderem ao fundo do frasco, apresentou bom

crescimento em temperatura média de 28°C sob iluminagao.

Figura 3- Fotomicrografia de células de Chlorella, cepa GBBBO06. escala 10um.
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Segundo Samek et al. (2014), microalgas do género Chlorella crescem em
temperatura média 30°C, pH em torno de 7, sendo organismos fotoautotroficos,
naturalmente fixadores de gas carbénico.

Produzem grande variedade de biomoléculas primarias, tais como proteinas,
carboidratos e lipidios, além de clorofilas a e clorofila b, que sao pigmentos
componente do fotossistema |l de microalgas verdes e pigmentos acessorios como
carotenoides, xantofilas e ficobilinas.

Apresentam também elevados teores de leucina (aminoacido essencial),
glutamina, acido aspartico e arginina (n&o essenciais) e clorofila, (SAMEK et al., 2013;
LELIAERT et al., 2012).
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b. Synechococcus cepa GBBB07

A cepa cianobcteriana GBBB 07 (figura 4) foi obtida do ponto 1 (Cachoeira
Porteira) e apresenta células cilindricas ou alongadas, arredondada nas
extremidades. Aparecem como individuos livres ou em colbnias irregulares; nao
apresentando mucilagem. Em meio liquido, a amostra apresenta coloragao verde
claro. As condi¢des de cultivo utilizadas foram: temperatura em torno de 28°C em
estufa de fotoperiodo em meio BG-11. A Figura 4 apresenta os aspectos coloniais e

das células individuais da cepa GBBBO07.
Figura 4-Fotomicrografia de células e aspecto colonial da cepa GBBBO07. A) Aspecto Colonial,

aumento b) células livres. c) células livres, imagem ampliada. escala 10um.

-

As condigdes de cultura o6timas para o rapido crescimento da cepa
Synechococcus UTEX 2973, inclui temperatura entre 38°C a 41°C, 3% de COg,
usando meio BG-11, apresentando crescimento acelerado nessas condi¢gdes sem
necessidade de adicao de quaisquer nutrientes especiais (YU et al. 2015).

Cepas de cianobactérias do género Synechococcus apresentaram quantidade
significativa de clorofila a, zeaxantina e beta-caroteno, estes pigmentos mostraram
variagao da concentragao diferente de acordo com o didmetro celular médio (BEMAL,
2016).

c. Geminocystis cepa GBBB08

A cepa GBBBO08 (figura 5) foi isolada do ponto 6 (Cachoeira Santuario), em
meios solidos, as células desta cepa cianobacteriana formam colénias mucilaginosas,

macroscopicas de cor verde-escura. Em meios liquidos, as células crescem no fundo
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do frasco, mas nunca se fixam ao fundo / vidro. As células aparecem de cor azul-
esverdeada a cor acinzentada. A forma da célula é quase esférica a esférica com
pequenos granulos. As células tém 5 a 7 ym de diametro, sem envelope e aparecem

hemisféricas apos a diviséo.

Figura 5-Fotomicrografia do aspecto colonial e células de Geminocystis, cepa GBBB 08. A e B)

aspecto colonial. Escala 10 ym. C) células livres.
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Em estudo com duas cepas de Geminocystis, observou-se que as mesmas
podem ajustar os comprimentos de onda da luz que absorvem, através de um
processo chamado aclimatacdo cromatica, onde alteraram drasticamente o teor de
ficoeritrina em resposta a luz verde e vermelha. O cultivo dessas cepas foi feito em
meio BG-11 continuamente borbulhado com ar contendo 1% (V/V) de CO2 a 30°C.
(HIROSE et al. 2017).

5.3 Extracao de DNA, clonagem e sequenciamento

O DNA extraido apresentou, na maioria dos casos, boa qualidade, verificados
em Nanodrop e por eletroforese em gel de agarose.

A partir dos produtos de PCR do gene rRNA16S, foram realizadas clonagens
com as cepas GBBB06 e GBBBO08. Os resultados das clonagens foram checados apos
um dia, observou-se a presencga de coldnias brancas e dessas coldnias entao foi feita
uma nova PCR com a utilizagdo do primer universal M13F e M13R para avaliar a
ligacao com o vetor, seguida por outra PCR com os primers especificos 359F e 1350R
foi realizada, neste caso, somente para os clones que apresentaram resultado positivo
(Figura 06).
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Figura 6-Produto da amplificagdo (PCR) dos clones. M1: marcador de peso molecular 1kb DNA

Ladder;1-7: clone da cepa GBBBO08; 8-14: clones da cepa GBBBO06.
M1 1 2 3 4 5 6 7 M1 8 9 10 11 12 13 14
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O material clonado, apés amplificacao, foi sequenciado e os resultados estao

descritos na Tabela 9.

Tabela 9-Resultados obtidos no sequenciamento das amostras GBBB06 (Chlorella) e

GBBBO07(Geminocystis).
Cepa Descrigao Pontuagao total Cobertura E-Value Identidade Genbank
Chilorella sp.
GBBB  SUN-2
06
2614 93% 0.0 99.17% EF1146 78.1
Geminocysti s
GBBB  sp. NIES-
08 3708. 6414 97% 0.0 95.51% AP0148 15.1

5.3.1 Arvore filogenética

A relacgéo filogenética (figura 7), foi inferida usando o método de agrupamento
de vizinhos A arvore consenso de Bootstrap foi inferida usando 10.000 replicatas
(FELSENSTEIN 1985). As distancias evolutivas foram calculadas usando o método
Kimura 2 (KIMURA 1980). Esta analise envolveu 28 sequéncias de nucleotideos.

Todas as posi¢goes ambiguas foram removidas para cada sequéncia de par
(Pairwise deletion option). Havia um total de 1625 posigdes no conjunto de dados final.
Andlises evolutivas foram conduzidas no MEGA X (KUMAR et al.2018). Como
marcador molecular foi utilizado a subunidade 16S rRNA, e com grupos externos as
cepas bacterianas Burkholderia gladioli ATCC 33664 e Burkholderia gladioli NCIMB
9898.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF114678.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=C7BJVYB701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/EF114678.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=C7BJVYB701R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP014815.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=C5ZP6DWJ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP014815.1?report=genbank&amp;log%24=nucltop&amp;blast_rank=1&amp;RID=C5ZP6DWJ014
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Figura 7-Arvore de diversidade e filogenia das cepas GBBB06 e GBBB 08, baseada na analise

do gene marcador 16sr RNA, utilizando como grupo externo duas cepas da espécie bacteriana

Burkholderia gladioli.
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A arvore filogenética gerada refletiu os resultados ja obtidos da identificagédo

molecular das cepas estudas, onde a cepa GBBB 06 apresentou-se mais préoxima

filogeneticamente de cepas do género Chlorella, e a cepa GBBB08 mostrou-se

filogeneticamente mais préxima de cepas do género Geminocystis.
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5.4 Perfil quimico

Os dados obtidos nao evidenciaram compostos interessantes do ponto de vista
de aplicabilidade industrial ou bioatividade. Entretanto novos testes estdo sendo
desenvolvidos para uma caracterizagdo mais refinada dos compostos presentes nas
cepas estudadas. Tal fato pode ser explicado pelas condi¢gdes de cultivo aplicadas,
que, embora ideais para o crescimento e manutencao da cepa, ndo foram adequadas
para a producdo de compostos com bioatividade, ou a quantidade de biomassa
utilizada na obtencgéo dos extratos (100 mg) e sua concentragéao final (100mg/mL), ndo

foram suficientes para observar a presenga dos compostos de interesse.
5.5 Analise de ultraestrutura

A Figura 8 apresenta as imagens obtidas a partir da analise de AFM, para a

cepa GBBBO7 (Synechococcus sp), utilizando protocolo de etanol/acido acético 3:1.

Figura 8-Imagens tridimensionais obtida por microscopia de forga atdmica da cepa GBBBO07.
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Os resultados da analise de AFM corroboram com a identificagdo morfologica
desta cepa, que apresentou células cilindricas, com extremidades arredondadas e

sem mucilagem.

A microscopia de forgca atdmica tem sido utilizada para observacéao e detecgao
de estruturas especificas de cianobactérias como o desenvolvido por Dubrovin (2005),
em cepas de Synechocystis para verificagao e estudo da pili de linhagens méveis e
nao moveis, bem como, para a deteccdo de metabdlitos toxicos a nivel molecular,
como as microcistinas, sugerindo que outras substancias toxicas também poderiam
ser estudadas. E vem adicionar mais um método de detecgao de cianotoxinas aos ja
conhecidos, providenciando uma deteccao sensivel (a nivel molecular) e rapida
(BUENO, 2010).

A Figura apresenta o perfil de altura celular da cepa de Synechococcus (GBBB

07), o valor maximo de altura das células foi de 70 nm na secg¢ao aferida.

Figura 9- Perfil de altura das células cianobacterianas da cepa GBBBO07 (Synechococcus).
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Além de estudos estruturais e detecgcao de metabdlitos a microscopia de forca
atébmica também tem sido utilizado para estudos de interacdo de cianobactérias com
diferentes compostos e sua possivel aplicagdo em tecnologias sustentaveis além de
possibilitar compreensao da relagdo entre a morfologia e a fungdo celular
(DUBROVIN, 2005; ZHU, 2015).

A medida de rugosidade média (figura 9), € a medida da variagdo do relevo
presente na amostra estudada, e tem sido utilizada como medida util na compreensao
das mudangas morfoldgicas das membranas celulares frente a diferentes situagdes,
sendo importante na avaliagado dos efeitos biolégicos reais que podem ser utilizados

principalmente nas areas médicas e farmacoldgicas (SILVA, 2016).
Figura 10- Rugosidade média (Ra) de células da cepa Synechococus (GBBBO07).
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Para a cepa GBBB 07 a rugosidade média foi de 46.7 nm. A rugosidade média
pode sofrer influéncia do método de preparo da amostra ou aderéncia a substratos
causando observacdes de valores de Ra (rugosidade média) maiores ou menores
(SILVA, 2016).
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5.6 Testes de atividade
5.6.1 Teste de toxicidade Artemia salina

As amostras submetidas ao teste (GBBB06 e GBBB07), usando extrato bruto
cianobacteriano (100 mg de biomassa liofilizada em 1 mL de Metanol), apontaram
percentual de mortalidade de 10% para a cepa GBBBO06 e 50% para a cepa GBBBO07
(figura 9).

Figura 9-Percentual de mortalidade de Artemia salina frente aos extratos metanoicos das cepas
GBBB 06 (Clhorella) e GBBB 07 (Synechococcus).
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Estudo desenvolvido por Frazdo (2010), mostrou que a toxicidade frente aos
de nauplios de Artemia salina foi mais evidente para os extratos aquosos de todas as
cepas de cianobactérias estudadas, indicando a producdo de compostos téxicos.
Dados semelhantes também foram obtidos em estudos com as cepas de Microcystis
e Prymnesium parvum, que apresentaram alta toxicidade (BATISTA; SUZUKI 2013;
GRANELI; SALOMON 2010).

5.6.2 Teste de atividade carrapaticida

O teste realizado com a cepa GBBB 06, frente as larvas do carrapato
Rhipicephalos microplus (cepa resistente), incluiu métodos e eluentes diferentes. Os
resultados do teste usando os eluentes: solugédo 1% ET+TritonX 0,02% (material
liofilizado), e etanol 70% respectivamente, ndo presentaram resultados positivos
quanto a bioatividade.

Cepas cianobacterianas tém sido aplicadas para teste de atividade sobre varias
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espécies de organismos, no entanto ndo foram encontrados estudos anteriores de
testes sobre larvas do carrapato Rhipicephalus microplus. Embora a bioatividade
frente as variadas espécies de organismos testados seja em sua maioria relacionadas
a producgao de toxinas, outros compostos ja foram descritos como responsavel pela
acgao inseticida observada (ELHAM; MOHAMED 2013;TAN et al. 2008; CAGIDE et al.
2014).

Utilizando agua deionizada como eluente, para o teste conduzido frente a cepa
sensivel aos carrapaticidas convencionais, ndo foi observada atividade contra a
mesma.

De acordo com a literatura a acao inseticida varia de acordo com o organismo
testado e com o0 método empregado. Cepas do género cianobacteriano Nostoc sp.,
mostraram atividade inseticida, onde todas as larvas do organismo-teste Helicoverpa
armigera, foram mortas por biomassa do extrato, com uma concentragao letal de 50%,
e induziu esterilidade maxima nos testes contra o organismo Agrotis ipsilon. No
entanto, nao foi obtido o mesmo resultado para testes com Galleria mellonella e Aedes
aegypti que nao apresentaram mortalidade significativa (BIONDI, 2004; MARTEN
2007; ELHAM; MOHAMED 2013).

5.6.3 Teste de atividade antimicrobiana

Os testes antimicrobianos realizacao realizados com cepas de bactérias Gram-
negativas, Gram-positivas e fungos da colegcdo Microbial Domain Biological resource
center (HAMBI) com extrato bruto correspondente a 100 mg de biomassa liofilizada.
A zona de inibicao foi mensurada em mm incluindo didmetro de disco (6 mm).

Embora ndo tenha sido observado resultado positivo em nenhum dos
microrganismos testados , dados da literatura apontam que cepas de Synechococcus
mostraram-se como promissoras frente a microrganismos patogénicos (BARBOZA et
al. 2017). Atividade igualmente promissora foi verificada também com extratos de
Nostoc e Synechocystis (BARBOZA et al. 2017; NIVESHIKA et al. 2016), No entanto,
a maioria dos compostos derivados de cianobactérias apresenta, além da atividade
antibidtica desejada, citotoxicidade contra células eucaridticas e eritrécitos, o que
provoca limitacdo em seu uso direto.

Embora seja inegavel o potencial uso de metabdlitos secundarios como fonte
para o desenvolvimento de compostos bioativos, mais estudos precisam ser

realizados para elucidar os mecanismos de agao dos mesmos (RAO, 2015).
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Senhorinho et al. (2015), sugere que as mudangas nas condigbes ambientais
tém relagcado direta com o aumento da producédo de compostos antibacterianos pelas
microalgas, e que a capacidade de certas espécies de microalgas de sobreviver e se
adaptar a condigbes ambientais extremas sugere que as cepas desses ambientes

possuem maior potencial para produzir compostos antibacterianos.



52

6. CONCLUSAO

De acordo com o que foi exposto ao longo do trabalho, pode-se concluir que o
Parque Nacional da Chapada das Mesas-MA, apresenta condigbes favoraveis ao
crescimento de microrganismos fotossintetizantes, abrigando importantes géneros de

cianobactérias e microalgas. Assim:

e O cultivo e isolamento de cianobactérias e microalgas mostraram-se eficientes,
tornando possivel a identificagdo morfoldgica dos géneros descritos ao longo do

trabalho;

e As técnicas de biologia molecular possibilitaram maior confiabilidade na
identificacdo das cepas isoladas, corroborando com as mesmas (Chlorella,

Synechococcus e Geminocystis);

¢ Quanto a bioatividade das cepas estudadas, sabe-se que, os resultados negativos
observados nao sao decisivos, outras condi¢cdes de crescimento das cepas, bem

como, diferentes concentracdes dos extratos devem ser testadas.

e As analises de ultraestrutura além de corroborar com as tecnicas primeiramente
efetuadas de identificagdo, forneceu novos e interessantes dados que auxiliaram

na identificacdo morfolégica da amostra.

As técnicas conjuntas de indentificagdo, incluindo-se dados de analises
ultraestruturais, morfologicas, fisiolégicas e moleculares, mostraram-se um
excelente recurso para identificagdo completa e confiavel de microrganismos

fotossintetizantes.
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