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RESUMO
A laguna da Jansen ¢ um ambiente artificialmente criado apds o represamento de uma
area de manguezal na cidade de Sdo Luis, nordeste brasileiro. Neste estudo foi realizada
a andlise fitoplanctonica e caracterizagdo morfo-molecular de cianobactérias
potencialmente toxicas, buscando relacionar as condigdes ambientais com maior
influéncia sobre a diversidade e ocorréncia de floragdes. Foram coletadas amostras em
cinco pontos da laguna durante os anos de 2018 ¢ 2019 de maneira a representar diferentes
regimes pluviométricos. Aliquotas foram inoculadas em meio de cultura ASM-1, BG-11
¢ BG-11N (sem nitrogénio) ¢ também preservadas em formalina para analise do
fitoplancton. As linhagens potencialmente toxicas identificadas preliminarmente por
chaves de identificacdo morfoldgica, foram isoladas e identificadas por sequenciamento
do gene 16S rRNA, sendo posteriormente testadas para detec¢do de genes das vias
biossintéticas da anatoxina, cilimdropermopsina, nodularina, microcistina e saxitoxina.
Na analise fitoplanctonica foram identificadas 39 espécies de cianobactérias, com a
presenca de 11 géneros de cianobactérias possivelmente toxicas, das quais foram obtidas
sete cepas isoladas pertencentes aos géneros Anabaena, Anagnostidinema, Microcystis,
Oscillatoria e Westiellopsis. As caracteristicas fisico-quimicas observadas durante este
estudo, revelaram aspectos tipicos de um ambiente altamente eutrofizado, com excesso
de compostos nitrogenados, principalmente a amonia, que podem ter favorecido a maior
ocorréncia de floragdes e espécies toxicas. As principais variaveis ambientais preditivas,
selecionadas através do modelo de regressao linear multipla (GLM) e dos graficos de
dispersdo, evidenciaram o aumento da temperatura da 4gua e da salinidade para explicar
a variag¢ao da densidade das Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU). A distribuicao
das OTUs 1 e 2, correlacionaram-se com essas variaveis principais e a distribuicdo da
OTU 3 teve maior correlagdo com as concentragdes mais elevadas de nitrogénio total.
Esta ¢ a primeira descri¢do de ocorréncia do género Westiellopsis nessa regiao, na qual
foi detectada a presenca dos genes mcyA e mcyE relacionados a producao de microcistina
nessa linhagem. Os resultados confirmam a presenga de linhagens toxigénicas de
cianobactérias e indicam a necessidade de um monitoramento continuo mais detalhado

da laguna, haja vista o uso pela populacao do entorno como local de pesca de subsisténcia.

Palavras-chaves: Cianobactérias, Floragdes toxicas, laguna costeira, Vias biossintéticas,
Westiellopsis prolifica.



ABSTRACT
The urbanized Jansen lagoon has resulted after the damming of a mangrove area on the
Brazilian Amazon coast. The influence of abiotic factors on the diversity and occurrence
of toxigenic blooms of cyanobacteria were evaluated, as well as the morpho-molecular
characterization of potentially toxic cyanobacteria isolates was also performed. Samples
were collected at five points in the lagoon during 2018 and 2019 to represent different
rainfall regimes. For the phytoplankton analysis, 39 species of cyanobacteria were
identified, with 11 genera of possibly toxic cyanobacteria. All samples were inoculated
in ASM-1, BG-11, and BG-11N (without nitrogen). After the incubation period, the
potentially toxic strains were selected based on morphology and a total of seven
unicyanobacterial cultures belonging to the genera Anabaena, Anagnostidinema,
Microcystis, Oscillatoria, and Westiellopsis were obtained. Potentially toxigenic strains
were identified by 16S rRNA gene sequencing and tested for the presence of genes
involved in the biosynthetic pathways five toxins (anatoxin, cylindrospermopsin,
nodularin, microcystin, and saxitoxin). The physical and chemical characteristics reported
during this study revealed aspects of a highly eutrophic environment, with an excess of
nitrogen compounds, mainly ammonia, which may have favored the higher occurrence of
blooms and toxic species. The main predictive environmental variables, selected using
the multiple linear regression model (GLM) and dispersion graphs, showed an increase
in water temperature and salinity to explain the variation in the abundance of the
operational taxonomic units (OTUs). The distribution of OTUs 1 (Nostocales) and 2
(Chroococcales) correlated with these main variables, and the distribution of OTU 3
(Oscillatoriales) had a higher correlation with the higher concentrations of total nitrogen.
That is the first description of the occurrence of the genus Westiellopsis in this region,
with the confirmation of the mcyA and mcyE genes related to microcystin production by
DNA sequencing. This study reported the presence of toxigenic strains of cyanobacteria,
indicating the need for continuous monitoring, because the riverside population uses this

lagoon as a subsistence fishing site.

Keywords: Biosynthetic pathways; Coastal lagoon; cyanobacteria; Toxic blooms;

Westiellopsis prolifica
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1 INTRODUCAO GERAL

As cianobactérias s3o microrganismos procariontes fotossintetizantes
encontrados em praticamente todos os ecossistemas do planeta, devido a sua longa
histéria evolutiva (primeiros registros fosseis datam de 3,5 bilhdes de anos). Sao
encontrados com maior frequéncia habitando o plancton de ambientes dulcicolas e
marinhos. Constituem um grupo taxondmico e filogenético tnico, onde muitos géneros
possuem morfologia diferenciada e sdo capazes inclusive de fixar nitrogénio atmosférico
(CALIJURI et al., 2006; SILVA et al., 2014).

Em ecossistemas aquaticos, quando as condi¢cdes s3o favordveis, as
cianobactérias podem se multiplicar rapidamente, formando floragdes. A biomassa
acumulada nessas flora¢gdes aumenta a turbidez, reduzindo a qualidade da agua, que pode
inclusive alterar a diversidade aquatica (PAERL e HUISMAN, 2008). Acdes
antropogénicas, como o desmatamento, adubagdo do solo, urbanizacdo desordenada e
consequentemente o langamento de esgotos in natura no ambiente, causam a eutrofizacao
de muitas massas de agua, levando a wuma intensificacio desses eventos
(SILAMBARASAN et al., 2012).

As cianobactérias sdo capazes de produzir uma grande variedade de metabolitos
secundarios bioativos (ROUHIAINEN et al., 2000). Com aplicag¢des biotecnologicas e na
saude, porém alguns deles sao conhecidos pelos efeitos toxicos a biota (WHO, 2003;
WALL et al., 2014). Dentre os aproximadamente 150 géneros descritos, 40 estdo
relacionados com a producdo de algum tipo de toxina. No entanto, a medida que novas
pesquisas sdo feitas a detec¢do da capacidade de producdo de cianotoxinas, seja por
métodos moleculares ou quimicos, tem expandido o nimero de espécies nessa lista.
Contudo ¢ importante ressaltar que a identificagdo taxondmica ndo garante a producao,
haja vista algumas espécies reconhecidamente produtoras apresentarem cepas com vias
biossintéticas incompletas ou devido a condi¢des ambientais ndo propiciarem a ativagao
das mesmas (BRASIL, 2015).

De acordo com Hernandez et al. (2009), os compostos mais estudados t€m sido
as cianotoxinas que podem ser incluidas em trés categorias: neurotoxinas (alcaldides e
organofosforados); hepatotoxinas (peptideos); e dermatotoxinas (lipopolissacarideos -
LPS). A classe das toxinas dermatotoxicas podem ser sintetizadas por todos os géneros

de cianobactérias (CALIJURI et al., 2006, HERNANDO et al., 2018). Biologicamente
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essas cianotoxinas sdo acumuladas na teia trofica e podem causar impactos negativos
duradouros ao ecossistema (SANT’ANNA e AZEVEDO, 2000).

As hepatotoxinas causadoras de distiirbios gastrointestinais e hepaticos, sdo as
toxinas cianobacterianas mais prevalentes, seguidas pelas neurotoxinas que afetam o
sistema nervoso e causam rapidamente a morte de muitos organismos aquaticos (KLISCH
e HAADER, 2008, HARKE et al., 2016).

Ja foram descritos varios episodios de intoxicagdes por cianotoxinas em paises
como Australia, Inglaterra, China ¢ Africa do Sul (FALCONER et al.,1994). No Brasil,
tem sido confirmada a ocorréncia de cepas toxicas de cianobactérias em reservatdrios de
abastecimento publico, lagoas salobras e rios; e os bioensaios de toxicidade
recomendados pela OMS, t€ém demonstrado que aproximadamente 75% das cepas
estudadas apresentam-se toxicas (AZEVEDO, 1998; COSTA et al., 2009).

O grupo das hepatotoxinas inclui as microcistinas, nodularinas e
cilindrospermopsinas. As microcistinas sdo as mais conhecidas, tendo recebido esse nome
devido ao primeiro organismo do qual foram isoladas - Microcystis aeruginosa, no
entanto podem ser produzidas por outros géneros, tais como: Anabaena, Fisherella,
Nostoc, Oscillatoria, Phormidium e Planktothrix (COSTA et al., 2009; MEREL et al.
2013)

Em 1996 um surto de insuficiéncia hepatica ocorrido em pacientes renais cronicos
submetidos a hemodialise em uma clinica na cidade de Caruaru (Pernambuco) foi o caso
mais marcante no Brasil, onde dos 131 pacientes intoxicados, 76 faleceram. As andlises
clinicas comprovaram a presenca de microcistinas e cilindrospermopsina, nos filtros de
carvao ativado da clinica, no soro sanguineo e no tecido hepatico dos pacientes
(ANDRADE et al., 2009; CARMICHAEL et al., 2001; YUAN et. al, 2006).

Alguns estudos vém demonstrado que todas as hepatotoxinas sdo inibidoras de
proteinas fosfatases de células eucariontes. Estas toxinas sdo consideradas potentes
promotores de alteragdes histopatoldgicas hepaticas, podendo afetar também os rins
(BRANDAO e DOMINGOS, 2006; BOUAICHA et al., 2019; PHAM e UTSUMI, 2018)

Os dois tipos mais comuns de neurotoxinas cianobacterianas sdo: saxitoxinas e
anatoxina-a. As neurotoxinas sdo alcaléides ou organofosforados que agem na
transmissao de impulsos nervosos, inibindo-os em decorréncia do bloqueio aos canais de
sodio, afetando a permeabilidade ao potassio ou a resisténcia das membranas

(CARMICHAEL et al., 2001; O'NEIL et al., 2012). Molica e Azevedo (2009) apontam
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como principais produtores envolvidos nestas intoxicagdes os géneros: Anabaena,
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Nodularia, Oscillatoria, Gloeotrichia e
Schizothrix.

Alguns desses géneros sdo comuns em reservatorios de abastecimento de dgua
potavel do Brasil, nos estados de Natal (RN) e Recife (PE) ap6s um periodo de seca severa
ocorreu o aumento de populacdes de cianobactérias produtoras de saxitoxina (FONSECA
et al., 2015). Alguns estudos (GLADWYN-NG et al., 2018; BARRETO et al., 2016;
MLAKAR etal., 2016) tém sugerido que a contaminagao por saxitoxina (stx) pode estar
associada aos casos de criangas com microcefalia, que ocorreram de forma representativa
em pacientes gestantes e infectadas pelo virus da Zika no Brasil (TEIXEIRA et al., 2016).
Nestes casos a cianotoxina teria agido como um co-fator de sinergismo relacionado os
danos cerebrais mais severos, que ocorreram em sua maioria em pacientes da regiao
nordeste (PEDROSA et al., 2019).

A producio de toxinas ¢ frequentemente identificada e quantificada por meio de
técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), e andlises
quimicas sensiveis, como a cromatografia liquida ou gasosa, podendo ou ndo ser
acopladas a espectrometria de massas (CHEN et al., 2012; LEGRAND et al., 2016).
Recentes avancos na tecnologia molecular tornaram possivel identificar e caracterizar
agrupamentos de genes de biossintese (SHIH et al., 2013; LIU et al., 2018). Essas técnicas
foram melhorando sua eficiéncia e acurdcia ao longo dos anos. Apesar destes avancgos,
varios autores reconheceram que a ecofisiologia ¢ o papel mais amplo da producdo de
toxinas pelas cianobactérias permanece ainda muito pouco claro (KRIENITZ et al., 2003;
TANABE et al., 2018).

No entanto, a identificacdo de uma espécie reconhecida como produtora de
cianotoxina em um dado ambiente, ndo sugere necessariamente um perigo para o
ecossistema ou saude humana, desde que estejam presentes em pequena quantidade, e/ou
as linhagens especificas ndo possuam os agrupamentos génicos necessarios para producao
da toxina (CAPELLI et al., 2018). Embora a maioria das espécies toxicas documentadas
sejam espécies de agua doce, elas em geral sdo todas halotolerantes e podem florescer em
estuarios e dguas salgadas (BAXA et al., 2010, GTIANNUZZI et al., 2012; CUTRIM et
al., 2019a).

As lagunas costeiras sdo sistemas dindmicos e naturalmente estressados que

sofrem frequentes perturbagdes e flutuagdes ambientais (BRITO et al., 2010; CUTRIM
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etal., 2019a; PEREIRA et al., 2012). Estes ambientes lagunares vém sofrendo constantes
degradac¢des em todo o mundo, pois oferecem servigos ecossistémicos importantes para
o lazer e o turismo. Além de também serem alvo da urbanizacdo, que vem acontecendo
de forma acelerada (CHRISTIA et al., 2014; COTOVICZ JUNIOR et al., 2013; SILVA
et al., 2017).

Na ilha de Sao Luis situa-se a laguna da Jansen (Fig. 1), uma laguna costeira que
se formou devido a varias mudangas antropicas do ambiente, que anteriormente fora
cercado de manguezal (CUTRIM et al., 2019a). Esta laguna ¢ um ambiente que vem
sofrendo, desde a década de 70, intensos processos de eutrofizagdo antrdpica. Onde a
urbaniza¢do da area, que modificou o sistema natural de drenagem, agravada pela
ocupacgdo desordenada das areas de mangues, e com as construg¢des de grandes avenidas

e dos conjuntos habitacionais, tem contribuido para o aumento dessas pressoes

antropogénicas que causam episodios de floragdes de microalgas e cianobactérias neste

ambiente (SANTOS et al., 2014, CUTRIM et al., 2019b).

Fig. 1. Laguna da Jansen no municipio de Sao Luis-MA. Fonte: Google Earth.

A laguna da Jansen ¢ um ambiente costeiro de aguas salinas que foi construido
apos sucessivas mudangas antropicas, o que foi diminuindo sua extensa cobertura de
manguezais. A constru¢do de uma via urbana situada acima do nivel do mar alterou a
drenagem local ocasionando o represamento da agua marinha e formacdo da laguna,
devido a uma interceptagdo na conexdo dos igarapés Ana Jansen e Jaracati com o mar.

Possui uma extensdo de 140 hectares e uma profundidade média de 1,5 metro e ainda ¢
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cercada ao leste por uma floresta de mangue (CUTRIM et al., 2019a; SANTOS et al.,
2014).

A laguna mantém uma conexdo com o mar através de uma entrada restrita, onde
o fluxo de 4gua entre a laguna e a baia de Sdo Marcos ¢ conectado por duas entradas (ou
saidas), onde a agua do mar flui para a laguna a partir do lado sudoeste através de um
canal. A salinidade méaxima da laguna varia em média de 28,34 no periodo seco e 24,35
no periodo chuvoso (CUTRIM et al., 2019b).

O entorno da laguna ¢ altamente urbanizado, possuindo varios estabelecimentos
comerciais ¢ condominios residenciais, com 45 pontos de lancamento direto de esgoto,
de acordo com levantamento feito pela SEMA (2018). Esse langamento de esgoto in
natura concede caracteristicas eutrdficas a lagoa.

A laguna da Jansen, por estar situada proximo a baia de Sdo Marcos, sofre
influéncia direta do sistema de macromarés semidiurnas, com amplitudes que podem
ultrapassar 7 metros. A troca de 4gua na area ocorre somente nas mar¢s de sizigia quando
o nivel da maré ultrapassa o piso da galeria, pois a movimentacao do fluxo hidraulico pela
acdo das marés ficou restrito aos periodos de fases ascendentes e descendentes da
preamar, proximo de seu limite maximo, e na estagdo chuvosa, quando o grande aporte
de agua doce garante o fluxo em direcdo ao mar (MASULLO et al., 2009).

Os dados climatolégicos de pluviosidade obtidos no site do INMET,
demonstraram que os anos de 2018 e 2019 superaram a média historica de 30 anos
(2199,9 mm), apresentando média anual de 2330.8 mm e 2753,1 mm respectivamente
(Fig. 2). Revelando também um ciclo sazonal anual bem definido, com chuvas
concentradas nos meses de janeiro a julho, e estiagem nos meses de agosto a dezembro,

sendo que em dezembro de 2018 choveu um volume trés vezes maior que o esperado
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(209,8 mm), devido a esta condi¢cdo considerou-se 0 més de dezembro de 2018 como
transi¢ao entre os periodos de estiagem e chuvoso.

As consequéncias dessas floragdes algais ainda tem sido pouco explorada nos
trabalhos desenvolvidos nesta area, tendo os mesmos se concentrado na analise da
comunidade fitoplanctonica, assim como os efeitos nocivos ao ecossistema (CUTRIM et
al.,2019a; CUTRIM etal., 2019b). Com o crescimento populacional, aumenta a producao
de residuos que sdo langados nesses ambientes, gerando grandes quantidades de
nutrientes, principalmente o nitrogénio amoniacal e o fésforo. Quando as concentragdes
desses nutrientes aumentam, o fitoplancton acelera seu crescimento, podendo gerar
floragdes algais (PAERL et al., 2011; SANTOS et al., 2014; STEFFEN et al., 2014).

Estes nutrientes, que por um lado contribuem para a proliferacdo de algumas
espécies de cianobactérias, também podem atuar como inibidores do crescimento de
outras espécies do fitoplancton, em fun¢do de suas concentragdes na agua que podem
estar escassas ou elevadas em determinado momento pela biossintese de cianobactérias
fixadoras de nitrogénio e dos efeitos de competi¢do por recursos ambientais tais como a
intensidade luminosa e salinidade. Podendo levar assim a um desequilibrio na
comunidade fitoplanctonica (VALLINA et al., 2014).

Diante do exposto, torna-se fundamental verificar se as alteracdes do ambiente
da laguna, que tem fortes caracteristicas eutroficas, favorecem o crescimento de espécies
de cianobactérias potencialmente toxicas. Assim como identificar essas espécies por
marcadores filogenéticos e moleculares especificos para cianotoxinas, visando contribuir

para a prospeccao de toxinas e uma correta avaliagdo da qualidade e satide ambiental.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar a diversidade das cianobactérias e genes produtores de cianotoxinas
presentes na laguna da Jansen.

2.2 Especificos

Descrever a diversidade de cianobactérias na Laguna da Jansen;

Relacionar a influéncia da sazonalidade e outros fatores ambientais na
comunidade fotossintetizante da Laguna;

Cultivar e caracterizar as linhagens potencialmente toxicas de cianobactérias
utilizando marcadores morfoldgicos e moleculares;

Confirmar a presenca de agrupamentos génicos relacionados a cianotoxinas.
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RESUMO

A laguna da Jansen ¢ um ambiente artificialmente criado apds o represamento de uma
area de manguezal na cidade de Sao Luis-MA, Brasil. Neste estudo foi realizada a analise
fitoplanctonica e caracterizagdo morfo-molecular de cianobactérias potencialmente
toxicas, buscando relacionar as condigdes ambientais com maior influéncia sobre a
diversidade e ocorréncia de floragdes. Foram coletadas amostras em cinco pontos da
laguna durante os anos de 2018 e 2019 de maneira a representar diferentes regimes
pluviométricos. Aliquotas foram inoculadas em meio ASM-1, BG-11 e BG-11N (sem
nitrogénio) e também preservadas em formalina para analise do fitoplancton. As
linhagens potencialmente toxicas identificadas preliminarmente por chaves de
identificacdo morfologica, foram isoladas e identificadas por sequenciamento do gene
16S rRNA, sendo posteriormente testadas para deteccao de genes das vias biossintéticas
da anatoxina, cilimdropermopsina, nodularina, microcistina ¢ saxitoxina. Na andlise
fitoplanctonica foram identificadas 39 espécies de cianobactérias, com a presenca de 11
géneros de cianobactérias possivelmente toxicas (Anabaena, Anagnostidinema,
Calothrix, Geitlerinema, Microcystis, Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix,
Planktolyngbya, Scytonema e Westiellopsis), das quais foram obtidas sete cepas isoladas
pertencentes aos géneros Anabaena, Anagnostidinema, Microcystis, Oscillatoria e
Westiellopsis. ~ As caracteristicas fisico-quimicas observadas durante este estudo,
revelaram aspectos tipicos de um ambiente altamente eutrofizado, com excesso de
compostos nitrogenados, principalmente a amonia, que podem ter favorecido a maior
ocorréncia de floragdes e espécies toxicas. As principais variaveis ambientais preditivas,
selecionadas através do modelo de regressdo linear multipla (GLM) e dos graficos de

dispersdo, evidenciaram o aumento da temperatura da agua e da salinidade para explicar
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a varia¢do da densidade das Unidades Taxondmicas Operacionais (OTU). A distribuicao
das OTUs 1 e 2, correlacionaram-se com essas varidveis principais e a distribuicdo da
OTU 3 teve maior correlagdo com as concentragdes mais elevadas de nitrogénio total.
Esta ¢ a primeira descri¢do de ocorréncia do género Westiellopsis nessa regido, na qual
foi detectada a presenga dos genes mcyA e mcyE relacionados a producao de microcistina
nessa linhagem. Os resultados confirmam a presenga de linhagens toxigénicas de
cianobactérias ¢ indicam a necessidade de um monitoramento continuo mais detalhado
da laguna, haja vista sua importancia para a saide ambiental, bem como do ponto de vista
sociocultural para a regido.

Palavras-chaves: Cianobactérias, Floragdes toxicas, laguna costeira, Vias biossintétivas,

Westiellopsis prolifica.

1 Introducao

As lagunas costeiras sdo ecossistemas estuarinos que apresentam grande
importancia em fungdo dos servigos proporcionados, entre os quais: lazer, controle de
inundagdes, receptacao de esgoto doméstico e rejeito industrial, beleza cénica e harmonia
paisagistica (Pérez-Ruzafa et al., 2011; Garcia et al., 2017). Por serem ambientes
dindmicos e de uso multiplo, sofrem frequentes perturbagdes e flutuacdes ambientais
(Chapman, 2012; Cutrim et al., 2019a), além de serem alvo da urbanizagdo, que vem
acontecendo de forma acelerada (Brito et al., 2012; Cotovicz Junior et al., 2013; Christia
et al., 2014).

As comunidades microbianas que habitam os sistemas de transi¢do aquatica
receberam relativamente pouca aten¢ao no passado (Bazin et al., 2014). A maioria das
investigacoes foi baseada em abordagens morfologicas e realizada em estudrios
conhecidos e vastos do mundo, concentrando-se geralmente nas grandes fragdes
fitoplanctonicas (Muylaert et al., 2009) ou restritas a uma parte especifica do estuario
(Lionard et al. 2008). Até o momento, foram realizadas poucas pesquisas de diversidade
usando técnicas moleculares no fitoplancton e em outros protistas que habitam rios ou
zonas de transicdo de dgua doce-marinha, exceto por alguns estudos recentes restritos a
um Unico ponto e seguindo a dindmica temporal (Herfort et al., 2011; Xiao et al., 2014;
Bazin et al., 2014; Moreno-Pino et al., 2018; Tragin et al., 2018).

Em ambientes lagunares, os eventos de floragdes algais sdo frequentes (Santos et

al., 2014; Paerl et al., 2011; Steffen et al., 2014), ocorrendo sob condi¢des de temperaturas



30

acima de 20°C, pH alcalino e excesso de nutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo)
oriundos de esgotos urbanos, efluentes de atividades agropastoris e industriais (Zhang et
al., 2018). Nessas condi¢des, as cianobactérias tornam-se a parcela dominante do
crescimento do fitoplancton por apresentarem rapido crescimento e adaptagdo a
ambientes eutroficos (Paerl e Otten, 2013). As floragcdes de cianobactérias tendem a
serem intensificadas neste século devido ao processo de aquecimento global que causa o
aumento da temperatura média do ar e da 4gua em ecossistemas aquaticos (Burford et al.,
2020; Gobler, 2020; Griffith ¢ Gobler, 2020).

Floragdes de cianobactérias sdo muito prejudiciais ao ambiente, uma vez que,
esses microrganismos sdo capazes de produzir uma grande variedade de metabolitos
secundarios bioativos (Bullerjahn et al., 2016; Harke et al., 2016), sendo que os
compostos mais conhecidos sdo relacionados aos efeitos toxicos a biota (He et al., 2016;
Wall et al., 2014). Em ambientes de 4dguas fluviais os procariontes sdo os principais
microrganismos que estdo envolvidos em eventos de proliferacdo toxica, também
conhecidos como CyanoHABs (Rou¢ et al., 2018). Essa prolifera¢do de cianobactérias
nocivas (CyanoHABs) ¢ descrita como biomassa toxica e irritante, que vem aumentado
no mundo inteiro devido a eutrofizagdo das dguas e a intensificagdo nas condi¢cdes de
mudanca climatica (Philps et al., 2012; Visser et al., 2016).

Durante as floragdes é frequente encontrar géneros que produzem cianotoxinas,
cuja classificacdo € realizada de acordo com os 6rgdos-alvo: hepatotoxinas, neurotoxinas
e dermatotoxinas (Merel et al., 2013; Stumphf et al., 2016). Entre essas cianotoxinas, as
microcistinas (MCs) promotoras de alteragdes histopatologicas sdo as mais comumente
encontradas em floragdes de cianobactérias e sdo consideradas um dos grupos mais
perigosos em todo o mundo (Pham e Utsumi, 2018; Bouaicha et. al., 2019). O interesse
nas MCs aumentou devido aos riscos ja bem conhecidos para animais, pesca, aquicultura,
e saude humana, através da exposi¢ao em aguas potaveis, ambientais e de lazer (Corbel e
Bouaicha, 2014; Puddick et al., 2014; Testai et al., 2016). A maioria das espécies toxicas
documentadas sdo espécies de agua fluviais, no entanto as cianobactérias em geral sdo
todas halotolerantes e podem se desenvolver em estudrios e dguas salgadas (Baxa et al.,
2010, Giannuzzi et al., 2012; Cutrim et al., 2019a).

A identificag@o de cianobactérias com base na morfologia (microscopia Optica),
para algumas espécies ainda ¢ pouco eficiente e bastante problemadtica, devido a
taxonomia complexa dos géneros que possuem flexibilidade fenotipica (Gkelis et al.,

2005; Xiao e Reynolds, 2018). Nesta situacdo encontra-se a familia Stigonematales que
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possui as espécies morfologicamente mais complexas, com até quatro tipos distintos de
células: células vegetativas; heterocistos, hormogonios e acinetos (Finsinger et al., 2008).
Possuem reprodugdo por tricomas multiseriados de ramificagdo verdadeira e se conhece
bem pouco da fisiologia desses organismos, em parte devido a falta de cepas que possam
servir de modelos para caracterizagdo das espécies (Pattnaik e Samad, 2018).

Para resolver essas dificuldades, tem-se adotado o uso de dados morfologicos,
ecofisiologicos, filogenéticos e moleculares em uma abordagem polifasica para melhor
identificacao das CyanoHABs (Komarek et al., 2014; Komarék, 2018). A atribuigcdo de
taxons a sequéncias génicas ainda ¢ um desafio nos métodos de classificagdo molecular
aplicado a amostras ambientais (Bazin et al., 2014; De Oliveira et al., 2019). Contundo,
tornou-se mais confidvel, rapido e efetivo o uso de abordagens moleculares, baseadas em
genes de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) envolvidos na biossintese de
cianotoxinas (Neilan et al., 2013; Legrand et al., 2016).

Neste estudo buscou-se compreender quais sdo as relagdes entre as condigdes
ambientais que favorecem o crescimento e floragdes de cianobactérias em uma laguna
costeira hipereutrofizada da regido Nordeste do Brasil. Os objetivos foram (i) realizar o
levantamento da diversidade de cianobactérias deste ambiente, (ii) verificar se as fortes
caracteristicas eutroficas contribuem para o crescimento de espécies potencialmente
toxicas, e (iii) realizar a prospeccdo de toxinas por meio do uso de marcadores
moleculares especificos para diferentes cianotoxinas, visando contribuir para uma correta

avaliagdo da qualidade ambiental desse local.
2 Materiais e métodos

2.1 Area de estudo e estratégia de amostragem

A laguna da Jansen fica situada na ilha de Sao Luis do Maranhao, sendo, pois,
resultado de sucessivas mudancas antrdpicas, que foram diminuindo a sua extensa
cobertura de manguezais. Possui uma extensao de 140 hectares e uma profundidade média
de 1,5 metro, mantém uma conexao com o mar através de um canal para entrada/saida do
fluxo de agua entre a laguna e a baia de Sdo Marcos (Cutrim et al., 2019a; Santos et al.,
2014).

Este ambiente esta classificado na secdo Il de 4guas salobras de acordo com a
Resolucdao n® 357/2005 CONAMA (2015) que estabelece os padrdes de qualidade da 4gua
no Brasil, baseados nos seus pardmetros organicos e inorganicos. Nos quais as condi¢des

de qualidade da agua ndo se encontram visivelmente preservadas, pois o entorno da
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laguna ¢ altamente urbanizado possuindo varios estabelecimentos comerciais ¢
condominios residenciais, com varios pontos de lancamento direto de esgoto. Esse
langamento de esgoto in natura concede as caracteristicas eutroficas a laguna.

As coletas foram realizadas na preamar em mar¢ de quadratura, em cinco pontos
da laguna, onde ja ¢ conhecida a maior ocorréncia de cianobactérias e floracdes algais
(L1, L2, L3, L4 e Ls), de acordo com os estudos de Cutrim et al. (2019a). Realizaram-se
coletas, no periodo de transi¢do (dezembro/2018), no chuvoso (maio/2019) e na estiagem
(outubro/2019). A disposi¢do dos pontos estd na Figura 1 e na Tabela S1 do material

suplementar.

Municipio de Sao Luis

Fente: Google Earth 2012
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1:8.000
Leganda Sistorna de Cocrdonadas Geografcas
Datum World Geodetic Systom - 1984
©  Pontos de Coleta Zona 235, M.G. 40°00°00"

Figura 1. Localizacdo da area de estudo e pontos de amostragens (L1-L5) na laguna da
Jansen, Maranhdo — Brasil. Seta = canal de entrada da agua marinha.

2.2 Caracterizacgao fisica e quimica

A andlise dos pardmetros fisicos e quimicos como temperatura da 4gua, pH,
salinidade e solidos totais dissolvidos (TDS), foram obtidos com o auxilio de uma sonda
multiparametros (Hanna-9878). A transparéncia da 4gua foi obtida usando o disco Secchi,
todos esses pardmetros foram analisados in situ.

Para a analise de nutrientes foi coletado um litro de 4gua na camada sub-
superficial (50 cm de profundidade) e realizada em laboratério a quantificagdo de DIN

(NH4*, NO2-, NO3"), DIP (PO4?) e fosforo total (TP) seguindo a metodologia descrita em
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APHA (2012). Fésforo total e os nitratos foram determinados utilizando a metodologia
descrita por Koroleff (1983).

Na determinagdo de nitrito usou-se o método de Strickland e Parsons (1972),
silicato e ortofosfato seguiu Grasshoff et al. (1983). O oxigénio dissolvido foi

determinado pelo método quimico de Winkler modificado por Golterman et al. (1978).

2.3 Identificacio morfolégica da comunidade de cianobactérias e indices ecolégicos

Para as primeiras observacdes da comunidade de cianobactérias foram coletadas
amostras de 4gua em arrastos subsuperficiais na zona eufotica com rede de malha de 45
pum, fixadas com formalina a 4%. A identificacdo foi feita através da montagem de
laminas semipermanentes, utilizando bibliografias especificas e atuais como Komarék et
al. (2014), Malone et al. (2015), Vaz et al. (2015) e Guiry e Guiry (2019) para a
atualizagao taxonomica.

Para obten¢do da densidade de células (céls. L!), as amostras foram colocadas
para sedimentar por 24 horas, em camaras de sedimentagdo de 5 ml e coradas com rosa
de bengala (Throdnsen, 1978). As contagens foram feitas em microscopio invertido
ZEISS em aumento de 400x, seguindo a técnica de Utermohl (1958), contagem minima
de 100 campos sistematizados em cruz, calculando-se ao final o total de células existentes
em toda a camara de sedimentagdo, utilizando a formula de Villafane e Reid (1995).

A comunidade cianobacteriana foi analisada em termos de riqueza de espécies
(Margalef, 1958), diversidade (Shannon e Weaver, 1963) e uniformidade (Pielou,1966).
O indice de constancia foi expresso em porcentagem em trés categorias: constante (>

70%), acessoria (70 — 50%) e acidental (<50%), de acordo com Rezende et al. (2015).

2.4 Obtencao dos isolados, extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

As amostras de 4gua da laguna, para isolamento cianobacteriano, foram coletadas
em tubos falcons de 50 ml e mantidas em gelo até o processamento em laboratdrio. As
amostras foram homogeneizadas e inoculadas em trés meios de cultura diferentes numa
proporcao de 1:9: BG-11, BG-11 sem nitrogénio (BG-11S/N) e ASM-1 (Gorham et al.,
1964; Rippka et al., 1979). As culturas foram mantidas em uma camara de fotoperiodo a
28°C com exposicdo a luz (13h/11h; claro/escuro). Apos a triagem preliminar das
amostras enriquecidas, através da identificagdo morfologica das espécies, foram
selecionadas sete espécies (Anabaena circinales, Anagnostidinema amphibium,
Microcystis aeruginosa, Microcystis spi, Microcystis spa2, Oscillatoria limosa ¢

Westiellopsis prolifica) mais abundantes e descritas na literatura como produtoras de
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cianotoxinas para isolamento e caracterizacdo polifasica. Todas as linhagens isoladas
foram depositadas na colecdo do Grupo de Pesquisa em Biodiversidade, Bioprospecao e
Biotecnologia (GBBB) da Universidade Federal do Maranhéo.

Adotaram-se duas estratégias principais para isolar as cepas consideradas como
potencialmente toxicas: o método de Rippka et al. (1981) sendo adaptada neste trabalho
com dilui¢do seriada em placas de vinte e quatro cavidades (fundo chato), e a separacao
de tricomas individuais por micromanipulagdo (Waterbury, 2006). Neste Gltimo método
aplicou-se a modificagdo feita por De Oliveira et al., 2019.

O DNA genomico (gDNA) foi extraido com o kit Power Plant (MoBio, California,
EUA). A integridade e qualidade do DNA foi conferida através de gel de agarose 1% e
leitura em NanoDrop 1000. O DNA foi amplificado por PCR com o termociclador Veriti
96 well (gradiente). Para a amplificagdo parcial do 16S rRNA foi utilizado o Supermix
(Invitrogen, New Jersey, EUA), 0,6 uM dos iniciadores (Tabela 1), e 50 ng de DNA das
amostras.

As condi¢des de amplificacdo de fragmentos do gene 16S rRNA foram: (i) 5
minutos a 94 ° C; (ii) 1 mina 94 ° C, 60 ° C por Imin e 72 ° C por 1 min (35 ciclos); (ii1)
72 ° C por 10 min.

O potencial toxico foi testado nas sete cepas isoladas em culturas unialgais nao-
axénicas usando conjuntos de iniciadores envolvidos na producdo de anatoxina (anxC,
anaC-gen e anxgen?2), cilindrospermopsina (psM e pksM), microcistina (mcyA e HEP), e
saxitoxina (sxtA), conforme indicado na Tabela 1.

As condicdes de amplificacdo foram testadas de acordo com as referéncias,
ocorrendo a seguinte modificagdo na temperatura de ligacao do iniciador mcyA-cdl para
54°C.

Os produtos de PCR foram examinados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
¢ purificados com o kit de purificagdo Illustra GFX™ PCR e Gel (GE Healthcare, Reino
Unido) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os produtos purificados foram
sequenciados unidirecionalmente por sequenciamento do tipo Sanger em um prestador de

servico (ACTGene/RS).

Tabela 1. Iniciadores utilizados para amplificagdo do gene 16S rRNA e dos genes
relacionados a producdo de cianotoxinas
Gene Iniciador Sequéncia Amplicon Fonte

S »n CYAI106 F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA
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675pb (Niibel et
CYA781 R GACTACWGGGGTATCTAATCCCWT
al., 1997)
anxC F TGAGGGAACAAGTGAGTT (Rantala-
81300 Ylinen et al.,
anxC R ATCATCTCCGATCCCAATCC P 2011)
g
= anaC-gen F TCTGGTATTCAGTCCCCTCTAT
£ (Legrand et
(=3
;é‘ anaC-gen R CCCAATAGCCTGTCATCAA 366pb al., 2016)
anxgen2 F ATGGTCAGAGGTTTTACAAG (Legrand et
anxgen2 R CGACTCTTAATCATGCGATC 861pb al., 2016)
E pks M4 GAAGCTCTGGAATCCGGTAA (Vassas et
[="
] pks M5 AATCCTTACGGGATCCGGTGC 422pb al, 2013)
E
-5
[=7
£ psM13 GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC (Lopes et
=
= psM14 GATGGAACATCGCTCACTGGTG 597pb al., 2012)
meyA-cdl F AAAATTAAAAGCCGTATCAAA (Fastner et
[}
g meyA-cdl R AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT 297pb al., 2003)
8
£ HEP F TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC (Jungblute
= Neilan,
HEP R AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT 472pb 2006)
= sxtA F GATGACGGAGTATTTGAAGC (Al-
:i:’ sxtA R 125pb Tebrineh et
F CTGCATCTTCTGGACGGTAA al., 2010)

2.5 Identificacio molecular e construcio de arvores filogenéticas e génicas

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a qualidade no programa BioEdit
(Hall, 2011), tendo sido eliminadas as regides com baixa qualidade de sequenciamento.
Apos a edicdo as sequéncias foram submetidas ao banco de dados do GenBank utilizando

a ferramenta BLASTN (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para identificacdo por

homologia, ¢ obtencdo das sequéncias mais proximas visando a construcdo de arvores
filogenéticas e génicas. As sequéncias das amostras da laguna foram alinhadas com
sequéncias obtidas no GenBank utilizando a ferramenta ClustalW (Thompson et al.,
1994) e os alinhamentos editados manualmente no programa BioEdit (Hall, 2011).

As arvores filogenéticas e génicas foram inferidas usando o método de
Aproximagdo de Vizinhos (AV) com 1000 réplicas de bootstraps e as distancias

evolutivas foram calculadas utilizando os métodos de Kimura-2-parametros no software
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MEGA X (Saitou e Nei, 1987; Kimura, 1987; Kumar et al. 2018). Todas as posi¢des que
continham lacunas e dados ausentes foram eliminadas, e todas as sequéncias desse estudo

foram depositadas no GenBank.

2.7 Anailise estatistica

Para analise estatistica dos dados ambientais e bioldgicos, foram realizadas
andlises individuais de varidncia ANOVA One — Way (paramétrico) e Kruskal Wallis
(n2o paramétrico), a fim de verificar diferencas espaciais e sazonais das amostras com
nivel de significancia p<0,05. Para cada variavel foram testadas a normalidade (teste de
Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade das varidncias (teste de Levene) usando o
software SPSS (versao 24.0).

O modelo de regressao linear multipla (GLM), com sele¢do retroativa de variaveis
(usando p <0,05 como inclusao e/ou critério de rejeigdo), foi aplicada para explorar as
relacdes entre a comunidade das cianobactérias (cepas estudadas/ selecionadas para os
testes de toxicidade) citotoxicas, ¢ estas, foram identificadas de acordo com a unidade
taxondmica operacional (OTU) das ordens de cianobactérias e as varidveis ambientais,

utilizando software Statistic (8.0).
3 Resultados

3.1 Avaliacao Ambiental da laguna da Jansen
As principais caracteristicas fisicas e quimicas das aguas da laguna da Jansen
estdo resumidas na Tabela 2, com as diferengas significativas espacial e sazonal das

variaveis.

Tabela 2. Variacdo espacial (Esp.) e sazonal (Saz.) das varidveis ambientais e valores de
p (< 0,05) para os testes de Kruskal Wallis e Anova. * Kruskal Wallis. OD = Oxigénio
Dissolvido, MPS= Material Particulado em Suspensao, NO~= Nitrito, NO3= Nitrato,
NH*4=fon Aménio, NT= Nitrogénio total, NID= Nitrogénio inorganico Dissolvido, PID=
Fosforo inorganico dissolvido, PT= Fosforo total.

Periodo de Transicio Periodo Chuvoso Periodo de Estiagem  Valores de p

Variaveis
MED+DP MAX. MIN. MED+DP MAX. MIN. MED+DP MAX. MIN. Esp. Saz.
Salinidade - 22,6+2,1 25 20 8,88+0,36 9,3 8,5 30,7£0,09 30,81 30,6 0,98%* 0,002

Temperatura  °C 28,7£0,91 29,66 27,44 28,78+0,65 29,37 28,06 33,7£0,94 34,8 32,5 0,85* 0,009
OD mg L' 3.80+0,75 4,75 3,17 0974047 14 036 2,58+0,66 3,6 196  093* 0,004
pH - 8,2+0,20 857 8,03 7,56+0,55 7.9 6,6  7,94+0,09 8,1 7.9 0,79  0,001*

MPS mg L' 41,08£1423 642 292 18,8£2,9 21,2 14,4 82,52+40,95 1552 55,8 0,57 0,1*

Secchi cm  46,6+16,38 66 25 66+25,06 95 41 74+13.91 94 55 0,54 0,56
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NO, P‘m‘l’lL 0,22+0,04 0,28 0,18 0,12£0,08 0,20 0,022 0,12£0,02 0,14 0,10  0,74* 0,009
No,  MmOlL 36795 758 240 1,56:031 2,08 129 66383 2145 258 045% 0,02
NH,  MMOIL 1040065 205 050 2306030 2,57 1,80 37,93:8381 18695 061 043 0,01

NT umol L 429 78489.6 521,16 314,12 289,85£95,8 449,77 214,17 466,90£75,3 556,86 378,38 032 0,04
NID  MMOLL 4704004 827 329  291%0,6 3,56 194 44,69+9195 20852 334 084 0,009
PID wmolL' 0361006 045 030 224:0,19 241 1,97 0,56£032 0873 022 094 0,004

PT um(])lL 27,19£3,59 30,02 20,98 11,68+£0,9 12,59 10,65 22,34+7,82 29,37 12,26 0,49 0,44*

Em relagdo a variacdo sazonal das varidveis fisico-quimicas da 4dgua, a salinidade
(30,7+0,09), a temperatura (33,7+0,94 °C) e o Secchi (74+13,91 cm) apresentaram
maiores valores durante o periodo de estiagem com diferengas significativas. A
concentragdo de oxigénio dissolvido (3,89+0,75 mg L!) registrou as maiores
concentracdes no periodo de transicdo com significativa diferenca sazonal. A distribuicao
espacial das varidveis ambientais para os pontos de coletas, ndo apresentou diferencas
significativas.

Quanto aos nutrientes, os compostos nitrogenados nitrato (6,63+8,3 pmol L),
amonia (37,93+83,81 pmol L), nitrogénio total (466,90+75,3umol L") ¢ o NID
(44,694+91,95 umol L) foram significativamente maiores na estiagem. Enquanto que,
nitrito (0,22+0,04 umol L) foi significativamente maior no periodo de transi¢do ¢ o PIN
(2,2440,19umol L!) no periodo chuvoso. Dentre estes, a amodnia contribuiu com 77,01%
sendo a fragdo mais representativa do NID. De acordo com a razdo de Redfield, o
nitrogénio foi o nutriente limitante em 87% das amostras, exceto pelo ponto L1 que no

periodo de transi¢do e estiagem apresentou como limitante o fosforo.

3.2 Diversidade, densidade e ecologia de Cianobactérias

A estrutura da comunidade de cianobactérias da laguna da Jansen foi
representada por 39 taxons distribuidos em 4 ordens: Nostocales (5), Chroococcales (12),
Oscillatoriales (11) e Synechococcales (11) e 18 géneros. Sazonalmente, tais ordens
ocorreram em todos os periodos de coleta, todavia, no periodo chuvoso foi observado
maior nimero de tdxons (32) em comparacao aos periodos de transi¢do (26) e estiagem
(25) (Tabela 3).

No periodo de transi¢do e no periodo chuvoso, Nostocales (52,7% ¢ 44,09%,

respectivamente) ¢ Synechococcales (22,92% ¢ 32,34%, respectivamente) foram os
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grupos mais dominantes, enquanto que na estiagem Oscillatoriales (30,56%) e Nostocales

(29,02%) foram os grupos mais representativos (Figura 2).
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Figura 2. Contribuicdo percentual dos grupos de cianobactérias considerando os periodos
de coleta na laguna da Jansen, S0 Luis — Maranhdo.

A densidade da comunidade de cianobactérias foi maior durante o periodo de
estiagem (4301 x10* cels. L'), onde as espécies Westiellopsis prolifica,
Anagnostidinema amphibium, Planktolyngbya limnetica, Aphanocapsa incerta,
Microcystis aeruginosa, Microcystis botrys, Chroococcus limneticus e Anabaena
circinales apresentaram maiores valores. (Tabela 3)

Vale ressaltar, que neste periodo foram observados eventos de floragdes em
todos os pontos de coleta, com a contribuicao de Westiellopsis prolifica e Planktolyngbya
limnetica, em L1, Aphanocapsa sp. e Westiellopsis prolifica em L2, Westiellopsis
prolifica e Geitlerinema sp. Em L3, Westiellopsis prolifica e Anagnostidinema
amphibium em L4, Aphanocapsa incerta e Westiellopsis prolifica em L5.

Dentre as espécies de cianobactérias identificadas, 46% foram consideradas
acidentais, 31% acessorias e 23% constantes. Em relagdo as espécies constantes,
destacam-se Anabaena circinales, Microcystis aeruginosa, Oscillatoria limosa e
Westiellopsis prolifica com ocorréncia maior que 50% (Tabela 3). De acordo com a
literatura especializada, estas espécies sdo consideradas potencialmente produtoras de
cianotoxinas (citotdxicas) e foram agrupados em Unidades TaxonOmica Operacionais

(OTUs), sendo posteriormente testadas para genotoxicidade.



Tabela 3. Contribuicdo da densidade de cianobactérias e o indice de Constancia durante
os periodos sazonais na laguna da Jansen, onde: IC — Indice de Constancia, CO —
Constante, ACE — Acessoria, ACI — Acidental.

Densidade (10* cel. L) - Densidade (10* cel. L) —
TAXONS Espacial Sazonal IC
L1 L2 L3 L4 L5  Transi¢gio Chuvoso Estiagem
Nostocales
Anabaena circinales - 53,42 48,61 23,10 50,06 7,70 28,40 139,10 CO
Calothrix brevissima 2,39 385 1444 433 - 11,07 14,44 - ACE
Calothrix fusca 2,41 0,96 20,70 16,37 6,26 13,00 13,00 20,70 ACE
Scytonema sp. - - 3,85 - - - 3,85 - ACI

Westiellopsis prolifica 199,74 145’9 139,10 143’5 146,84 13,47 124,70 631,01 CO
Aphanothece sp. 32,73 42,84 124,18 35,62 46,69 18,29 139,58 124,18 ACE
Asterocapsa sp. 0,96 - - - - - 0,96 - ACI

Chroococcus dispersus 20,70 69,79 86,16 32,73 4043 67,39 26,47 15595 ACE
Chroococcus limneticus 16991 39,47 30,32 52,95 97,71 38,99 91,45 259,91 CO

Chroococcus minimus 106,37 17,33 47,65 31,29 50,54 - 114,07 139,10 CO
Chroococcus turgidus 2,41 2,41 2,89 - 0,96 4,33 1,93 2,41 ACI
Chroococcus sp. 11,55 14,44 30,80 - - 56,80 - - ACE
Microcystis aeruginosa 7,22 98,67 15,40 ! 11’4 52,46 77,01 44,76 169,43 CcO
Microcystis botrys 0,96 72,20 0,96 0,96 63,53 1,93 0,96 135,73 ACE
Microcystis viridis - - 3,85 - 1,44 - 5,29 - ACI

Microcistys proctocystis 3,85 241 6,26 - 1,93 5,29 9,15 - ACE
- 17,33 5,29 - -

Microcrocis pulchella 17,33 5,29 ACI

Oscillatoriales
Anagnostidinema 18242 61,13 8231 28 o810 2118 3802 49769 CO
amphibium 5

Geitlerinema sp. 1,44 - 138,14 - - 1,44 - 138,14 ACI
Oscillatoria limosa 1,93 2,89 0,48 2,89 1,44 6,26 0,96 2,41 CcO
Oscillatoria perornata - - 2,41 - - - 0,48 1,93 ACI
Oscillatoria princeps - 241 289 144 096 3,85 1,44 2,41 ACI
Oscilatoria sp. 0,96 - - - 0,96 1,93 - - ACE
Phormidium tergestinum - 096 048 048 - - 1,44 0,48 ACI
Phormidium sp. 22,14 9,63 5,29 - - 1,44 0,48 35,14 ACE
Planktothrix agardhii - - 096 337 2,89 3,37 - 3,85 ACE
Planktothrix isothrix 0,96 - - - - - 0,96 - ACI
Planktolyngbya limnetica 195,90 13,00 131,88 44,76 79,90 38,51 38,51 388,43 CO

Synechococcales
Aphanocapsa incerta 128,99 62,09 82,31 - 142,47 - 170,39 24548 ACE
Aphanocapsa sp. 25,51 1692’6 76,05 63,05 23,10 61,61 50,06 238,74 ACE
Leptolyngbya faveolarum 2,41 1781 11,55 - - 2,41 - 29,36 ACI
Leptolyngbya sp. 95,78 14,92 37,54 33,69 43,380 18,29 78,46 128,99 CO
Merismopedia glauca 27,92 - - - - - 27,92 - ACI
Merismopedia tenuissima 38,02 - - - - - 38,02 - ACI
Pseudoanabaena galeata - 13,48 - - - - - 13,48 ACI
Rhabdoderma lineare - - 12,51 11,55 - 24,07 - - ACI
Synechococcus sp. - - 18,77 - 14,92 - 33,69 - ACI
Synechocystis aquatilis - - 3,85 - 4,81 3,85 4,81 - ACI
Synechocystis sp. 11,55 - - - - 11,55 - - ACI

A diversidade das espécies entre os pontos variou em média de 2,09+0,24 bits.

CélL.L"! para todos os periodos estudados, com valor minimo del,5 bits. Cé1.L"! no periodo
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de transi¢do ¢ maximo de 2,3 bits. CéLL! na estiagem. Assim foi considerada como

média diversidade de espécies. A riqueza obteve maior valor na transi¢do (2,7) e menor

na estiagem (1,1) indicando um ambiente de baixa riqueza de espécies. A equitabilidade

apresentou maior registro na estiagem (0,89) e menor na transi¢do (0,57), considerou-se

esta distribui¢ao relativamente uniforme e equitativa, pois acima de 0,5 e ao se aproximar

de 1 a comunidade tende a estar mais bem distribuida no ambiente (Figura 3).
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Figura 3. Varia¢do espacial dos valores de densidade do fitoplancton (céls. L),
diversidade (bits céls™") e indices de uniformidade e riqueza na laguna da Jansen.

3.4 Cepas isoladas

3.4.1 Morfologia e comportamento em cultura

Sete cepas potencialmente toxicas foram isoladas (Figura 4). Dentre elas, quatro

apresentam estrutura filamentosa, sendo duas destas filamentosas heterocitadas, e trés

cepas foram cocoides coloniais. A andlise morfologica permitiu a identificagdo das

mesmas como pertencente as ordens Chroococcales, Nostocales e Oscillatoriales (Tabela

4).

Tabela 4. Cianobactérias potencialmente tdxicas isoladas da laguna da Jansen.

Ordem Espécie Ponto de n° de acesso Cepa Cultura
amostragem
Microcystis aeruginosa L3 MT792731 GBBBIl  ASM-1
Chroococcales
Microcystis spi L3 MT792732 GBBBI2  ASM-1
Microcystis sp2 L2 MT792733 GBBBI3  ASM-1
Nostocalles ~ Anabaena circinalis L2 MT792730 GBBB10 BG-11 s/n
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Westiellopsis prolifica L2 MT792729 GBBBO09 BG-11 s/n
e Anagnostidinema L3 MT792734 OBBBI4  pi
Oscillatoriales amphibium
Oscillatoria limosa L3 MT792735 GBBBI15 BG-11

Figura 4. Espécies de cianobactérias isoladas para os testes de detec¢do de cianotoxinas.
A -Westiellopsis prolifica GBBB09; B — Anabaena circinales GBBB10; C — Microcystis
aeruginosa GBBB11; D — Microcystis sp1 GBBB12; E — Microcystis sp» GBBB13; F —
Anagnostidinema amphibium GBBB14; G — Oscillatoria limosa GBBB15
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Westiellopsis prolifica — Janet (1941) Komarek et al. (2014) (Figura 4A) - Cepa
GBBB09

Descricio: A cultura ¢ formada por biomassa colonial de filamentos de tom verde claro,
composta por tricomas flutuantes que possuem células arredondadas vegetativas e em
formato de barril, heterocitadas com disposicdo ordenada intercalar (12-18 células
vegetativas e um heterocisto), com pseudohormocistos (a) que sdo divisdes longitudinais
dos ramos e com ramificagdo do tipo T (b). As células sdo mais largas (7-9 um) do que
longas (5-7 pm) e com pigmentos dispersos visiveis em microscopia 0ptica, com acinetos

oblongos e de comprimento maior (10 — 15 pm).

Anabaena circinales — Rabenhorst (1863) (Figura 4B) - Cepa GBBB10

Descri¢ao: A cultura é formada por biomassa densa colonial de filamentos simples ou
pouco ramificados, com coloracdo verde escuro acastanhado, bainha difluente e
heterocistos intercalares (8-12 células vegetativas e um heterocisto), os acinetos em
formato arredondado e diametro celular muito maior (5-7 pm) do que os das demais

células. As células vegetativas sdo mais longas (4-7 pm) do que largas (4-6 um).

Microcystis aeruginosa — (Kiitzing) Kiitzing (1846) (Figura 4C) - Cepa GBBB11

Descri¢ao: Na cultura as colonias sao flutuantes, com disposigdo irregulares ou lobadas,
de tom verde azulado, células de formato redondo com didmetro celular de 3 a 4,7 pm,
com varios aerdtopos e mucilagem inconspicua, formando as vezes espagos vazios e

cobertos de mucilagem entre as colonias.

Microcystis sp1— (Kutzing) Lemmermann (1907) (Figura 4D) - Cepa GBBB12

Descri¢ao: Na cultura as colonias formam aglomerados flutuantes de tom verde escuro,
células de formato redondo com didmetro de 4 — 6,5 um e com aerdtopos visiveis. A
mucilagem ¢é conspicua formando grupos bem delimitados e sobrepostos em uma

biomassa densa.

Microcystis sp2— Kutzing (Lemmermann, 1907) (Figura 4E) - Cepa GBBB13
Descricdo: Na cultura as colonias sdo flutuantes de tom verde brilhante, células de
formato redondo com diametro de 6-7 pm e com aer6topos visiveis. A mucilagem nas

colonias ¢ conspicua formando grupos delimitados com células mais separadas.
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Anagnostidinema amphibium — (Agardh ex Gomont 1892) Strunecky et al. 2017 (Figura
4F) - Cepa GBBB14

Descri¢cdo: A cultura apresentou filamentos dispostos em biofilme verde escuro, com
muita mucilagem. Tricomas solitarios, longos e muito finos, com células subquadraticas
mais longas (7,2 — 8,2 um) do que largas (2,8 — 3,1 um), levemente curvos no apice e

moveis, com presenga de pequenos granulos dispersos em todo o conteudo celular.

Oscillatoria limosa — C.Agardh ex Gomont (1892).
(Figura 4G) - Cepa GBBB15
Descricao: A cultura apresentou filamentos disposto em biofilme flutuante de coloragao
verde claro. Os tricomas sao solitarios, longos, com células estreitas (2,4 — 2,9 um) e mais
largas (8,6 — 9,4 um), filamentos nao constritos, sem bainha e com célula apical levemente
atenuadas e curva. Os tricomas possuem acima de 50 células.

3.4.2 Identificacao molecular e filogenia

Os resultados de identificacao molecular por homologia de sequéncia com o banco
de dados do GenBank estdo disponiveis na Tabela S2 (material suplementar). As cepas
GBBBO09 (Westiellopsis prolifica), 10 (Nostoc ou Anabaena) e 11 (Microcystis
aeruginosa) apresentaram boa concordancia com a identificagdo morfolodgica, com altos
valores de cobertura e identidade. As cepas GBBBI12 ¢ 13 também apresentaram valores
altos tanto de identidade e cobertura, porém discordando da identificacdo morfologica. Ja
as cepas GBBB14 e 15 apresentaram valores de cobertura e/ou identidade abaixo do
necessario para fechar uma identificagdo molecular confiavel.

Para o marcador 16S rRNA a construgao da arvore pelo método de AV envolveu

41 sequéncias nucleotidicas e um total de 648 posi¢des no conjunto de dados final (Figura

5).
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@ Oscillatoria limosa GBBB15 (MT792735)

Uncultured cyanobacterium clone 5d/554d (EF160041.1)
Uncultured cyanobacterium clone H4s-26 (EF632956.1)
Phormidium sp. BDU 20391 (KU958135.1)

Leptolyngbya africana SABC021601 (KT740999.1)
Phormidium angustissimum SABC020801 (KT740997.1)
@ Microcystis sp. GBBB12

@ Microcystis sp. GBBB13

Synechococcus sp. KLNS04 (MG015898.1)
Synechococcus PCCE716 (AF216942.1)

Synechococcus lividus PCC 6715 (MF191713.1)
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Synechocystis sp PCC 6714

@ Microcystis aeruginosa GBBB11

Microcystis aeruginosa NHSB150821 (LC178837.1)
Synechocystis sp. SAG 45.90 (KM019995.1)
Microcystis sp. FACHB-1284 (KU645911.1)
Microcystis protocystis ACKU599 (MN472747.1)
Microcystis ichthyoblabe CHAB1414 (KJ818185.1)
Microcystis viridis CHAB4363 (KJ818179.1)
Fischerella muscicola NDUPC001 (JX876898.2)
Westiellopsis ramosa HPS (KY020124.1)

Fischerella sp. VBCCA052008 (MN447259.1)
Fischerella sp. CENA71 (MN551253.1)
Neowestiellopsis sp. KHW5 (MN656995.1)

@ Westiellopsis prolifica GBBB09

Westiellopsis prolifica SAG 16.93 (AJ544086.1)
Anabaena flos-aquae strain PCC 9302

Aliinostoc morphoplasticum strain NOS (NR 158066.1)
Aliinostoc sejongens ACKU 596 (MTO00691.1)
Nostocaceae bacterium CCM-UFV068 (MG563379.1)
Nostoc sp. CENA105 (EF088340.1)

Nostoc sp. NQAIF313 (KJ636965.1)

@ Anabaena circinalis GBBB10

Anabaena circinalis AUS-JR/BS/MS/NT-071 (KPO52638.1)
Oscillatoria nigro-viridis PCC 7112 (NC 019729.1)
Oscillatoria acuminata PCC 6304 (NC 019693.1)
Phormidium sp. PsrPRcm6 (KM438190.1)

@ Anagnostidinema amphibium GBBB14
Cyanobacterium GSP209-1 (JN166656.1)

Oscillatoria sp. 1F (KT892741.1)

Oscillatoria sancta PCC 7515 (NR 114511.1)

Figura 5. Arvore de Aproximagio de Vizinhos construida no MEGA X baseada no gene
16S rRNA de cianobactérias isoladas da laguna da Jansen (marcadas com ¢). Sequéncias
de cianobactérias obtidas do GenBank com indicagdao do seu numero de acesso entre
parénteses. Valores de bootstrap menores que 50% foram colapsados.

3.5 Prospeccio e identificacio molecular de genes de cianotoxinas

N3o foi possivel obter amplificagdo com os iniciadores pksM, psM, anxC, anaC-

gen, anxgen-2 e sxfA nas amostras testadas. O marcador mcyA que € o gene envolvido na

primeira etapa de producdo de microcistina, apresentou amplicon no tamanho esperado

(297pb) e foi detectado apenas na cepa Westiellopsis prolifica GBBB09.
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O HEP ¢ um iniciador desenhado para identificar as cianobactérias que tem o
dominio da aminotransferase do gene mcyE, compartilhado também com a via de
biossintese da nodularina. O mesmo apresentou amplificacdo positiva (472 pb) para a
amostra da cepa GBBBO09, reafirmando a via metabdlica da produ¢do de microcistina
nesse isolado.

Os resultados de identificagdo molecular por homologia de sequéncia com o
banco de dados do GenBank estdo disponiveis na Tab. S3 (material suplementar). Em
ambos os marcadores houve alta cobertura e identidade (>98%) com genes da via da
microcistina do género Fischerella. Este resultado pode ser explicado pelo fato de ndo
haver sequéncias dos genes mcyA e mcyE relacionadas ao género Westiellopsis
depositadas no GenBank para comparar com as nossas amostras.

Para a construgao das arvores génicas com os marcadores mcyA/mcyE a analise
envolveu 26/24 sequéncias nucleotidicas e um total de 245/425 posi¢des no conjunto de

dados final, respectivamente (Figura 6).
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A Westiellopsis prolifica GBBB09 mcyA
Fischerella sp. CENA161 (KX891213.1)

Fischerella sp. NIES-4106 (AP018299.1)

Nostoc sp. UK89lla (JQ771631.1)

Anabaena cf. flos-aquae NIVA-CYA83 (AJ515466.1)
Anabaena sp. 202A2 (AJ515465.1)

Anabaena sp. 66B (AJ515463.1)

Nostoc sp. 10-102-1 (AY566856.1)

Phormidium sp. CENA270 (JQ771632.1)
Phormidium sp. DVL1003c (JQ771633.1)
Anabaena aphanizomenoides RPAN6G8 (GQ466580.1)
Anabaena iyengarii RPAN6 (GQ466579.1)
Anabaena oscillaricides RPANE9 (GQ466581.1)
Anabaena spiroides RPAN50 (GQ466578.1)
Anabaena sp. A7 (GQ466582.1)

Anabaena laxa RPANS (FJ607652.1)

Microcystis aeruginosa NPLJ-4 (JQ771629.1)
Microcystis aeruginosa Stumbi2 (KX128911.1)
Microcystis sp. IZANCYAS (AJ515456.1)
Microcystis aeruginosa V-08 (JF799870.1)
Microcystis sp. GL280646 (AJ515455.1)
Microcystis sp. HUB 5.2.4 (AJ515451.1)

&l Microcystis sp. M124FF01 (FJ469467.1)
Microcystis sp. KR E (JN171761.1)

Microcystis cf. aeruginosa PCC7941 (AJ515460.1)
Microcystis cf. aeruginosa NIES-89 (AJ515459.1)
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A Westiellopsis prolifica GBBB09 mcyE

Fischerella sp. CENA161 (KX891213.1)

Fischerella sp. HPDP-5 (MF000780.1)

% Fischerella sp. NIES-4106 (AP018299.1)

Nostoc sp. 152 (KC699835.1)

74 o Nodularia spumigena strain NSOR10 (AY210783.2)
Nodularia spumigena UHCC 0039 (CP020114.1)

Nodularia spumigena CCY9414 (CP007203.2)

Nostoc sp. 65.1 (JF342715.1)

Nostoc sp. 1.3 (JF342713.1)

Nostoc sp. 73.1 (JF342710.1)

Nostoc sp. 62.1 (JF342714.1)

Nostoc sp. CENA543 (CP023278.1)

Nostoc sp. CENA543 (MF668122.1)

Uncultured Anabaena sp. clone Km 10-7 (JF739296.1)

Uncultured Anabaena sp. clone Km 10-9 (JF739298.1)

Uncultured Anabaena sp. clone BaKur10-3 (JF739285.1)

Uncultured Anabaena sp. clone BelSv10/08-8 (JF441235.1)

Uncultured Anabaena sp. clone BaT 10-1 (JF837306.1)

Uncultured Anabaena sp. clone BaT 10-14 (JF837311.1)

Uncultured Anabaena sp. clone BaT 10-13 (JF837310.1)

Anabaena sp. U-112/07-2 (KF219513.1)

Uncultured Anabaena sp. clone BaBarg10-2 (JF739287.1)

Uncultured Anabaena sp. clone BR (GQ366348.1)
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Figura 6. Arvores de diversidade génica mcyA (A) e meyE (B) construidas pelo método
de Aproxima¢do de Vizinhos (AV). Sequéncias de Westiellopsis prolifica GBBB09
isolada da laguna da Jansen (destacadas com []). Sequéncias de cianobactérias obtidas do
GenBank com indicagdo do seu nimero de acesso entre parénteses. Valores de bootstrap
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menores que 50% foram colapsados. Numeros de acessos mcyA (MT795720) e mcyE
(MT795721).

3.6 Interrelacio das Cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas e as
variaveis ambientais

As analises de modelos de regressdo linear multipla (GLMs), foram realizadas
para identificar as principais variaveis preditivas, em funcdo da densidade de cada
unidade taxondmica operacional (OTU), de cianobactérias potencialmente produtoras de
cianotoxinas (citotoxicas), das ordens: Nostocales (OTU 1), Chroococcales (OTU 2) e

Oscillatoriales (OTU 3) est4 resumida na Tabela 5.

Tabela 5. Relacdo das OTUs de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas e
variaveis ambientais. Temp = Temperatura, NO>= Nitrito, STD = Soélidos Totais
Dissolvidos, NOs= Nitrato, NT = Nitrogénio Total, PT = Fosforo Total, Nivel = p>0,05%,
p<0,01%**

Coeficiente ngigo Tolerancia t Valor de p

Densidade 0418500 0,074039  0,121515 _ 5,65240 0,002407%*

Temp. 0824610 0,107850  0,057268  7,64589 0,000609%*

Secchi 0195545  0,060855  0,179870 321328 0,023642*

oTvl  No- -0,404961 0081489  0,100314  -4,96955 0,004213%*
STD 0236071  0,058228  0,196466  4,05424 0,009784%*

Pluy 0476779 0,161050  0,025682  -2,96045 0,031503*

Temp. 302457 0639944 0010249 6,13269 0,008718**

NT 095607  0,169188  0,146637 565093 0,010970*

OTU 2 PT 120830 0,199933  0,105005  6,04351 0,009086**
NO- 1,19097 0249505 0067425 477333 0,017471%

Salinidade  -3,55929 0971471  0,004448  -3,66381 0,035151%

OTU 3 NT 0696863 0310681 0411393 224302 0,048754*

A partir dos GLMs, o modelo 1 demonstrou maior precisdo, com R? ajustado de
0,991, sendo a densidade das cianobactérias citotoxicas fortemente correlata com a
dominancia da OTU 1. Dentre as variaveis ambientais, a temperatura, STD e a
transparéncia da dgua foram as responsaveis pela alta dominancia da OTU 1 com uma
relagdo direta e altamente significativa, e inversamente com o nitrito confirmando sua
participagdo no processo de desnitrificacdo realizado por esta OTU.

J4 a densidade da OTU 2 (R? ajustado = 0,941) também revelou uma relagdo de
dependéncia com a temperatura da agua, porém menos significativo quando comparado
ao modelo 1. Além disso, o modelo 2 selecionou os compostos fosfatados (PT) e
nitrogenados (NT e NO~2) como variaveis explicativas. E por fim, no modelo 3, o nimero

de variaveis ambientais selecionadas como varidveis explicativas para a ocorréncia da



48

OTU 3 foi menor que os modelos anteriores com um R? ajustado de 0,444, selecionando
apenas o nitrogénio total como sua variavel preditiva.

Os graficos de dispersdo, plotados a partir das variaveis selecionadas pelos
GLMs (Figura 7), retomam que a densidade da comunidade citotdxica ¢ influenciada
pelas flutuagoes da temperatura da dgua e salinidade, evidenciando a formagao de dois
grupos de taxons condicionados por uma faixa de temperatura (ZX) e de salinidade (ZY).
Quando os valores dessas varidveis estiveram elevados na laguna, a maior densidade
celular foi registrada e consequentemente o crescimento dessa comunidade (Figura 7a).

Corroborando com o0 GLM, a OTU 1 foi considerada como principal contribuinte
da densidade citotoxica, formada por espécies que preferem temperaturas mais elevadas
(32 a 35°C), baixas concentragdes de STD (20 a 30 mg. L!), maior transparéncia da dgua
(50 2 90 cm) e na faixa de concentragdes de 0,10 a 0,20 umol. L' de nitrito (Figura 7b,c¢).

A Figura 7d indicou que a OTU 2 aumenta a sua densidade em uma faixa similar
de temperatura (33 a 35°C) quando comparada com a OTU 1. Em rela¢do ao PT, NO~ ¢
NT, ela ocorre em uma faixa ampla de distribuigdo sem preferéncias nutricionais (Figura
7d,e). A Figura 7f mostrou que 80% da densidade da OTU 3 ndo apresenta a temperatura
como um fator condicionante para a sua distribui¢dao, possuindo melhor afinidade com

concentragdes de nitrogénio total na faixa de 300 a 550 umol. L.
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Figura 7. Grafico de dispersao tridimensional da densidade cianotoxica e de Unidades
Taxonomicas Operacionais (OTU1, 2 e 3) com as varidveis ambientais selecionadas pelos

GLMs.

4 Discussao

4.1 Relagao das variaveis ambientais e a diversidade de cianobactérias toxigénicas

A laguna da Jansen ¢ um ambiente com vérias fontes de estresse antropogénicos,

onde o crescimento populacional foi intensificando os graves problemas ambientais que

acontecem no entorno, principalmente o lancamento de esgoto doméstico, acarretando

prejuizos como a eutrofizagdo deste ambiente (Cutrim et al., 2019a; Cutrim et al., 2019b).
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As caracteristicas fisicas e quimicas observadas na laguna durante este estudo
variaram significativamente de forma sazonal e revelaram aspectos que sdo tipicos de
aguas salobras e de um ambiente altamente eutrofizado. Demonstrados pelos altos niveis
de material particulado em suspensdo (MPS), elevadas temperaturas, baixa profundidade
de Secchi, baixa taxa de oxigénio dissolvido e pH alcalino, assim como observado em
outras lagunas costeiras estuarinas (Coutinho et al., 2012; Coelho et al., 2015).

De acordo com (Beversdorfet al., 2013; Knoche et al., 2017) o nitrito ¢ utilizado
no metabolismo de alguns grupos de cianobactérias, entre esses, Nostocales. Na laguna
da Jansen, as andlises de GLM demonstraram que a OTU 1 (Nostocales) relacionou-se
negativamente com o nitrito, permitindo inferir que esse nutriente pode ser utilizado por
esse grupo de cianobactéria no seu metabolismo. Em relacdo a salinidade, Ma et al.
(2014), demonstraram que as Chroococcales apresentam preferéncia por baixas
salinidades, o mesmo verificado na laguna da Jansen com a OTU 2, composta pelas
espécies de Microcystis. Sabe-se que salinidade interfere na formagdo da bainha
mucilaginosa, condicionando assim essa preferéncia das Chroococcales por ambientes
fluviais (Kruk e Segura, 2012).

Em condigdes de temperaturas mais elevadas, as cianobactérias citotoxicas da
OTU 1 e OTU 2 demonstraram, pelos graficos de dispersao (Figura 7a, b,c,d), que sdo os
grupos mais facilmente adaptados a este cenario no ambiente lagunar, e dessa forma tem
contribuido significativamente para a aumento da densidade cianobacteriana,
principalmente na estiagem. Enquanto a OTU 3(Figura 7f) tem maior afinidade com as
concentracdes mais elevadas de nitrogénio total. Em relacao a estas condi¢des, Gobler et
al. (2016), revelaram que em temperaturas elevadas e principalmente excessos de
nutrientes nitrogenados as cianobactérias toxicas dominam sobre o fitoplancton e sobre
as cepas que ndo produzem toxinas devido a adaptacdo rapida a ambientes eutroficos.

Como estabelece a Resolugdo CONAMA n° 357/2005 (2015) os valores de
compostos inorganicos mensurados nesse estudo (nitrito, nitrato, amonia, nitrogénio total
e fosforo total) estdo todos acima dos limites aceitaveis para a classe II, na qual esta
enquadrada a laguna, independente do periodo sazonal situado. Isto tem evidenciado que
apesar do fechamento de alguns pontos de langamento de esgotos, as aguas deste
ambiente ndo estdo adequadas para praticas de lazer ou de pesca, e tais atividades foram
observadas em todas as coletas deste estudo.

Das 39 espécies identificadas neste trabalho, 30 foram citadas pela primeira vez

quando comparada ao trabalho de Cutrim et al. (2019a). Dessas, foi registrada a co-
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ocorréncia de 11 géneros de cianobactérias possivelmente tdxicas neste ambiente
(Anabaena, Anagnostidinema, Calothrix, Geitlerinema, Microcystis, Oscillatoria,
Phormidium, Planktothrix, Planktolyngbya, Scytonema e Westiellopsis, de acordo com
Bukowska et al. (2017), Buratti et al. (2017). A respeito disso Metcalf e Codd (2020)
apontaram que a co-ocorréncia  de géneros potencialmente produtores de toxinas em
ambientes aquaticos eutrofizados tem aumentado o risco de contaminacdo a muitas
espécies aquaticas.

Esta ¢ a primeira descri¢do de ocorréncia do género Westiellopsis para esse
ambiente, ¢ também ¢ a primeira vez que se demonstra a presenga de genes da via
metabolica de microcistina na regido da laguna. A espécie Westiellopsis prolifica obteve
densidade representativa durante a analise quantitativa deste estudo, e foi considerada
constante neste ambiente demostrando ser bem adaptada ao mesmo. Vale ressaltar, que
essa espécie ¢ tipica de ambientes dulcicolas e dguas limpas (Finsinger et al., 2008),
porém a qualidade da 4gua da laguna da Jansen € enquadrada como hipereutrofica (Cutrim
et al., 2019a) com presenga marcante de lancamentos de esgotos domésticos na area do
entorno. De acordo com Abed et. al (2013), essa espécie € capaz de crescer em aguas de
esgotos podendo usar varias substincias organicas para o seu metabolismo, entre esses, o
nitrito que ¢ considerado como uma forma téxica no ambiente (Flores et al., 2005; Knoche
etal.,2017), transformando-o em amoénia ou nitrato, o que justifica as altas concentragdes
destes componentes durante todos os periodos sazonais estudados.

De acordo com a ultima atualizacdo dos taxons de cianobactérias descritos no
trabalho de Komarek et al. (2018) esta espécie encontrada em densidade alta durante os
episddios de floracdo, pertence a ordem Nostocales e de familia ja conhecida
(Hapalosiphonaceae) por apresentar tdxons produtores de varios tipos de toxinas (Belykh
etal., 2011; Cirés et al., 2014).

Os estudos moleculares s3o ferramentas suplementares de alta sensibilidade na
identificacdo morfoldgica dos procariontes clorofilados (Li et al., 2019), no qual, o uso
da analise do gene 16S rRNA das sete amostras isoladas permitiu a confirmagao das cepas
GBBBO09 (Westiellopsis prolifica), GBBB10 (Anabaena circinalis), e GBBBI1
(Microcystis aeruginosa) e ainda revelou a presenca de tdxons cripticos nas cepas GBBB
12 (Microcystis sp1.), GBBB13 (Microcystis sp2.), e incerteza na classificagao nas cepas
GBBB14 (4nagnostidinema amphibium) e GBBB15 (Oscillatoria limosa).

O gene 16S rRNA ¢ utilizado como marcador genético universal para estudos

filogenéticos bacterianos, porém ¢ reconhecido na literatura que o mesmo apresenta baixa
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resolugdo para grupos proximamente relacionados ou que divergiram recentemente.
Nesses casos ¢ necessario utilizar outros marcadores como o operon da ficocianina, a
RNA polimera, a RuBisCO ou regides intergénicas como ITS (Dall’Agnol et al., 2012;
Rehakova et al., 2014). Em nosso estudo as cepas GBBB12 e 13 apresentaram resultados
discordantes da identificagao morfologica (Synechococcus x Microcystis), porém ambos
os géneros apresentam alta homologia nesse marcador. J& as cepas GBBB14 e a GBBB15
obtiveram baixa similaridade com sequéncias do banco de dados. Em ambos o0s casos sera
necessario analisar mais marcadores para poder inferir com seguranga sua identificagdo
molecular.

Presume-se que as cepas GBBB12 e GBBB13 sejam espécies bem proximas ou
irmas (Li et al., 2019), pois ambas agruparam em um cluster filogenético bem forte. Ja a
cepa GBBB14 supde-se que este tdxon seja uma espécie que tenha separado recentemente
do grupo das Oscillatorias e nao possua ainda dados registrados no GenBank, e a cepa
GBBBI15 pode ser uma espécie cuja identidade ainda é desconhecida no banco de dados,
portanto, considera-se como uma espécie que ainda precisa ser estudada e descrita.

Os taxons cripticos deste estudo foram identificados pela avaliagdo polifasica
das cepas baseadas nas suas caracteristicas morfoldgicas, ecofisiologicas e moleculares.
Por isso os estudos polifasicos desses organismos sdo bastante utilizados, e cada vez mais
demonstram sua importancia para o delineamento da espécie e para a caracterizagdo dos
mecanismos de adaptagdo das cianobactérias em seus diferentes habitats e nichos (Saber

etal., 2017).

4.2 Monitoramento da presenca de cianotoxinas por métodos moleculares

A partir dos resultados de PCR constatou-se que a linhagem GBBBO09
(Westielliopsis prolifica) apresentou genes relacionados a via metabolica da microcistina
com a presenc¢a de dois marcadores moleculares diferentes, um mais amplo (HEP) e outro
especifico (mcyA), ambos confirmados através dp sequenciamento das amostras e
construcdo da arvore de diversidade génica.

O género Westielliopsis é um género ainda pouco estudado, especialmente em
relacdo a detecgdo e produgdo de cianotoxinas. Os trabalhos de Abed et al. (2013) e Abed
et al. (2019) no Rio Tigre no Iraque foram os Unicos registros de deteccdo dos genes da
via biossintética da microcistina nesse grupo, ainda que apenas por amplificagao por PCR
e sem confirmacdo por sequenciamento. As sequéncias obtidas em nosso estudo

constituem o primeiro registro de sequéncia para essa via biossintética no género.



33

Consequentemente, a auséncia de registro da sequéncia génica, faz com que nao esteja
presente na lista de espécies toxigénicas brasileiras (Brasil, 2015). Apesar de ser descrita
como potencialmente toxica, W. prolifica também possui importancia
ecologica/biotecnoldgica sendo capaz de realizar atividades metabolicas de
bioacumulagdo e bioadsor¢do de metais pesados, por exemplo, com aplicacdo em
processos de biorremediacao (Kumar et al., 2015).

Ao contrario do que afirmam os estudos cianotoxicos de que as microcistinas
sdo principalmente encontradas em espécies do género Microcystis (Harke et al., 2016;
He et al., 2016; Roué et al., 2018), na laguna da Jansen, em nenhuma linhagem isolada
deste género foi detectado o gene de microcistina utilizando os marcadores listados. No
entanto, ndo podemos descartar a possibilidade dos isolados obtidos apresentarem alguma
mutagdo no sitio de ligacdo dos iniciadores (Kurmayer e Christisnsen, 2009). Portanto é
importante realizar um monitoramento permanente com uma gama maior de iniciadores
para as cianotixinas conhecidas (anatoxinas, cilimdropermopsinas, microcistinas,
saxitoxinas, etc).

A simples identificacdo de espécies potencialmente toxicas ou a deteccdo da
presenga dos genes das vias biossintéticas de cianotoxinas ndo significa que esteja
havendo a producdo efetiva das mesmas, ou que haja risco iminente (Capelli et al., 2018).
Isso ocorre devido a varios fatores entre os quais podemos citar: (i) nem todas as linhagens
de determinada espécie possuem as vias biossintéticas completas; (ii) as condi¢cdes de
expressdo génica dependem de fatores ambientais; e (iii) a concentragdo de células
efetivamente produtoras na comunidade podem ser baixa. Além disso, em situacdes
estaveis, como em culturas de laboratério, com auséncia de competi¢do algumas espécies
tendem a perder genes envolvidos nas vias biossintéticas de cianotoxinas (Beversdorf et.
al, 2015) ao longo das passagens de cultura. Dito isso, a maneira mais eficaz de se realizar
0 monitoramento ambiental ¢ através da quantificagdo da expressdo génica, seja através
da deteccio do mRNA (PCR quantitativo em tempo real) ou do produto final
(cromatografia liquida) (Kumayer et. al, 2015).

E importante ressaltar que a laguna da Jansen é um ecossistema eutrofizado que
apresenta floragdes frequentes de cianobactérias e onde a pesca de peixes e crusticeos
sao realizadas pela comunidade adjacente. E considerando que foram identificadas varias
linhagens pertencentes a espécies potencialmente tdxicas, sendo que em uma delas foi
detectado genes relacionados a microcistina, e que esta cianotoxina é bioacumuléavel e

biomagnificada em organismos aquaticos podendo chegar até os organismos terrestres
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através da teia trofica (Sant’Anna et. al, 2011). Faz se necessdrio implementar um
monitoramento regular utilizando ensaios moleculares (qQPCR) e quimicos desse

ecossistema para avaliar os riscos a saude publica e ao meio ambiente.
5 Conclusdes

Este trabalho analisou a diversidade de cianobactérias do fitoplancton aliando
técnicas liminologicas e de caracterizagdo morfologica e moleculares, de maneira a
avaliar a qualidade ambiental desse ambiente e o risco a saude da populagdo. Através de
uma abordagem polifasica foi possivel associar quais pardmetros fisico-quimicos estdo
associados aos grupos de maior relevancia toxigénica e também fornecer uma
caracterizacdo mais detalhada dos isolados. As maiores concentracdes de compostos
nitrogenados no periodo de estiagem, como amonia e nitrato, associados ao aumento da
temperatura e a salinidade, favoreceram as maiores densidades de Westiellopsis prolifica.
Esta espécie também foi considerada constante no ambiente e tendo sido confirmada a
sua toxigenicidade pela amplificagdo de genes mcyA ¢ mcyE da via da microcistina.
Podendo ser esta espécie uma das principais cianobactérias produtoras de ploriferagdes
toxicas (CyanoHABs) nas aguas salobras da laguna da Jansen. Por fim, os resultados
reforcam a urgéncia na ado¢do de medidas de saneamento e monitoramento visando a

qualidade ambiental e a seguranca da populagdo.
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Material Suplementar

Tabela S1. Localizacdo dos

L1

2°30°12°°S 44°18°04°W
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pontos de coleta na laguna da Jansen.

DESCRICAO

Area de frente & Avenida Maestro Jodo Nunes, sendo o local onde
se encontram as galerias de acesso que fazem a comunicacdo da
laguna com o ambiente marinho da baia de Sdo Marcos, permitindo
a entrada de agua salgada durante as marés altas e escoamento de
4gua oriunda da chuva e drenagem pluvial.

L2

2°30°07”°S 44°17°40°W

Segmento da orla da laguna voltada para a recreagdo com a
presenca de quadra de esportes e outras estruturas para lazer.
Possuindo ainda, prédios com finalidade comercial e residencial em

sua proximidade.

L3

2°29°40”°S 44°18°13°W

Parte da laguna que estd mais proxima de empreendimentos
comerciais, além de prédios residenciais e antigos bares. Com
pouca vegetacdo mangue.

L4

2°29°56°°S 44°18°23°W

Area com mais vegetagdo em seu entorno. Proximo de muitos
prédios empresariais e hotéis.

L5

2°30°03”°S 44°18°’18°W

Regido sul, margens com pouca vegetacdo do tipo mangue, bem
urbanizada, com a presenca de muitas residéncias e bastante lixo
nas encostas.
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Tabela S2. Identificacdo molecular das linhagens de cianobactérias potencialmente
toxicas da laguna por homologia de sequéncia

Linhagem BLASTnR - GenBank N°de acesso  Cobertura  Identidade
GBBB (%) (%)
Westiellopsis prolifica SAG 16.93 AJ544086.1 99 99.67
Hapalosiphon welwitschii UH 1C-52-3 KJ767019.1 99 98.84
09 Westiella intricata UH HT-29-1 KJ767016.1 99 98.84
Nostochopsis lobatus SULS-F1 KP792333.1 99 98.51
Hapalosiphon delicatulus ITAM M-266 AB093484.1 99 98.35
Fischerella sp. NK1-16 MK625314.1 99 98.03
Nostoc sp. NQAIF313 KJ636965.1 99 99.50
Nostocaceae bacterium CCM-UFV068 ~ MG563379.1 99 98.84
10 Nostoc sp. CENA105 EF088340.1 99 98.84
Anabaena circinalis AUS- KP052638.1 94 99.65
JR/BS/MS/NT-071
Aliinostoc morphoplasticum NOS KY403996.1 99 96.21
Microcystis aeruginosa NHSB150821 LC178837.1 99 99.67
Microcystis sp. FACHB-1284 KU645911.1 99 99.67
Microcystis protocystis ACKU599 MN472747.1 99 99.51
11 Microcystis ichthyoblabe CHAB1414 KJ818185.1 99 99.51
Microcystis viridis CHAB4363 KJ818179.1 99 99.51
Synechocystis sp. SAG 45.90 KMO019995.1 99 99.51
Westiellopsis prolifica SAG 16.93 KF481973.1 99 99.51
Synechococcus sp. KLNS04 MG015898.1 99 96.45
Synechococcus lividus PCC 6715 MF191713.1 100 95.67
12 Candidatus Synechococcus calcipolaris KJ566932.1 100 95.50
G9
Thermosynechococcus sp. NK55 CP006735.1 99 95.64
Synechococcus sp. KLNS04 MG015898.1 100 96.44
Synechococcus lividus PCC 6715 MF191713.1 99 95.79
13 Candidatus Synechococcus calcipolaris KJ566932.1 99 95.62
G9
Thermosynechococcus sp. NK55 CP006735.1 99 95.77
Phormidium sp. PstPRcm6 KM438190.1 94 97.78
Cyanobacterium GSP209-1 IN166656.1 83 98.92
14 Oscillatoria sp. 1F KT892741.1 87 99.44
Phormidium sp. LEGE 06072 HM217077.1 87 94.01
Oscillatoria acuminata PCC 6304 CP003607.1 87 93.98
Uncultured cyanobacterium clone EF160041.1 97 97.19
5d/554d
Filamentous cyanobacterium GSL035 GQ243430.1 99 93.21
Pseudanabaenaceae cyanobacterium MH918156.1 99 92.73
Lake-2 11
15 Phormidium sp. BDU 20391 KU958135.1 99 92.73
Halomicronema excentricum strain NR_114591.1 97 93.21
TFEP1
Halomicronema sp. SCyano39 DQ058860.1 97 93.03
Euryhalinema mangrovii AP9F MK402979.1 99 92.39
Leptolyngbya tenuis BDU 46241 KX452367.1 99 92.39
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Tabela S3. Identidade nucleotidica das sequéncias dos genes mcyA e mcyE da via
biossintética da microcistina detectados na linhagem Westiellopsis prolifica GBBB09

Gene BLASTn - NCBI N°de Cobertura Identidade
acesso (%) (%)
Fischerella sp. CENA161 biosynthetic gene KX891213.1 99 98.78
cluster
Fischerella sp. NIES-4106 plasmid plasmidl AP018299.1 99 94.31
DNA
Uncultured cyanobacterium clone 03LO-OS10  EF424371.1 99 77.82
McyA (mcyA)
mcyA
Anabaena laxa RPANS microcystin synthetase FJ607652.1 99 77.51
(mcyA) gene
Microcystis aeruginosa NPLJ-4 peptide JQ771629.1 99 77.02
synthetase (mcyA) gene
Microcystis smithii CHAB2183 McyA (McyA)  GQ496081.1 99 76.52
gene
Fischerella sp. HPDP-5 microcystin synthetase =~ MF000780.1 99 98.82
(mcyE) gene
Fischerella sp. CENA161 biosynthetic gene KX891213.1 99 97.88
cluster
Fischerella sp. NIES-4106 plasmid plasmidl AP018299.1 99 92.71
DNA
mcyE
Nodularia spumigena UHCC 0039 CP020114.1 99 88.24
Nostoc sp. 152 microcystin synthetase gene KC699835.1 99 88.24
cluster
Nostoc sp. 73.1 NdaF (ndaF) gene JF342710.1 99 88.24
Anabaena sp. U-112/07-5 microcystin synthetase KF219516.1 99 87.00
(mcyE) gene




