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RESUMO

Cianobactérias sdo organismos procariontes fotoautotroficos com ampla distribuicdo em
diversos ambientes aquaticos que durante as Gltimas décadas vém sendo reconhecidas como
uma poderosa fonte de lipideos e compostos bioativos. Apresentam grande variabilidade
morfologica que reflete as dificuldades nos estudos taxondmicos. O objetivo deste trabalho foi
identificar 22 isolados de cianobactérias provenientes de agua do mar e invertebrados
marinhos do litoral brasileiro. A metodologia utilizada neste estudo foi através de
classificacdo taxondmica tradicional e uma abordagem molecular, além de caracterizacdo com
relacdo a producdo de microcistinas, atividade antibacteriana e o perfil de &cidos graxos,
verificando sua viabilidade para a producdo de biomassa e uso biotecnoldgico. As analises
indicaram que a morfologia das células dos isolados de cianobactérias pertenceu aos géneros
Synechocystis, Synechococcus, Romeria e Planctolyngbya da ordem Synechococcales e aos
géneros Cyanothece e Phormidium da ordem Oscillatoriales. Somente 6 isolados analisados
por sequencias parciais do gene RNAr 16S que indicaram similaridade entre 98% e 100%
com o género Synechococcus, entretanto apenas 3 isolados analisados foram classificados
neste género na base das caracteristicas morfoldgicas. A producdo de microcistinas, avaliada
pela técnica de ELISA, foi observada em 5 isolados, pertencentes ao género Synechocystis,
enquanto o gene mcyB foi detectado em 12 isolados (Romeria, Synechocystis,
Synechococcus). Os extratos metandlicos e etanolicos de quatro isolados de cianobactérias
demonstraram inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus ou Pseudomonas
aeruginosa. O perfil de acidos graxos foi determinado em 8 isolados, dos quais a maioria
apresentou 0s seguintes acidos com o teor mais elevado: palmitico, linoléico e oléico. O perfil
de acidos graxos de um isolado de Romeria gracilis apresentou o teor mais alto de acido
palmitico (47,3%), enquanto dois isolados de Synechococcus nidulans apresentaram os acidos
oleico e linoleico. Dentre as cianobactérias analisadas, um isolado de Synechocystis aquatilis
apresentou a maior biomassa (1,646g/L) e alto teor de acidos linoléico e palmitico, além de
conter o acido linolénico. Este isolado ndo apresentou producdo de microcistina e gene mcyB,
mostrando assim um potencial para ser explorado em biotecnologia.

Palavras Chave: Cianobactérias. Perfil de A&cidos graxos. Taxonomia. Atividade
antibacteriana.
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ABSTRACT

Cyanobacteria are photoautotrophic prokaryotic organisms widely distributed in various aquatic
environments that over the past decades have been recognized as a powerful source of lipids and
bioactive compounds. They have great morphological variability reflecting the difficulties in
taxonomic studies. The aim of this study was to identify 22 strains of cyanobacteria isolated from
seawater and marine invertebrates of the Brazilian coast, using traditional taxonomic classification and
a molecular approach. This work aimed also to characterize the isolates with relation to the
microcystin production, antibacterial activity and fatty acid profile, verifying this way their feasibility
for the production of biomass and biotechnological use. According to the classification made on the
basis of cell morphology, the cyanobacteria strains belonged to the Synechocystis, Synechococcus,
Romeria and Planctolyngbya genera of Synechococcales order, and Cyanothece and Phormidium
genera of Oscillatoriales order. The results of the phylogenetic analysis of partial 16S rRNA gene
sequences of 6 strains indicated their similarity between 98% and 100% with the genus
Synechococcus, however, only 3 strains were identified as Synechococcus spp. on the base of cell
morphology. The production of microcystins, assessed by ELISA, was observed in 5 strains belonging
to the genus Synechocystis, whereas mcyB gene was detected in 12 strains (Romeria, Synechocystis,
Synechococcus). The methanolic and ethanolic extracts from four strains of cyanobacteria have
demonstrated growth inhibition of Staphylococcus aureus or Pseudomonas aeruginosa. The fatty acid
profile was determined in 8 strains and most of them showed higher content of the following acids:
palmitic, oleic and linoleic. The fatty acid profile of a Romeria gracilis strain showed the highest
content of palmitic acid (47.3%), while two Synechococcus nidulans strains showed oleic and
linoleic acids. Among the analyzed cyanobacteria, a Synechocystis aquatilis strain showed the highest
biomass (1,646g/L) and high content of linoleic and palmitic acids as well as linolenic acid. This strain
did not show production of microcystin and nor mcyB gene, thus showing a potential to be exploited in
biotechnology.

Keywords: Cyanobacteria. Fatty acid profile. Taxonomy. Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais de cianobactérias

Pertencentes ao grupo dos procariontes fotossintetizantes, as cianobactérias ou
cianoficeas datam de 3,5 bilhdes de anos atras, contribuindo largamente com o
enriquecimento do oxigénio atmosférico do planeta durante o periodo Pré-cambriano e estéo
amplamente distribuidas em quase todos os habitats, desde ambientes aquaticos marinhos ou
dulcicolas a ambientes terrestres, além de estarem associadas a outros organismos (PAERL e
PAUL, 2011).

A ampla distribuicdo desse grupo com cerca de 150 géneros e entre 2000 e 8000
espécies se deve as suas caracteristicas morfologicas e fisioldgicas, possuindo uma
impressionante capacidade adaptativa. Sua flexibilidade genémica é outra caracteristica que
as permite colonizar habitats bastante indspitos com condi¢fes extremas de temperatura, pH e
salinidade (KOMAREK, 2006; FRANCESCHINI et al., 2010; NABOUT et al., 2013).

Algumas espécies possuem afinidade a determinados habitats ou substratos como
relatado por Crispino (2007), que demonstrou que ordens como Chroococcales e
Oscillatoriales comportando-se como epifitas, além de outras espécies de cianobactérias se
apresentando como psamicas, localizadas nos gréos de areia do litoral do Estado de S&o
Paulo.

O’Neil et al. (2011) destacaram a diversidade de ambientes que habitam e o género
Synechococcus, uma cianobactéria cosmopolita que também ocorrem em mar aberto,
responsavel pela formacédo de floragcdes nocivas em muitos ecossistemas marinhos.

No Nordeste do Brasil, ainda hd poucos estudos relacionados a diversidade marinha
das cianobactérias. A maioria dos trabalhos envolvendo cianobactérias refere-se a ambientes
dulcicolas, devido a ocorréncia de florag6es de cianobactérias em todo o pais, que motivaram
o interesse pela identificacdo das espécies toxicas por abordagem molecular nas dltimas
décadas (BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2003; SOARES et al., 2013; BORGES et al., 2015).

Caires (2013) relata que apesar da grande extensdo do litoral do Brasil, este € um
ambiente ainda pobremente estudado, sendo necessaria a expansao das pesquisas sobre
biodiversidade de cianobactérias nos ambientes costeiros.

Com relacdo a estrutura das cianobacteérias, elas assemelham-se a de uma bactéria,

exibindo parede celular com camada mucilaginosa (bainha) externa, composta principalmente
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de polissacarideos fibrilares, sendo a maior quantidade de peptideoglicano (mureina),
caracterizando-as como bactérias Gram negativas. Apresenta cépsula ou envoltério
mucilaginoso, citoplasma, nucleoide, tilacoides, ribossomos, inclusdes de fosfato, proteinas e
lipideos, granulos de cianoficina, nas quais sdo encontrados os pigmentos fotossintetizantes
Van Den Hoek; Mann; Jahns, 1995 (apud CRISPINO, 2007).

Cianobactérias possuem pigmentos carotenoides, clorofila a e ficobiliproteinas como
ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina, organizados em complexos de pigmentos
absorvedores de energia conhecidos como ficobilissomas, localizados nas membranas dos
tilacoides e a cor verde-azulada caracteristica desse grupo é devido a presenca do pigmento
ficocianina ¢ (PARMAR et al., 2011).

Apesar da organizagao procariotica, as cianobactérias possuem um elaborado sistema
de membranas internas responsaveis pela cadeia de transporte de elétrons e fotossintese.
Possuem unicas substéncias de reserva, amido cianobacteriano e cianoficina (SINGH et al.,
2011). Realizam fotolise da agua utilizando fotossistemas | e II, porém, sob condicdes
anaerobias, sdo capazes de utilizar apenas o fotossistema | como as bactérias purpuras
(SINGH et al., 2011). Embora sejam fotoautotroficas, algumas espécies comportam-se como
heterotrdficas no escuro, consumindo glicose como fonte de carbono (SINGH et al., 2011).

As cianobactérias podem ser organismos unicelulares, coloniais ou filamentosos
(Franceschini et al., 2010). As cianobactérias unicelulares possuem formas que variam desde
arredondadas, elipticas até cilindrico-alongadas, fusiformes e piriformes (Figura 1).

Formas coloniais sdo constituidas de poucas ou centenas de celulas de formas
arredondadas, alongadas, tabulares, cubicas ou irregulares, revestidas com mucilagem
homogénea ou estratificada; opaca ou hialina; incolor ou amarelada, castanha ou avermelhada
(Figura 1) (FRANCESCHINI et al., 2010).

As cianobactérias filamentosas apresentam-se como uni ou multisseriadas com
presenca ou ndo de bainha mucilaginosa e com ou sem ramificacbes formadas a partir de
divisdo celular perpendicular ou paralela ao eixo maior do tricoma (termo utilizado para o
conjunto de células dispostas linearmente) e nunca sao flageladas (SANT’ANNA et al., 2006;
FRANCESCHINI et al., 2010).

Ainda sob o ponto de vista morfoldgico, formas filamentosas podem ser homocitadas,
quando ha apenas ocorréncia de células vegetativas, e heterocitadas, quando ha a ocorréncia
de células vegetativas e especializadas, como acinetos e heterocistos, cujo desenvolvimento
serve para a adaptacéo estrutural e enzimética das células (Figura 1) (FRANCESCHINI et al.,
2010; KUMAR; MELLA-HERRERA; GOLDEN, 2010). Os heterocistos sdo células
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especializadas, desenvolvidas em linhagens filamentosas para proteger a enzima nitrogenase.
Essa enzima, cuja funcdo é converter o gas nitrogénio da atmosfera em amodnia, seria
rapidamente e irreversivelmente destruida na presenca de oxigénio. Assim, com o auxilio
dessas celulas, é proporcionado a enzima um ambiente anaerdbio para a fixacdo de nitrogénio,
o0 qual é transferido para as células vegetativas (ADAMS, 2000). Acinetos, por sua vez, sdo
células diferenciadas em tamanho, constituindo uma estrutura com paredes espessas,
acumulando substancias de reserva e promovendo resisténcia as cianobactérias quanto ao
ressecamento e & dessecacio (BRANDAO; DOMINGOS, 2006).

Figura 1. llustracdo de diversidade morfoldgica das cianobactérias. a Synechocystis sp., b

Fontes: https://www.cs.us.es/~fran/students/julian/organisms/organisms.html.

http://ccala.butbn.cas.cz/en/oscillatoria-limosa-c-agardh-0
http://cfb.unh.edu/phycokey/Choices/Cyanobacteria/cyano_coloniessMERISMOPEDIA/Merismopedi
a_Ilmage_page.html#pic04.
http://cfb.unh.edu/phycokey/Choices/Cyanobacteria/cyano_filaments/cyano_unbranched_fil/u
ntapered_filaments/heterocysts/no_visible_sheath/ ANABAENA/Anabaena_Image_page.html
#pic08. Acesso em 20 de outubro de 2015.
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A reproducdo de cianobactérias se da de forma assexuada e qualquer célula colonial
pode dividir-se, e as novas células, quando afastadas, formam novas coldnias. Formas
coloniais e filamentosas apresentam varios tipos de fragmentacdo em seu talo. Grupos mais
complexos como cianobactérias cocoOides podem ainda se dividir por fissdo binéria
assimétrica e fissdo multipla (SIQUEIRA; OLIVEIRA-FILHO, 2005; JUNIOR, 2012).

1.2. Classificagdo das cianobactérias

H& dois codigos empregados para a classificacdo do grupo das cianobactérias: o
boténico e o bacteriologico, e a coexisténcia de dois cddigos para um mesmo grupo de
organismos causa problemas (PALINSKA; SUROSZ, 2014).

Em 1978, quando o Subcomité de Taxonomia de Bactérias Fototroficas submeteu ao
Comité Internacional de Sistematica Bacteriologica (CISB) uma proposta sobre a regéncia de
normas de nomenclatura cianobacteriana pelo Cddigo Internacional para Nomenclatura de
Bactérias, um conflito em potencial foi causado com a nomenclatura botanica, ja que
cianobactérias (cianofitas, algas verde-azuladas) estdo também denominadas sob o Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica (OREN, 2004).

Assim, em 1985 o Subcomité de Taxonomia de Bactérias Fototrdficas realizou um
seminario em Paris, objetivando trabalhar solucdes que tratassem de procedimentos e
problemas técnicos envolvidos na adesdo de cianobactérias sob o cddigo botanico, discutindo
provaveis problemas de nomenclatura que seriam levantados e como eles deveriam lidar com
a situacdo elaborando possiveis procedimentos para a validacdo de novos nomes, respeitando
ambos os codigos, mas apesar disso, quaisquer esforcos ndo tinham sido ainda oficialmente
criados (OREN, 2004).

As regras dos codigos botanico e bacterioldégico diferem bastante entre si
(PALINSKA; SUROSZ, 2014). Os botéanicos consideram a presenca de clorofila e a liberacdo
de O, fotossintético como elementos que caracterizam fisiologicamente as cianobactérias
como fotoautotroficas aerdbias, constituindo argumentos bastante significativos para a
inclusdo das mesmas no grupo das algas eucaridticas (GENUARIO, 2010).

Ja os microbiologistas incluem a organizacdo da estrutura celular, baseada em
microscopia eletronica e as analises bioquimicas da composicdo da parede celular e estrutura
dos ribossomos que revelam a natureza procaridtica de suas células, justificando o
posicionamento desse grupo junto as bactérias Gram negativas (STANIER, 1977; HOICZYK;
HANSEL, 2000; GENUARIO, 2010).
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Apesar dessas divergéncias, ambas as abordagens vém sendo empregadas na
sistematica de cianobactérias, de fato, sempre com necessidade de uma revisdo continua de
identificacdo das linhagens e pratica nomenclatural adequada associada tanto com os cddigos
bacterioldgicos e botanicos (KOMAREK, 2006).

Na classificacdo taxondmica moderna, 0s géneros de cianobactérias sdo considerados
um grupo monofilético abrangendo desde uma até muitas espécies, ou seja, um grupo que
inclui um ancestral comum (KOMAREK et al., 2014; FRANCESCHINI, 2010). Por isso, um
alto nivel de caracterizagdo taxonémica utilizando uma abordagem poliféasica é fundamental
para a definicdo dos géneros monofiléticos e também em nivel de espécie, incorporando
propriedades genotipicas e fenotipicas (KOMAREK et al., 2014; PALINSKA; SUROSZ,
2014).

Segundo Dvorak et al. (2015), a sistematica e taxonomia de cianobactérias tém sofrido
bastantes mudancas nas Ultimas décadas referentes ao nimero de ordens e 0s estudos de maior
compreensdo sobre classificacdo de cianobactérias na era moderna tem sido realizados pelos
autores Anagnostidis e Komarek (1985, 1988, 1990; KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1986,
1989), que empregam as abordagens bacterioldgica e boténica baseando-se na integracdo de
morfologia, fisiologia e ecologia de cianobactérias.

Porém esse sistema de classificacdo ainda vem sendo reavaliado e alterado
radicalmente em relacdo aos géneros de cianobactérias, necessitando de mais investigacéo
incluindo descricdo morfoldgica baseada em microscopia de luz e eletrdnica, analises
moleculares do gene RNAr 16S e outros marcadores como a regido ITS (Intergenic
Transcribed Spacer), além de dados bioquimicos e composicdo de acidos graxos da parede
celular (KOMAREK et al., 2014; DVORAK et al., 2015).

Segundo Janda e Abbot (2007), o uso de sequencias génicas referentes a regido RNAr
16S para estudar a filogenia e taxonomia bacteriana se deve a alguns fatores como: a sua
presenca, geralmente como maltiplos genes ou operons, em quase todas as bactérias, alta
conservacdo do gene de RNAr 16S, e por ultimo, o fato do gene de RNAr 16S (1500pb) ser
suficientemente grande para fins de informacéo.

A regido RNAr ITS 16S-23S (Internal Transcribed Spacer) é utilizada por muitos
estudos investigando o potencial desta sequéncia de RNA nos estudos filogenéticos de
cianobactérias (BOYER, FLETCHNER; JONHANSEN, 2000; ITEMAN et al, 2000;
CASTIGLIONI et al., 2004; RAJANIEMI et al., 2005; CHEN et al., 2006; PICCIN-
SANTOS; BRANDAO; BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2014).
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Moreira et al. (2013) em sua revisao sobre filogenia e biogeografia de cianobactérias
toxicas indica que a posicao taxondmica atual de alguns géneros deve ser revista e que 0s
estudos filogenéticos de cianobactérias sdo pouco desenvolvidos. Estes autores afirmam que é
necessaria uma revisao taxondmica de cianobactérias planctonicas de agua doce e do género
Nostoc com base na analise filogenética das sequéncias de genes RNAr 16S. Zapomélova et
al. 2012 (apud MOREIRA et al., 2013) observaram que os métodos moleculares podem
influenciar a formacdo de novos taxons através de sequenciamento do gene RNAr 16S e
analise filogenética dos taxons existentes. Por exemplo, estes autores propuseram
reclassificacdo das espécies Anabaena bergii, Aphanizomenon ovalisporum e Anabaena
tenericaulis para as espécies Chrysosporum bergii, Chrysosporum ovalisporum e
Dolichospermum tenericaule, respectivamente.

Segundo Robertson, Tezuka e Watanabe (2001), outras sequéncias tém sido utilizadas
alternativamente como marcadores moleculares em cianobactérias e, em particular, a regido
cpcBA-IGS do operon da ficocianina (PC) para identificar cianobactérias em estudos
filogenéticos.

Mazard et al. (2004) desenvolveram um primer oligonucleotideo para amplificacdo do
gene de DNAr 16S que reconhece especificamente as cianobactérias marinhas unicelulares
diazotroficas, o qual foi utilizado para avaliar a sua distribuicdo no Mar da Arabia. Alem
deste, alguns trabalhos utilizaram outras sequéncias de genes codificadores de proteinas
auxiliando as analises filogenéticas baseadas no gene RNAr 16S (EHRENREICH,
WATERBURY; WEBB, 2005; STEINDLER et al., 2005; GENUARIO et al., 2009; HASLER
et al., 2012).

1.3. Producéo de metabdlitos antimicrobianos por cianobactérias

Nas Gltimas décadas, cianobactérias vém recebendo atencdo em areas como ecologia,
bioguimica, fisiologia e também biologia molecular quanto a producdo de compostos
bioativos. Por estarem amplamente distribuidas em todos os ecossistemas do planeta e por
possuirem um enorme potencial para producdo de antibidticos e compostos
farmacologicamente ativos entre eles antibioticos (BOROWITZKA, 1995; CARDOZO et al.,
2007; AL-WATHNANI et al., 2012).

As cianobactérias sdo, globalmente, importantes produtoras primarias que podem
alterar componentes de seus habitats através dos produtos sintetizados, alterando as

densidades de competidores ou predadores ou a disponibilidade de nutrientes essenciais, tais
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como metais traco. Caracterizar a capacidade biosintética de diversas cianobactérias € crucial
para entender os impactos ecoldgicos desses organismos. Além disso, a prospec¢do do
subprodutos do metabolismo de cianobactérias pode resultar na descoberta de compostos com
aplicagdes industriais e biotecnolégicas (EHRENREICH, WATERBURY; WEBB, 2005).

Estudos relatam uma alta diversidade de compostos bioativos que apresentam
atividade antiprotozoaria, antiviral, antibacteriana, antifingica, antitumoral, citotoxica,
inibitéria de proteases e de canais de ion de célcio, como lipopeptideos, aminoacidos, &cidos
graxos, macrolideos, entres outros (SINGH et al., 2011; COSTA et al., 2012; VAZ, 2014).

Dentre esses estudos, Chu (2012) ressalta potenciais aplicacbes na medicina de
diversos peptideos lineares ou ciclicos e depsipeptideos, que funcionam como inibidores de
proteases no tratamento de doencas como AVC (Acidente vascular Cerebral), obstrucdo da
artéria coronaria e enfisema pulmonar. Ainda, o autor relata um novo componente,
cyanovirin-N, como um potente agente virucida contra HIV. Gunasekera et al. (2008)
relataram que cianobactérias do género Lyngbya produzem lipopeptideos com atividade
citotoxica e antimitotica.

Véarios metabolitos secundarios de cianobactérias possuem  propriedades
antimicrobianas. Em geral, os géneros filamentosos de cianobactérias possuem maior
potencial antimicrobiano do que os géneros unicelulares (MADHUMATHI et al., 2011;
REEHANA; AHAMED; THAJUDDIN, 2012).

Silambarasan e Abraham (2011) relataram atividade antibacteriana e antifingica dos
extratos hidrofobicos de cianobactérias filamentosas dos géneros Oscillatoria, Lyngbya e
Phormidium. Volk e Furkert (2006) descreveram atividades antibacteriana e antifingica de
exometabolitos excretados por duas espécies de cianobactérias (Nodularia harveyana e
Nostoc insulare).

Esses e outros trabalhos descreveram atividades antimicrobianas de cianobactérias
contra bactérias patogénicas e fungos resistentes a drogas sintéticas e antibioticos indicando
sua aplicacdo na industria farmacéutica, producao de pesticidas e biofertilizantes (BIONDI et
al., 2008; KIM, 2006).

1.4. Cianotoxinas
Toxinas produzidas por cianobactérias sdo chamadas de cianotoxinas e podem

prejudicar a saude tanto de humanos como de animais domésticos e selvagens, sejam de

origem aquatica ou terrestre, através do consumo ou contato com agua contaminada. Seus
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efeitos toxicolégicos abrangem neurotoxicidade, dermatotoxicidade, citotoxicidade e
hepatotoxicidade. Alguns desses efeitos sdo conhecidos ha vérias décadas, variando desde
intoxicacOes até a morte (METTING; PYNE, 1986). A classificacdo das cianotoxinas baseia-
se nesses efeitos e dividem-se de acordo com o seu alvo em mamiferos: hepatotdxicas (lesGes
hepaticas), neurotdxicas (danos nervosos) citotoxicas (lesbes celulares) e toxinas responsaveis
por reacOes alérgicas (dermatotoxinas) distribuidas entre varios géneros como Microcystis,
Anabaena, Cylidrospermopsis, Oscillatoria, Planktothrix e Aphanocapsa (CALIJURI,
ALVES; SANTOS, 2006).

Vérios estudos relataram a ocorréncia e ecotoxicologia de cianobactérias em
ambientes de &gua doce ao redor do mundo (FRAZAO; MARTINS E VASCONCELOS,
2010). Em contrapartida, os estudos relativos a ambientes marinhos n&o séo realizados com a
mesma dimensdo. Frazdo; Martins e Vasconcelos (2010) observaram a producédo de toxinas
por alguns isolados de cianobactérias marinhas isoladas do litoral de Portugal as quais foram
toxicas para camardes marinhos. Mazur-Marzec et al. (2013) relataram a contaminagédo de

moluscos e peixes no Mar Baltico por cianobactérias produtoras de cianotoxinas.

1.4.1 Neurotoxinas

As neurotoxinas sdo um grupo diverso de metabdlitos bioativos que variam em
estrutura quimica e mecanismos de acdo, produzindo efeitos bioldgicos distintos. Em geral,
estas toxinas demonstraram bloquear o influxo de so6dio por meio de membranas nervosas
excitaveis, impedindo assim a formacdo de potenciais de acdo (HEJAZI; WIJFFELS, 2004).
Ha duas classes de neurotoxinas: A saxitoxina €& responsavel por efeito paralisante,
blogueando canais de sddio nas células nervosas impedindo a progressao do potencial de acédo
para o funcionamento normal da célula, podendo causar fraqueza muscular e dificuldade
acentuada na respiracdo (OLIVEIRA et al., 2010; MOREIRA et al., 2013). A anatoxina-a €
um alcaloide relacionado com o tropano e age como bloqueador neuromuscular
despolarizante (BLAHA; BABICA; MARSALEK, 2009). Entre os géneros de cianobactérias
conhecidos pela producdo dessas classes de cianotoxinas estdo: Anabaena, Planktothrix,

Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Phormidium e Oscillatoria (FWR, 2014).

1.4.2 Dermatotoxinas

Dermatotoxinas sdo conhecidas como lyngbyatoxina-a e aplisiatoxina que agem como
potentes promotores tumorais, atuando através de potencializacdo da proteina quinase C
(PKC) (ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013). Outro tipo de dermatotoxina é o
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lipopolissacarideo (LPS) que consiste de um polissacarideo principal e outros secundérios,
entre eles cadeias longas de &cidos graxos e também &cidos graxos sem fosfato (ZANCHETT;
OLIVEIRA-FILHO, 2013). Entre os géneros de cianobactérias responsaveis pela producdo de
dermatotoxinas estdo Lyngbya, Planktothrix, Oscillatoria e Schizothrix (BLAHA; BABICA,;
MARSALEK, 2009; ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

1.4.3 Hepatotoxinas

As toxinas deste grupo sdo conhecidas como microcistinas, nodularinas e
cilindrospermopsinas. Seus 6rgaos-alvo primarios sao o figado, rins, pulmdes e coracao e sao
produzidas pelos géneros Cylindrospermopsis, Umezakia, Aphanizomenon, Raphidiopsis,
Anabaena e Lyngbya (ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013; FWR, 2014).

As microcistinas, mais comumente encontradas em floracdes de agua doce sao
moléculas de heptapeptideos ciclicos os quais podem levar a morte em algumas horas devido
a hemorragia no figado (CARNEIRO; LEITE, 2008).

A cilindrospermopsina € um alcal6ide guanidinico ciclico, cujo mecanismo de acao
estd relacionado a inibicdo de glutationa e sintese proteica, e inibicdo do citocromo P450
(FWR, 2014). A nodularina possui mecanismos de acdo idénticos ao da microcistina e apenas
dois géneros foram identificados pela sua producéo: Nodularia e Nostoc, (CHURRO; DIAS;
VALERIO, 2012; FWR, 2014).

1.5 Caracteristicas de microcistinas e sua biossintese

Microcistina é a hepatotoxina mais comumente estudada e encontrada em florac6es de
todo 0 mundo, produzida por varios géneros de cianobacteérias.

As espécies ja identificadas como produtoras dessas hepatotoxinas estdo incluidas em
diversos géneros como Microcystis, Anabaena, Nodularia, Oscillatoria, Nostoc,
Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Planktothrix, Anabaenopsis, Synechocystis e Lyngbya,
entre outros (SILVANIA, 2012; BORTOLI; PINTO, 2015).

No Brasil, a ocorréncia de floragdes de cianobactérias tdxicas tem sido relacionada
principalmente as espécies dos géneros Microcystis, Radiocystis, Cylindrospermopsis e
Anabaena (JARDIM, 2008).

O principal mecanismo de toxicidade da microcistina ocorre em nivel molecular, ela
inibe irreversivelmente as proteinas fosfatases 1 e 2A, que sdo enzimas reguladoras-chave na

catalisacdo da desfosforilacdo de serina/treonina em vérias fosfoproteinas. Essa inibicdo causa
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perda da integridade do citoesqueleto e subsequente citolise ou apoptose, principalmente dos
hepatdcitos. Apos exposicdo aguda, observam-se 0s sintomas: lesdo hepética grave, seguido
por choque hemodindmico, taquicardia, colapso, exagerada respiracdo abdominal, cianose,
convulsdes e por fim, ébito (SIQUEIRA; OLIVEIRA-FILHO, 2005).

A hepatotoxina microcistina € composta por sete aminoéacidos que formam uma
estrutura ciclica [Adda-D-Glu-Mdha-D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z-] dos quais Z e X séo L-
aminoacidos, D-MeAsp é D-eritro-p-acido metilaspartico, Mdha é N-metildehidroalanina e
Adda é 3-amino-9-metoxi-2, 6, 8-trimetil-10-fenildeca-4,6-4cido diendico (ROUHIAINEN et
al., 2004; CRESPIM, 2013). Ha mais de 200 variantes estruturais, devido a pequenas
modificacfes no anel peptidico, a partir das quais a nomenclatura de cada variante é realizada
atraves da identificacdo dos aminoacidos substituidos nas posicoes 2 e 4 do anel peptidico
ciclico e a variante mais comum, microcistina-LR, possui L-leucina (L) e L-arginina (R)
nessas respectivas posicdes (FWR, 2014).

Estirpes toxicas podem ser identificadas pela presenca de genes mcy (Figura 2), que
codificam as sintases de policetideo e sintetases de peptideos envolvidos na biossintese de
microcistina (DYBLE et al., 2008). Os genes mcy possuem peso molecular igual a 55 kb de
DNA e codifica seis grandes quadros de leitura aberta, mcyA-E e G, juntamente com outras
quatro pequenas ORFs (mcyF e H-J) localizadas no cromossomo (BITTENCOURT-
OLIVEIRA, 2003).

O gene mcyB € um dos genes correlacionados com essa biossintese e foi utilizado por
Ross, Santiago-Vazquez e Paul (2006) atraves da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
analisar a presenca de microcistinas pela espécie Microcystis aeruginosa em resposta a
estresse oxidativo de um estuério localizado no estado da Florida nos Estados unidos.
Kaebernick et al. (2000) estudaram o transcrito dos genes mcyB e mcyD sob efeito de vérias
intensidades luminosas e outros fatores de estresse, analisando a libera¢do de microcistinas da

espécie Microcystis aeruginosa.

Figura 2. Representacdo esquematica do cluster de genes mcy responsavel pela producéao de

microcistina.

Microcystin (mcy) gene cluster: Microcystis aeruginosa PCC7806 , 55 kb.
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Fonte: modificado de Gehringer et al. (2012).
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A expressdo desses genes em cianobactérias pode estar ligada direta ou indiretamente
a fatores ambientais como a temperatura e mudancgas provocadas pelo clima e podem afetar o
crescimento e a producdo de hepatotoxinas (EL-SHEHAWY et al., 2012).

A producdo de microcistinas pode ser prejudicial ao homem com relacdo a
balneabilidade. Segundo Carvalho et al. (2013), o manual da OMS (Organiza¢do Mundial da
Saude) de 2011 abrange trés vias principais de exposicdo as cianotoxinas em aguas
recreacionais, seja através de contato direto com o corpo ou a ingestdo acidental e inalagdo de
agua contendo células de cianobactérias potencialmente produtoras, limitando uma dose diéaria
toleravel proviséria das microcistinas em 0,04 ug/kg de peso corporal e o limite recomendado
de 1pg L™ para abastecimento referente & agua potéavel (DYBLE et al., 2008; CARVALHO et
al., 2013).

A identificacdo de isolados cianobacterianos potencialmente prejudiciais a salde
humana é necesséria, tanto quanto o desenvolvimento de estratégias de gerenciamento de
riscos, monitoramento da qualidade hidrica e prevencdo das floragdes de cianobactérias
(GIDDINGS et al., 2012).

Essa identificacdo também é importante pela aplicabilidade de cianobactérias na
industria alimenticia com alto valor nutricional e producdo de produtos farmacologicos e
biocombustiveis que impulsionam as cianobactérias em direcdo a um futuro comercial
promissor (SIQUEIRA; OLIVEIRA-FILHO, 2005; OLIVEIRA et al., 2011).

1.6 Potencial biotecnoldgico de cianobactérias marinhas

Nos Ultimos anos as cianobactérias tém atraido atengdes de ambito mundial para uso
biotecnoldgico devido as suas vantagens relacionadas a rapida producéo de biomassa em alta
quantidade, cultivada para os experimentos em grande escala a fim de analisar compostos
bioativos direcionados a industria farmacéutica e alimenticia (McPHAIL et al., 2007;
ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013; MUNDT et al., 2014).

Véarios géneros como Anabaena, Oscillatoria, Microcystis, Nodularia,
Cylindrospermopsis, Synechocystis e Lyngbya entre outros sdo utilizados a partir da extracdo
de diversas classes de metabdlitos para a producdo de farmacos (ZANCHETT; OLIVEIRA-
FILHO, 2013).

A descoberta desse potencial iniciou-se a partir da imensa quantidade de metabdlitos

relatados a partir de uma variedade de organismos marinhos desde a década de 60,
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evidenciando o ambiente marinho como uma excelente fonte de novas substancias quimicas
ndo encontradas em ambientes terrestres (ZANCHETT; OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Nagarajan; Maruthanayagam e Sundararaman (2012) relataram que cianobactérias
marinhas possuem uma enorme diversidade de metabdlitos com atividades bioldgicas
importantes de elevado potencial como atividade anticancer, antitumoral e antimicrobiana,
incluindo propriedades biotoxicas.

O potencial lipidico do contetdo oléico de células cianobacterianas é outro importante
parametro que define diversas aplicacdes biotecnoldgicas para a produgdo de uma série de
produtos industriais e farmacoldgicos com atividade anti-inflamatoria e produtos alimenticios
de alto valor agregado devido aos componentes em seu contetdo lipidico de acidos graxos
poli-insaturados (PUFA) presentes nas células, como o &cido eicosapentaenoico (&cido graxo
dos 0mega-3), acido linoléico, &cido alfa-linolénico (ALA) e acido gama-linolénico (GLA)
(NUNNERY; MEVERS; GERWICK, 2010; SUBRAMANIAN et al., 2014; OJIT et al.,
2015).Essa alta produtividade e teor de lipideos sdo devido ao armazenamento do material
alimentar de reserva utilizado como fonte de pigmentos, lipidios, vitaminas, proteinas e certos
metabolitos secundarios (RAJESHWARI; RAJASHEKHAR, 2011).

H& muitos séculos as cianobactérias vém sendo utilizadas como uma rica fonte de
nutrientes, sendo, atualmente, vendida como um alimento saudavel em diversos lugares do
mundo, mas essa producdo é realizada a partir de um limitado nimero de espécies
(OLAIZOLA, 2003; SKJANES, REBOURS; LINDBLAD, 2013).

Fontes alternativas de combustiveis tem sido foco de atengdo mundial para a economia
e 0 meio ambiente e pesquisas referentes a producdo de biocombustiveis vém crescendo
qualitativamente. Assim, o alto teor de lipidios de cianobactérias com um vasto perfil de
acidos graxos vem sendo considerado como matéria-prima renovavel para a producdo de
biodiesel a partir da extracdo do conteudo lipidico das células de cianobactérias que oferecem
um grande potencial para tal (SINGH; MALLICK, 2014; STEINHOFF et al., 2014).

Ultimamente, a producdo de biodiesel estd voltada prioritariamente para a viabilidade
e qualidade envolvidas em larga escala (PARMAR et al., 2011).

A preocupacdo com emissdes de CO, na atmosfera a partir de combustivel fossil leva
ao desenvolvimento de propostas de conversdo bioldgica do CO, com energia solar em
biocombustiveis através de microrganismos fotossintetizantes como microalgas e
cianobactérias, onde ha vantagens competitivas frente a biomassa de plantas oleaginosas
como alta taxa de crescimento e sistema de producdo em terras ndo araveis, além disso,

cianobactérias sdo microrganismos fotossintéticos que ndo precisam de um alto custo de
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amido ou aglcar como matéria-prima para a producao de biocombustiveis, diferentemente de
microrganismos heterotr6ficos como Escherichia coli e leveduras (LIU et al., 2011;
MACHADO; ATSUMI, 2012).

Aikawa et al. (2014), relataram que o esgotamento das reservas de combustiveis
fosseis resultam em uma promocao de pesquisas sobre biocombustiveis mais benignos ao
meio ambiente e em seus estudos descobriram uma alta produtividade de glicogénio a partir
de um isolado do género Synechococcus de regido costeira, revelando-se como uma

promissora fonte de carboidratos para a producgéo de biodiesel.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar isolados de cianobactérias provenientes de dgua do mar e invertebrados

bénticos recifais dos estados do Rio Grande do Norte, Paraiba e Santa Catarina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- ldentificar os isolados de cianobactérias provenientes de amostras de dgua do mar e dos

organismos marinhos;

- Analisar a producdo de microcistinas por isolados de cianobactérias pela técnica ELISA

(Enzime-Linked Immunoabsorbant Assay);

- Verificar a presenca do gene mcyB, envolvido na biossintese de microcistina, utilizando a
técnica de PCR,;

- Avaliar a atividade antibacteriana dos isolados de cianobactérias;

- Caracterizar o perfil de acidos graxos dos isolados de cianobactérias.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta de amostras

Foram utilizados 22 isolados da Colecdo de Microalgas da UFPB (CMUFPB) do
Laboratério de Ambientes Recifais e Biotecnologia com Microalgas (LARBIM/LEA/UFPB)
obtidos no periodo de jul./2010 a fev./2014 dos seguintes ambientes: d&gua do mar dos recifes
costeiros do Cabo Branco, Jodo Pessoa, PB, desembocadura dos estuérios dos rios
Mamanguape e Paraiba e da laguna costeira de Jacarapé, Jodo Pessoa, PB; do estuario do rio
Pirangi, RN e da praia da Armacdo, SC. Também foram isolados a partir do tecido dos
invertebrados bénticos recifais: zoantideo Protopalythoa variabilis esponja Cynachrella sp.,
corais Siderastrea sp. e Siderastrea stellata, e esponjas do género Haliclona sp. e Ascidia
(classe mais diversa do subfilo Tunicata, filo Urochordata) coletadas nas praias do Cabo
Branco e praia do Seixas em Jodo Pessoa e praia de Carapibus no municipio do Conde - PB .

As amostras de agua do mar foram coletadas em garrafas plasticas de 500 ml e as
amostras de organismos bénticos foram colocadas em recipientes com agua do mar filtrada
estéril, em seguida as amostras foram transportadas em recipiente hermético no gelo para o

laboratorio.
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Para o cultivo de cianobactérias foram utilizados dois meios de cultura: meio Conway
(WALNE, 1970) e meio BG11 (STANIER, 1971) preparados com agua do mar (Tabela 1 e

2).
Tabela 1. Composigdo do meio de cultura Conway.
Solugdes Reagentes Solugéo estoque (mg Meio de cultura (mL)
1.000 mL *
FeCl;.6H,0 1,3
MnCl,.4H,0 0,36
1 H;BO; 33,6 1.0
EDTA 45,0
NaH,PO,.2H,0 20,0
NaNO; 100
2 Vitamina B12 10 0.1
Vitamina B1 200 0.1
ZnCl, 2,1
3 CoCl,.6H,0 2,0 1.0
(NH)6M070,4.4H,0 0,9
CuS0O,.5H,0 2,0
H,O do mar filtrada 997,8
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Tabela 2. Composicédo do meio de cultura BG11.

Solugbes Reagentes Solugéo estoque (g 1.000 Meio de cultura (mL)
mL *

1 EDTA 0,1 10

Citrato de amonio 0,6

e ferro I
Acido citrico H,0 0,6
Cloreto de célcio 3,6
2H,0

2 Sulfato de 7,6 10

magnésio 7H,0

3 Fosfato de potassio 3,05 10
dibasico
4 Acido borico 2,86 1
Cloreto de 1,81
manganés Il 4H,0
Sulfato de zinco 0,222
7H,0
Sulfato de cobre 0,079
5H,0
Cloreto de cobalto 0,05
6H,0
Molibdato de sédio 0,391
2H,0
5 Vitamina B12 0,001 1
Biotina 0,001
Tiamina HCI 0,2
6 Carbonato de sédio 0,02
7 H,O do mar 968

filtrada




31

3.3 Isolamento de cianobactérias e obtencao de biomassa

O tecido de esponjas e corais analisados foi extraido utilizando um aparelho de
waterpik (COSTA, SASSI; GORLACH-LIRA, 2008) O volume de 100 ml do tecido extraido
foi transferido para baldes de vidro de 250 ml com 100 ml de meio de cultura Conway ou
BG11.

As amostras de zoantideo e Ascidia foram maceradas com adi¢do de 2 ml de agua do
mar filtrada em uma placa de Petri estéril e em seguida o tecido macerado foi transferido para
balbes de vidro de 250 ml contendo 100 ml dos meios de cultura Conway ou BG11.

Os balbes com as amostras foram entdo mantidos numa camara de cultivo a 25° C (+1°
C) dotada de sistema de iluminacdo fornecido por lampadas fluorescentes tipo luz-do-dia,
com fotoperiodo natural controlado por uma fotocélula externa.

Ap0s a constatacdo de crescimento de células de microalgas, foi dado prosseguimento
ao isolamento das mesmas em tubos de ensaio que consistiu em utilizar micropipetas
capilares, observacdo em microscopio éptico (LEICA DM1000) e transferéncia individual de
cada uma das possiveis espécies que cresceram nos baldes que continham as amostras de
diferentes locais de coleta para tubos de ensaio com novo meio de cultura (LOURENCO,
2006).

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, uma gota da amostra foi colocada em uma
lamina de vidro e levada ao microscopio 6ptico, onde por observacdo e auxilio da micropipeta
de vidro acoplada a uma mangueira, foi realizado isolamento da célula de interesse por sucgédo
e transferéncia para um tubo de ensaio, sendo este procedimento repetido tantas vezes quanto
necessario até se obter a cepa pura (LOURENCO, 2006). As culturas monoespecificas obtidas
foram codificadas, incorporadas ao Banco de Microalgas do LARBIM/UFPB e entdo
armazenadas em camara de cultivo climatizada com as mesmas condicdes descritas
anteriormente (Figura 3) com sistema de iluminacéo e fotoperiodo de 12 horas, e temperatura
de 25°+ 1°C.
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Figura 3. Visdo geral do banco de culturas de microalgas (LARBIM/LEA/UFPB).

Fonte: Giuseppe Fernandes (2015).

3.4 Manutencéo de isolados de cianobactérias em meio solido

Além das repicagens mensais em meio de cultura, os isolados de cianobactérias foram
também inoculados e mantidos em meio sélido seguindo um protocolo modificado de Syiem
e Bhattacharjee (2010).

As cianobactérias foram cultivadas em camara de cultivo durante 10 dias com um

volume inicial de 100 ml e in6culo de 2 ml a partir do banco de cultura.

Foi preparado agar bacterioldgico (KASVI) a 2,5% e fundiu-se com 50 ml de meio de
cultura Conway ou BG11. Todo o material necessario foi autoclavado a 121°C, a uma pressao

de 1 atm., durante 15 a 20 minutos.

As cianobactérias foram cultivadas em camara de cultivo por 10 dias com temperatura
de 25°C. O volume inicial de 100 ml das culturas em fase de crescimento exponencial foram
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos a 25°C obtendo o volume concentrado de 10 ml. Em
seguida a suspensdo de células foi misturada suavemente e despejada em 40 ml de &gar
nutriente com temperatura em torno de 40°C, resultando em um volume final de 50 ml. Essa
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mistura foi colocada em placas de Petri e deixada em repouso para solidificar durante 30

minutos na camara de fluxo laminar (Figura 4).

Figura 4. Suspenséo de células de cianobactérias imobilizadas em agar.

Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).

Apos a solidificacdo, o contetdo das placas foi cortado em cubos (dimensdes: ~ 0,5
centimetros x 0,5 centimetros). Esses cubos foram secos ao ar sob condicdes assépticas em
fluxo laminar durante 24 h e armazenados em tubos Falcon e frascos de vidro em temperatura

ambiente no escuro.

Apo6s um més foi realizada a verificacdo da viabilidade e pureza de culturas de
cianobactérias preservadas pelo cultivo no meio liquido Conway mar e BG11 mar (Figura 5).

Figura 5. Cultura de cianobactérias provenientes de blocos de agar imersos em meio liqguido Conway
com agua do mar.

Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).
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3.5 ldentificacdo de cianobactérias

As caracteristicas morfoldgicas (filamentosas e coloniais) foram verificadas através de
observacdes morfologicas dos principais caracteres usados na taxonomia de cada cepa
isolada, utilizando microscépio Optico Leica DM2500 equipado com céamera fotogréafica
digital e sistema de captura de imagens. Os isolados foram fotografados em aumento final de
1000X com 6leo de imersdo. Os géneros/espécies foram identificados através de literatura
especializada a partir de obras como Bicudo e Menezes (2006) e Franceschini et al. (2010) e
também artigos de referéncia publicados em revistas especializadas (SANT’ANNA et al.,
2012; KOMAREK et al. 2014; SANTOS; SANTA’ANNA, 2010) e pesquisas na internet
(http://www.algaebase.org/; http://www.cyanodb.cz/).

3.6. Cultivo para obtencéo de biomassa dos isolados de cianobactérias

O crescimento dos isolados foi efetuado em meio sintético Conway ou BG11 com
agua do mar, na camara de cultura climatizada em bal6es de fundo chato de 1 litro contendo
500 ml do meio sintético mencionado e inoculo inicial de 2 ml da cultura pura a partir do
banco de cultivo. Os cultivos desenvolvidos tanto para a producéo de biomassa como para a
avaliacdo do perfil de acidos graxos foram realizados em camara de cultura climatizada (como
descrito anteriormente) em baldes de 6 litros contendo 5000 ml de meio de cultura (Conway
ou BG11) com inoculo inicial de 10 ml, sob aeracdo constante através de minicompressor de
membrana Resun AOC2, durante um periodo de 14 a 20 dias. Ao atingir a fase estacionaria,
procedeu-se a colheita da biomassa através de centrifugacdo do material em centrifuga
refrigerada (NOVATECNICA NT825) a 3500 rpm, 20°C por 15 minutos e o pellet resultante
foi transferido para os tubos Falcon (15 ml) ou eppendorf (1,5 ml) e armazenados em
ultrafreezer a -30°C.

As células cianobacterianas foram utilizadas para extracdo de DNA gendmico,
enquanto que o sobrenadante resultante foi congelado a —30°C e utilizado na deteccdo de

microcistina pela técnica ELISA.
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3.7. Caracterizagdo molecular dos isolados de cianobactérias

Os trabalhos referentes a caracterizacdo molecular dos isolados foram realizados no
Laboratério de Biologia de Microrganismos (BIOMICRO) do Departamento de Biologia

Molecular da Universidade Federal da Paraiba.

3.7.1 Extracao de DNA gendmico

O procedimento de extragédo foi realizado de acordo com o protocolo de extragéo de
DNA de cianobactérias utilizando beta-mercaptoetanol e brometo de cetil-trimetilamdnio
(CTAB) descrito por metodologia modificada de Rogers e Bendich (1985).

As amostras de células de cianobactérias contendo 120 a 130mg de biomassa em tubos
de eppendorf foram congeladas em nitrogénio liquido e descongeladas em banho Maria a
37°C, repetindo o procedimento trés vezes. As amostras foram centrifugadas (6000 rpm, 10
min., temperatura ambiente 25°C, em seguida o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi
adicionado 750 pl da solugéo de CTAB 2x (20 ml de 1M Tris-HCI; 56 ml de 5M NaCl; 16 ml
de 0,5M EDTA,; 4g de CTAB - 200 ml de agua destilada) com [1,5 pl] de B-mercaptoetanol, a
qual foi preaquecida a 60°C por 30 minutos. Os tubos foram mantidos em banho maria a 60°C
overnight. Apos isso, procedeu-se a centrifugacdo dos tubos a 12000 rpm, 15 minutos a 4°C
(Centrifuge 5430R, EPPENDORF). Transferiu-se a fase superior para novos tubos e
adicionou-se 750 pl de cloroféormio/alcool isoamilico (24:1), misturou-se suavemente e
centrifugou-se a 12000 rpm, 15 minutos a 4°C. Transferiu-se 450 ul da fase superior para
outros tubos e adicionou-se 400 pl do isopropanol gelado. As amostras, entdo, foram mantidas
no freezer por um periodo de 5-6 horas. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a
12000 rpm por 5 minutos a 4°C, descartou-se o0 isopropanol e virou-se os tubos sobre o papel
absorvente para remover o restante do isopropanol. Adicionou-se etanol 70% gelado e
centrifugou-se a 12000 rpm, durante 5 minutos a 4°C. Descartou-se o etanol e os tubos foram
virados sobre o papel absorvente para remover o restante do etanol. Os tubos com DNA
foram secados em estufa a 37°C por 40 minutos. ApoOs secagem, adicionou-se 30 pl de
tampao TE e as amostras foram mantidas a 4°C por 24 horas, e em seguida foram mantidas a -
20°C.

A qualidade das amostras de DNA obtidas na extracdo foi confirmada por eletroforese
em gel de agarose 0,8% (SAMBROOK et al., 2012). A eletroforese foi conduzida em tampéo
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Tris-Borate-EDTA (TBE) utilizando 4puL de DNA, 3 pL de tampdo de corrida azul de
bromofenol, 1 pL de GelRed™ (Biotium), a 80V e 75mA. O gel foi visualizado e
fotografado em fotodocumentador (L P1X, Loccus Biotecnologia).

3.7.2 Amplificacdo do gene RNAr 16S e purifica¢io dos produtos de PCR

O gene RNAr 16S foi amplificado em termociclador (Applied Biosystems® 2720
Thermal Cycler) utilizando os primers universais 26F (5’- GAGTTTGATCMTGGCTCAG) e
1492R (5 -ACGGCTACCTTGTTACGACTT- 3°) (LANE, 1991), um kit Master Mix
(PROMEGA) e 200 ng de DNA gendmico.

A amplificagdo do gene RNAr 16S foi realizada nas seguintes condig¢des: temperatura
de desnaturacao inicial a 94°C; 25 ciclos: 94°C por um minuto, 57°C por dois minutos e 72°C
por dois minutos; extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Foi realizada a eletroforese dos produtos da PCR em gel de agarose a 0,8% como foi
descrito no item 3.4.1. O gel foi visualizado em aparelho transiluminador de luz UV e
fotodocumentador (L PIX, Loccus Biotecnologia) para verificar e registrar a presenca da
banda de 1500 pb correspondente ao gene de RNAr 16S.

Em seguida os produtos amplificados foram purificados utilizando o kit de purificacdo
da AxyPrepTM DNA Gel Extraction (AxiGen Biosciences, EUA) conforme recomendac6es
do fabricante. A concentracdo e pureza do DNA purificado foi determinada utilizando um
NanoDrop, modelo ND-1000 Uv/Vis.

3.7.3 Sequenciamento e andlise filogenética do gene RNAr 16S dos isolados de

cianobactérias

O sequenciamento dos produtos da PCR purificados foi realizado através da empresa
ACT Gene Analises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS)
e da Plataforma de Sequenciamento do Laborat6rio Central (LABCEN) do Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Pernambuco, Recife-PE.

As sequencias de gene RNAr 16S dos isolados foram comparadas com as sequencias
depositadas no banco de sequencias do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) usando-se BLASTn (Basic Local AlignmenteSearch Tool), disponivel no site

(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/). Foram analisadas as similaridades das sequencias
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obtidas com as sequencias presentes no banco de dados e as sequencias que apresentaram
similaridade > 97% foram consideradas. O alinhamento multiplo das sequencias e a
construcdo das arvores filogenéticas realizou-se através do programa MEGA versdo 6.0
(KIMURA, 1980; FELSENSTEIN, 1985; SAITOU; NEI, 1987; TAMURA et al., 2011)

3.8 Producéo de microcistina por isolados de cianobactérias

A deteccdo de microcistina dos isolados foi realizada no laboratério de Biologia de
Microrganismos (BIOMICRO) do Departamento de Biologia Molecular da Universidade

Federal da Paraiba.

3.8.1 Deteccao de microcistinas pela técnica de ELISA

A producdo de microcistinas-LR por isolados de cianobactérias foi analisada pelo
método ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Todas as amostras de células de
cianobactérias congeladas (ver item 3.3) foram submetidas a ciclos de gelo-degelo para
romper quaisquer celulas de cianobactérias e liberar as toxinas para que assim se realize a
analise de microcistina total (dissolvida e particulada) na agua. As amostras foram em seguida
centrifugadas para remover material particulado e em seguida a quantidade de microcistina foi
determinada atraves das reacdes de ELISA (Enzime-Linked Immunoabsorbant Assay)
utilizando um kit de ELISA para microcistina (DM ELISA kit 96 TESTS; ABRAXIS) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Para a leitura das placas, a 450nm, a leitora modelo
EL-800 (Biotek), juntamente com o programa Gen-5 (Biotek) foram utilizados. Uma cepa de

Microcystis aeruginosa produtora de microcistinas, foi utilizada como controle positivo.

3.8.2 Deteccao do gene mcyB envolvido na sintese de microcistina

Para verificacdo dos genes relacionados com a producdo de microcistina nas amostras,
foi utilizada uma reacdo de PCR para amplificar o gene de mcyB. Foram utilizados os primers
mcyB F (5 - TTC AAC GGG AAA ACCBAAAG)emcyBR (5- CYT GAT TAT CAATSC
GYC CT) (DYBLE et al.,, 2008) a partir do DNA gendmico extraido de isolados de
cianobactérias, utilizando o kit PCR Master Mix (PROMEGA).

A amplificagéo foi realizada nas seguintes condic¢des: 94°C durante cinco minutos, 30

ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por um minuto, 72°C por um minuto, seguido de uma
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extensdo de 7 minutos a 72°C. Foi realizada a eletroforese dos produtos da PCR em gel de
agarose a 0,8% como foi descrito no item 3.7.1.

O gel foi visualizado no sistema de fotodocumentacdo (L PIX , Loccus Biotecnologia)
para verificar e registrar a presenca das bandas de 800pb correspondentes ao gene mcyB.

3.9 Atividade antibacteriana dos extratos de isolados de cianobactérias marinhas

A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos metanolicos e etandlicos obtidos
dos 22 isolados de cianobactérias foi realizada pelo método de difusdo em po¢os com meio de
cultura dgar Mueller-Hinton (HiMedia) segundo o NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards) (WIKLER et al., 2006) com modifica¢fes. Os testes foram realizados
utilizando-se dois isolados de bactérias, sendo uma Gram positiva e uma Gram negativa:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),

respectivamente.

Para obter o extrato hidrofébico e hidrofilico da biomassa de isolados, foi realizada
uma extracdo com solvente metanol ou etanol de acordo com a metodologia modificada
descrita em Kumar et al. (2012). A obtencdo de biomassa dos isolados foi descrita no item
3.6.

As células de cianobactérias foram liofilizadas (TERRONI LD 1500) e as amostras de
100 mg foram utilizadas para a preparacdo dos extratos. As amostras foram agitadas em
aparelho de homogeneizacao (TS200, ARSEC) em 10 ml de metanol ou etanol em tubos de
Falcon de 50 ml por 1 minuto. A suspensdo foi centrifugada (10000 rpm, 15 min., 4°C) e 0
sobrenadante foi transferido para um béquer e mantido na capela de exaustdo até completar a
evaporacdo. Em seguida pesou-se o extrato seco resultante, o qual foi dissolvido em metanol
ou etanol (1 ml) e transferido para um tubo Eppendorf.

Os isolados de S. aureus e P. aeruginosa foram cultivadas primeiramente em meio
agar Brain Heart Infusion (BHI, Difco Laboratories Detroit, USA) por 24 horas a 37°C e em
seguida os isolados foram inoculados no caldo BHI (10 ml) e incubados por 24 horas a 37°C.
O volume de 1 ml de cada cultura bacteriana foi espalhado na superficie do meio agar
Mueller-Hinton (KASVI) em placas de Petri. As placas com meio foram deixadas em repouso
por 30 min e em seguida foram formados trés a quatro pocos por placa com pipeta de vidro
estéril. Aos pocos foram adicionadas aliquotas de 20l do extrato metandlico ou etanolico de

isolados de cianobactérias. A incubagdo das culturas foi realizada a 37°C por 18 a 24 horas.
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Apos este periodo verificou-se a presenca do halo ao redor dos pocos indicando a inibi¢do do
crescimento de isolados padrdes de bactérias analisadas. Os experimentos foram realizados
em duplicata. Como controle positivo, foram utilizados os discos de antibioticos (DME)
(vancomicina, cloranfenicol, acido nalidixico e estreptomicina), colocados no meio Muller-

Hinton &gar.

3.10 Anélise de perfil de acidos graxos dos isolados de cianobactérias

A determinagdo da composicdo de ésteres metilicos e os calculos do teor de ésteres
dos isolados foram realizados no Laboratério de Métodos de Extragdo e Separacdo (LAMES)
da Universidade Federal de Goias, pela equipe do Prof. Dr. Nelson Antoniosi Filho. As
analises foram feitas através de cromatografia gasosa, usando um cromatografo a gas Agilent
7890, equipado com detector FID e injetor split/splitless, seguindo a metodologia de Hartman
e Lago (1973) adaptada para microescala por Antoniosi-Filho (1995) (apud Menezes et al.,
2013). A identificacdo dos esteres metilicos de acidos graxos foi realizada pela comparacao
direta com amostras de composic¢do conhecida, tal como 6leo de soja, pela analise de padrbes
de referéncia de ésteres metilicos (Nu-Check Prep®) e por andlises via cromatografia gasosa

de alta resolucao acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificagdo morfoldgica dos isolados de cianobactérias marinhas

Foram isoladas 22 linhagens de cianobactérias das amostras coletadas de ambientes
marinhos nos Estados da Paraiba, Rio Grande do Norte e Santa Catarina, provenientes de
agua do mar e de agua salobra de estuérios e também de organismos marinhos como esponjas-
do-mar do género Cinachyrella e Haliclona, do zoantideo Protopalythoa variabilis,
metazodrios da classe Ascidiacea e corais da especie Siderastrea stellata (Tabela 4).

Do total, dez isolados foram identificados ao nivel de género (Synechocystis,
Synechococcus, Phormidium, Cyanothece, Romeria e Planktolyngbya) e doze ao nivel de
espécie (seis isolados de Synechocystis aquatilis, quatro de Synechococcus nidulans e dois de
Romeria gracilis) (Tabelas 3 e 4). Os isolados foram distribuidos em seis familias
(Merismopediaceae, Synechococcaceae, Romeriaceae, Leptolyngbyaceae, Cyanothecaceae,
Oscillatoriaceae) e duas ordens (Synechococcales e Oscillatoriales) pertencentes a classe

Cyanophyceae, filo Cyanobacteria (Tabela 3).

Tabela 3 — Identificacdo de isolados de cianobactérias nos respectivos géneros segundo sistema de
Komarek (KOMAREK et al., 2014).

Ordem Familia Géneros Cédigo (CMUFPB)

Synechococcales Merismopediaceae Synechocystis ~ M3C, M20C, M60C,
M62C, M129C,
M130C, M163C,
M204BG, M242BG,
M305C
Synechococcaceae Synechococcus M38C, M41C,
M80C, M94C,
M100, M290C
Romeriaceae Romeria M6C, M138C,
M304C
Leptolyngbyaceae Planktolyngbya M333C

Oscillatoriales Cyanothecaceae Cyanothece M181C

Oscillatoriaceae Phormidium M216C
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Tabela 4. Relagdo de cianobactérias isoladas de ambientes e organismos marinhos do litoral dos
estados da Paraiba, Rio Grande do Norte e Santa Catarina.

Isolado Taxon Procedéncia
M3C  Synechocystis aquatilis Agua do mar (Cabo Branco, Jodo Pessoa-
Sauvageau, 1892 PB)
M6C Romeria gracilis (Koczwara) Agua do mar (Cabo Branco, Jodo Pessoa -
Koczwara, 1932 PB)
M20C  Synechocystis aquatilis Agua salobra (Laguna de intermares, Jodo
Sauvageau, 1892 Pessoa- PB)
M38C  Synechococcus nidulans Esponja Cinachyrella sp. (Cabo Branco,
(Pringsheim) Komarek, 1970 Jodo Pessoa- PB)
M41C  Synechococcus nidulans Zoantideo Protopalythoa variabilis (Cabo
(Pringsheim) Komaérek, 1970 Branco, Jodo Pessoa- PB)
M60C  Synechocystis aquatilis Agua do mar (Cabo Branco, Jodo Pessoa -
Sauvageau, 1892 PB)
M62C  Synechocystis aquatilis Agua do mar (Cabedelo — PB)
Sauvageau, 1892
M80C  Synechococcus nidulans Agua do mar (Acau, Jodo Pessoa - PB)
(Pringsheim) Komarek 1970
M94C  Synechococcus Négeli 1849 Agua salobra (Estuario do rio Pirangi -
RN)
M100C Synechococcus nidulans Esponja Cinachyrella sp. (Cabo Branco,
(Pringsheim) Komarek, 1970 Jodo Pessoa- PB)
M129C  Synechocystis Sauvageau, 1892 Agua salobra (Estuario do rio
Mamanguape - PB)
M130C  Synechocystis Sauvageau, 1892 Agua salobra (Estuario do rio
Mamanguape - PB)
M138C Romeria gracilis (Koczwara) Agua do mar (Praia da Armacéo,
Koczwara, 1932 Floriandpolis - SC)
M163C  Synechocystis aquatilis Esponja Haliclona sp. (Carapibus, Jodo
Sauvageau, 1892 Pessoa - PB)
M181C Cyanothece Komarek, 1976 Esponja Haliclona sp. (Cabo Branco,
Jodo Pessoa - PB)
M204BG Synechocystis aquatilis Agua salobra (Estuario do rio Bucatd,
Sauvageau 1892 Conde - PB)
M216C  Phormidium Kitzing ex Agua do mar (Praia de Coqueirinho, Jo&o
Gomont, 1892 Pessoa - PB)
M242BG Synechocystis Sauvageau, 1892 Siderastrea stellata (Cabo Branco, Jodo
Pessoa- PB)
M290C Synechococcus Négeli, 1849 Ascidia (Cabo Branco, Jodo Pessoa- PB)
M304C Romeria (Koczwara) Koczwara, Siderastrea stellata (Praia do Seixas, Jodo
1932 Pessoa- PB)
M305C  Synechocystis Sauvageau, 1892  Ascidia (Cabo Branco, Jodo Pessoa- PB)
M333BG Planktolyngbya Anagnostidis & S. stellata branqueada (Cabo Branco, Jodo

Komarek, 1988

Pessoa- PB)
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Dentre os isolados analisados, 20 pertenceram & ordem Synechococcales, sendo que o
genéro Synechocystis foi representado por um maior nimero de isolados. Dentre 10 isolados
pertencentes a esse género, 6 foram classificados como S. aquatilis (Tabelas 2 e 3; Figura 8,
ANEXO A). A ocorréncia de cianobactérias do género Synechocystis Sauvageau, 1892 se da
principalmente no plancton e no metafiton de ambientes aquaticos continentais e marinhos e
mais de 20 espécies desse género foram relatadas (BICUDO; MENEZES, 2006). Segundo
Sant’Anna et al. (2012), células da espécie S. aquatilis sdo solitarias ou em pares, esféricas

com mucilagem hialina.

Figura 6. Isolado M20C - Synechocystis aquatilis.
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Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).

O genéro Synechococcus foi representado por 6 isolados, dos quais 4 pertenceram a
espécie S. nidulans (Tabelas 2 e 3; Figura 9, ANEXO B). Segundo Komarek et al. (2014),
Synechococcus Né&geli, 1849 é um género abrangente que é morfologicamente e
ecologicamente pouco definido e inclui muitas linhagens ainda sem descricdo. A espécie S.
nidulans apresenta células isoladas de forma cilindrica, ou curvada ou sigmoide, com
aproximadamente 3 um de comprimento por 2 um de largura, envelope mucilaginoso ausente
e sem aerototopos, com conteddo homogéneo (SANTOS; SANTA’ANNA, 2010;
SAN’TANNA et al., 2012). Bicudo e Menezes (2006) relataram que ap0s a fissdo binaria, o
crescimento das células-filha atinge o tamanho da célula original antes de outra divisdo e
guanto a ocorréncia, foram relatadas 21 espécies, com poucos registros no Brasil, que habitam

ambientes aquaticos e subaéreos, principalmente, plancton, metafiton e superficies rochosas.
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Figura 7. Isolado M94C - Synechococcus sp.

Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).

Trés isolados pertenceram ao género Romeria (Koczwara) Koczwara, 1932 (Tabelas 2
e 3, Figura 10, ANEXO C). Esse género é geralmente formado por células que formam
filamentos curtos de trés a oito células, quase retos ou suavemente curvados com células
cilindricas de 2,6-8 um de comprimento por 0,8-2 um de largura, com paredes transversais
constritas, com contetdo celular palidamente azul esverdeado, sem aer6topos (KOMAREK;
KOMARKOVA-LEGNEROVA, 2007). Reproduzem-se por divisdes transversais ou
fragmentacdo dos tricomas (BICUDO; MENEZES, 2006). Segundo Komarek et al. (2014), a
familia Romeriaceae € um grupo pequeno e pouco conhecido que necessita de uma

caracterizacdo mais abrangente.

Figura 8. Isolados M6C (a) e M304C (b) - género Romeria.
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Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).

Apenas um isolado (Figura 11, ANEXO D) foi classificado no género Planktolyngbya
Anagnostidis & Komarek, 1988 (Tabela 3). De acordo com Sant’Anna et al. (2012), as
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espécies desse género geralmente possuem filamentos solitarios com tricomas retos, sem
constricdo, ndo atenuados e 0s septos ndo granulados; possui bainha mucilaginosa hialina e
firme e as células séo cilindricas, a célula apical é cilindrica possuindo apice arredondado; o
contetdo celular é homogéneo, com auséncia de aerdtopos. A reproducéo é realizada através
de formacdo de hormogbnios imdveis, e auséncia de necridios. H& aproximadamente 15
espécies que ocorrem comumente no plancton e algumas estdo restritas as regides tropicais e
subtropicais (BICUDO; MENEZES, 2006).

Figura 9. Isolado M333C — Planktolyngbya sp.
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Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).

Apenas dois isolados pertenceram a ordem Oscillatoriales, classificados como
Cyanothece sp. e Phormidium sp. (Tabelas 2 e 3; Figuras 12 e 13, ANEXO D). Segundo
Komarek (2009), o género Cyanothece Komarek, 1976, foi originalmente separado do género
Synechococcus com base em marcadores citologicos e morfologicos. Ele apresenta células
solitarias amplamente ovais ou cilindricas, a divisdo binaria das células ocorre através de
clivagem e em plano perpendicular por sucessivas geragdes. Sua ocorréncia se da
principalmente em ambientes aquaticos e subaéreos (BICUDO; MENEZES, 2006).
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Figura 10. Isolado M181C - Cyanothece sp.
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Fonte: Giuseppe Fernandes (2015).

O género Phormidium Kitzing ex Gomont 1892 é encontrado isoladamente entre algas
ou formando massas emaranhadas de filamentos com mucilagem, possuindo variada
coloracéo entre tons verde-escuro, verde azulado, avermelhada, castanha ou marrom, entre
outras e habita diferentes ambientes extremos, polares, desérticos ou aguas termais. Esse
género possui cerca de 200 espécies (BICUDO; MENEZES, 2006).

Segundo Santos ¢ Sant’Anna (2010) o género apresenta tricomas solitarios, retos ou
com extremidades apicais curvas, relativamente longos, com até 3,6 mm de comprimento, 0s
quais sdo levemente constritos e atenuados para um ou ambos os apices, e algumas vezes ndo
atenuados. As células sdo isodiamétricas podendo ser mais longas que largas e vice-versa. As
células apicais possuem formato conico-arredondado ou arredondado e o contetdo celular €
granuloso, as vezes com 1 - 2 granulos grosseiros por célula. A fragmentacdo do tricoma

ocorre através de necridios.

Figura 11. Isolado M216C - Phormidium sp.
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Fonte: Roberto\Sassi (2014).
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Cianobactérias marinhas sdo mais encontradas em faixas de picoplancton ou
nanoplancton de oceanos tropicais, variando também entre regides equatoriais e polares, e
estdo relacionadas com variagcbes de concentragdo de carbono nos oceanos, aumento de
temperatura global e ciclagem de nutrientes (HUANG et al., 2012; FONSECA, 2012;
CUNHA et al., 2013).

Em ambientes marinhos, a diversidade de cianobactérias ja foi associada a organismos
que agem como hospedeiros de uma relagdo simbidtica, apresentando uma imensa diversidade
de microrganismos ainda sem caracterizagdo (ROHWER et al., 2002; HIROSE; HIROSE;
NEILAN, 2006; STEINDLER et al., 2005; LINS-DE-BARROS et al., 2009). Alguns estudos
investigaram a diversidade filogenética de cianobactérias associadas a géneros de Ascidias da
familia Didemnidae, que abrigavam cianobactérias do género Synechocystis (MUNCHHOFF
et al., 2007; HIROSE, 2015).

Entretanto, ha uma enorme escassez de estudos sobre associacfes de cianobactérias e
caracterizacdo das mesmas, principalmente com esponjas de géneros como Cinachyrella e
Haliclona, também com o zoantideo Protopalythoa variabilis, além de corais do género

Siderastrea.
4.2 Analises moleculares de isolados de cianobactérias marinhas
4.2.1 Andlise filogenética de isolados de cianobactérias
O DNA gendmico total foi extraido dos 22 isolados de cianobactérias. As amostras de
DNA apresentaram a concentracdo entre 29,7 ng/ul e 110,5 ng/pl e alto grau de pureza

(OD260-280 eNtre 1,8 — 2,0). Todos os isolados apresentaram amplificacdo do gene RNAr 16S

obtendo-se fragmentos de 1500pb (Figura 14).

Figura 12. Produtos da amplificacdo do gene RNAr 16S de alguns isolados de cianobactérias.

M3C M6C M20C MISIC  M216C M&0C MSO

1500ph —> SRR ——

Fonte: Giuseppe Fernandes (2015).
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As sequencias parciais do gene RNAr 16S de apenas 7 isolados apresentaram boa
qualidade e foram submetidas a consulta de similaridade com os dados depositadas no
GenBank utilizando o programa BLAST - “Basic Local Alignment Search Tools”. Os
resultados desta analise revelaram que apenas seis isolados (M6C, M38C, M41C, M80C,
M304C e M305C) apresentaram a similaridade igual ou superior a 97% com as sequencias
depositadas no GenBank. As sequencias parciais de RNAr 16S destes isolados apresentaram
alta identidade com as sequencias de cianobactérias do género Synechococcus (similaridade
>08%) (Tabela 4). As sequencias de RNAr 16S dos demais isolados apresentaram identidade

muito baixa (88 - 95%) com as sequencias de cianobactérias do GenBank.

Segundo Stackebrandt e Goebel (1994), a similaridade para defini¢cdo de géneros entre
dois organismos utilizando o gene RNAr 16S precisa ser superior a 95%, enquanto que a
similaridade entre organismos para a mesma especie deve ser superior a 97,5%, valores
determinados por estudos, os quais demonstraram que no dominio Bacteria, dois organismos
sdo considerados da mesma espécie quando apresentam aproximadamente 70% ou mais de
reassociacdo DNA-DNA e que valores de sequencia de gene RNAr 16S abaixo de 97,5% séo
improvaveis de possuirem essa reassociagdo em um valor maior que o estipulado e

consequentemente improvaveis de pertencerem a mesma espécie.

Tabela 5. Resultados da analise das sequencias parciais de gene RNAr 16S dos isolados de
cianobactérias marinhas pela ferramenta BLAST Microbial Genomes (Megablast).

Isolados Alinhamento mais significativo (>97%) E-value Maxima identidade
M6C Synechococcus sp. PCC7002* (NC 010475.1) 0,0 98%
M38C Synechococcus sp. PCC7002 (NC 010475.1) 2e-173 99%
M41C Synechococcus sp. PCC7002 (NC 010475.1) 0,0 99%
M80C Synechococcus sp. PCC7002 (NC 010475.1) 0,0 100%
M304C Synechococcus sp. PCC7002 (NC 010475.1) 0,0 99%
M305C Synechococcus sp. PCC7002 (NC 010475.1) 0,0 100%

* Filo, classe, ordem e familia: Cyanobacteria/Cyanophyceae/Synechococcales/Synechococcaceae

Dos 6 isolados que revelaram 98 - 100% de similaridade do gene RNAr 16S com
Synechococcus sp. (Tabela 5), apenas 3 (M38C, M41C, M80C) foram classificados baseado

nas caracteristicas morfoldgicas com o genéro Synechococcus.
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Guimardes et al. (2015) relataram que o0 género Synechococcus possui elevada
diversidade genética devido a ampla distribuicdo em ambientes marinhos e dulcicolas e que as
evidencias moleculares para a polifilia desse género indica uma necessidade de revisdo em
sua classificacdo atual, j& que apenas poucas sequencias gendmicas do género estdo
disponiveis no GenBank.

Dentre os demais isolados, M6C e M304C foram identificados utilizando as
ferramentas de taxonomia tradicional como Romeria spp. e o isolado M305C como

Synechocystis sp.

E possivel que alguns isolados analisados nesse estudo ndo puderam ser identificados
com base nos dados dos bancos de gene RNAr 16S devido a auséncia dos dados referentes a
algumas espécies ou até os géneros de cianobactérias. Por exemplo, os bancos de dados
disponiveis ndo possuem as sequencias de RNAr 16S de cianobactérias do género Romeria,
ao qual pertenceram os isolados M6C e M304C.

Mellmann et al. (2008) relatam que com a utilizacdo de sequencias do gene RNAr 16S
ndo e possivel identificar os isolados bacterianos analisados ao nivel de espécie, sugerindo
uma abordagem polifasica para identificacdo com o uso combinado de caracteristicas
fenotipicas e genotipicas. Essa mesma abordagem, incluindo caracteres genotipicos,
morfologicos, fisioldgicos e quimiotaxonémicos, é apoiada por Oren (2011) que relata que as
diretrizes para propostas taxonémicas de isolados procarioticos podem e devem ser utilizadas
para a descricdo de cianobactérias. Honda (2009) também ressaltou que apesar do gene RNAr
16S ser utilizado para delineamento de espécies, ele ndo possui resolucdo suficiente para
defini-las, sendo mais indicado na comparacdo entre géneros, familias ou em niveis mais altos
e como sugestdo para cianobactérias, outras regides aléem do RNAr 16S poderiam ser testadas
como os genes rpoCl (RNA polymerase C1), gyrB (subunit B protein of DNA gyrase ) e
rbcLX (Rubisco).

Marqgues (2006) relatou que apesar do refinamento das técnicas de sequenciamento,
das analises de informacGes obtidas e da maior disponibilidade de dados comparaveis, as
dificuldades ainda existem, como € 0 caso de muitos organismos terem mais de uma copia do
gene RNAr 16S no banco de dados, gerando equivocos, pois as sequencias de um mesmo
organismo podem ser interpretadas como de organismos diferentes, 0 que compromete a

interpretacéo dos resultados.
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Por outro lado, Singh et al. (2014) relataram a plasticidade fenotipica como outro
ponto de destaque, devido a sua incoeréncia com os dados genéticos estar afetando fortemente
a taxonomia cianobacteriana e infelizmente, o esquema tradicional taxonémico ndo tem sido
capaz de responder questdes altamente discutiveis quanto a essa plasticidade fenotipica com

restricdes ambientais, provando-se assim, inadequada e imprecisa.

4.2.2 Producao de microcistinas e presenca do gene mcyB em isolados de cianobactérias

A Tabela 5 correlaciona a producdo de microcistinas detectada pelo método ELISA
com a presenga do gene mcyB, evidenciando que 5 isolados produziram microcistinas,
enquanto que 12 isolados apresentaram o gene mcyB.

Apenas um dos isolados (M204BG) que apresentaram 0 gene mcyB mostrou producgédo
de microcistinas. O isolado em questéo foi identificado como Synechocystis aquatilis. Al-Layl
(2003) observou a produgdo de microcistinas com alta toxicidade por cianobacterias
pertencentes a esse género.

A producéo de microcistinas foi observada apenas em isolados pertencentes ao género
Synechocystis (M3C, M62C, M129C, M204BG, M242BG) (Tabela 6 e Figura 13). Outros
trabalhos evidenciaram a producdo de microcistinas pela espécie Synechocystis aquatilis
(Magalhaes et al., 2003; KIM; LEE; HWANG, 2013).

Ja a presenca do gene mcyB foi detectada em 3 isolados pertencentes a Romeria spp.,
3 de Synechocystis spp. e 6 de Synechococcus spp.

O gene mcyB é um dos dez genes envolvidos na producdo de microcistinas, sendo
organizados em dois operons, 0S quais se encontram separados por uma regido promotora
bidirecional (CRESPIM, 2013). Os resultados obtidos indicaram a presenca de mcyB em 12

isolados mostrando que estas cianobactérias sdo potenciais produtoras de microcistinas.

Figura 13 - Produtos de amplificacdo do gene mcyB dos isolados de cianobactérias marinhas.
Linhas:a) Microcystis aeruginosa (cepa padrdo); b) M38C; c) M41C; d) M80C; e) M94C; f) M100C;
g) M204BG.
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Fonte: Giuseppe Fernandes (2015).



Tabela 6. Producdo de microcistinas e a presenca do gene mcyB nos isolados de cianobactérias

marinhas.

Espécie/género Isolado Producéo de mcyB
microcistinas (~800pb)

Synechocystis aquatilis | M3C + -
Romeria gracilis M6C - +
Synechocystis aquatilis M20C - +
Synechococcus nidulans M38C - +
Synechococcus nidulans M41C - +
Synechocystis aquatilis M60C - -
Synechocystis aquatilis M62C + -
Synechococcus nidulans M80C - +
Synechococcus M94C - +
Synechococcus nidulans M100C - +
Synechocystis M129C + -
Synechocystis M130C - -
Romeria gracilis M138C - +
Synechocystis aquatilis M163C - -
Cyanothece M181C - -
Synechocystis aquatilis M204BG + +
Phormidium M216C - -
Synechocystis M242BG + -
Synechococcus M290C - +
Romeria M304C - +
Synechocystis M305C - +
Planktolyngbya M333BG - -

+ positivo; - negativo
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Alguns isolados produziram microcistinas, apesar da ndo deteccdo do gene envolvido,

possivelmente por se tratar de outra variante expressa por outro gene do conjunto mcy.

Pimentel (2009) relatou problemas na amplificacdo de DNA por PCR atribuindo o problema a

inibidores presentes no ambiente e/ou residuos da extracdo de DNA, sugerindo que a

metodologia de extracdo empregada poderia ser uma possivel fonte de contaminagéo.

Temperaturas mais elevadas podem aumentar a toxicidade de cianobactérias,

estimulando a sua biossintese de toxinas. EI-Shehawy et al. (2012) relataram que a producao
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da hepatotoxina microcistina pode estar diretamente ligada a fatores ambientais como efeitos
do aquecimento global sobre as mudancas fisiol6gicas e moleculares nestas cianobactérias por
causar um aumento na expressdo do grupo de genes mcy envolvidos na biossintese de

microcistinas.

4.3 Atividade antibacteriana de extratos dos isolados de cianobactérias marinhas

Os dados sobre a atividade antibacteriana dos extratos metandlicos e etandlicos dos
isolados cianobacterianos estdo demonstrados na Tabela 7.

Dos 22 isolados de cianobactérias analisados apenas 4 (M6C, M62C, M94C, M290C)
mostraram inibicdo de S. auerus ou de P. aeruginosa (Tabela 7). O halo de inibicdo de
crescimento de bactérias patogénicas testadas variou entre 10 e 14mm (Tabela 7 e Figura 16).
Para o controle positivo e negativo foram utilizados discos de antibioticos como o &cido
nalidixico, estreptomicina, clorafenicol e vancomicina (Figura 17).

Os isolados que mostraram atividade antibacteriana correspondem as espécies
Romeria gracilis (M6C), Synechocystis aquatilis (M62C), Synechococcus nidulans (M94C) e
Synechococcus sp. (M290C).

Nenhum extrato etandlico apresentou atividade frente S. aureus, entretanto extratos
etanolicos de 3 isolados inibiram P. aeruginosa (Tabela 7). Dentre os extratos metanolicos
apenas um isolado (M62C) apresentou atividade inibitoria frente S. auereus e um isolado
(M6C) frente P. aeruginosa.

O isolado M6C (Romeria gracilis) apresentou atividade inibitoria frente P. aeruginosa
para 0s extratos metanolico e etandlico.

As cianobactérias sdo consideradas como organismos com grande potencial
biotecnolégico por possuir substancias antimicrobianas que atuam sobre varios
microrganismos, tanto procariotos quanto eucariotos (SILAMBARASAN; ABRAHAM,
2011).

Muitos trabalhos realizam extracdes de compostos bioativos de linhagens de
cianobactérias utilizando solventes como metanol, etanol, acetona, entre outros
(MADHUMATHI et al., 2011; BIONDI et al., 2008; HAMEED, 2013).
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Tabela 7. Atividade antibacteriana de extratos metanélicos e etanélicos dos isolados de cianobactérias

marinhas.

Extrato metandlico Extrato etandlico
Espécie/género Isolados | S.aureus  P.aeruginosa  S.aureus P.aeruginosa
Halo de inibicdo (mm) Halo de inibigdo (mm)

Synechocystis aquatilis M3C 0 0 0 0
Romeria gracilis M6C 0 10 0 11
Synechocystis aquatilis M20C 0 0 0 0
Synechococcus M38C 0 0 0 0
nidulans

Synechococcus M41C 0 0 0 0
nidulans

Synechocystis aquatilis M60C 0 0 0 0
Synechocystis aquatilis M62C 11 0 0 0
Synechococcus M80C 0 0 0 0
nidulans

Synechococcus M94C 0 0 0 12
Synechococcus M100C 0 0 0 0
nidulans

Synechocystis M129C 0 0 0 0
Synechocystis M130C 0 0 0 0
Romeria gracilis M138C 0 0 0 0
Synechocystis aquatilis | M163C 0 0 0 0
Cyanothece M181C 0 0 0 0
Synechocystis aquatilis | M204BG 0 0 0 0
Phormidium M216C 0 0 0 0
Synechocystis M242BG 0 0 0 0
Synechococcus M290C 0 0 0 14
Romeria M304C 0 0 0 0
Synechocystis M305C 0 0 0 0
Planktolyngbya M333BG 0 0 0 0

Além disso, ha evidencias de uma grande variedade de compostos organicos

excretados por diversas espécies de cianobactérias para o ambiente com propriedades
antimicrobianas (CAICEDO et al., 2011).
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Segundo Kumar; Bhatnagar e Srivastava (2011), extratos cianobacterianos
proporcionam uma atividade antimicrobiana mais consistente, indicando claramente que a
polaridade dos compostos antimicrobianos facilita a sua extragdo por solventes organicos,
além de ndo afetar negativamente a sua bioatividade contra espécies antibacterianas e
antiflngicas.

Martins et al. (2008) estudaram isolados de cianobactérias marinhas dos géneros
Synechocystis e Synechococcus que produziram substancias com efeitos inibidores sobre
organismos procariontes, inibindo as bactérias Gram-positivas, e com atividade apoptética
frente células eucariontes. Os autores observaram diferentes atividades dos extratos obtidos
com solventes organicos e extratos aquosos, sugerindo desta forma que compostos com
polaridades diferentes estariam envolvidos. Varios estudos destacaram a importancia de
cianobactérias marinhas como fontes de agentes farmacologicos (RASTOGI; SINHA, 2009;
YADAV et al., 2011; NOWRUZI et al., 2012; KUMAR et al., 2013; PRADHAN; DAS;
DAS, 2014).

Figura 14. Teste de sensibilidade de P. aeruginosa aos extratos metandlicos no agar

Muller-Hinton. Extrato do isolado M6C (seta) apresenta halo de inibigdo da cepa padrao.

Fonte: Giuseppe Fernandes (2015).
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Figura 15. Teste de sensibilidade de S. aureus (A) e P. aeruginosa (B) aos antibiéticos (controle):

acido nalidixico (NAL), estreptomicina (ES), cloranfenicol (CLO) e vancomicina (VAN).

S. aureus

Fonte: Giuseppe Fernandes (2015).

4.4 Biomassa dos isolados de cianobactérias marinhas

Os 22 isolados de cianobactérias apresentaram a biomassa entre 0,141g/L e 1,646g/L
(Tabela 8). Os isolados que apresentaram maiores valores de biomassa foram M60C
(Synechocystis aquatilis; 1,646 g/L), MB80C (Synechococcus nidulans; 1,457g/L) e M3C
(Synechocystis aquatilis; 1,267g/L). Tempo de cultivo para obtencdo de biomassa variou entre
14 e 20 dias, dependendo da taxa de crescimento dos isolados.

Um dos fatores responsaveis pelo potencial sucesso das microalgas como matéria-
prima para producdo de biodiesel é a alta produtividade de biomassa frente a culturas
oleaginosas como a soja, sendo assim considerada como uma vantagem economicamente
competitiva (CHISTI, 2007; WAHLEN, WILLIS e SEEFELDT, 2011).
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Tabela 8. Producédo de biomassa dos isolados de cianobactérias marinhas.

Espécie/género Isolado Biomassa Tempo de cultivo
(/L) (dias)
Synechocystis aquatilis | M3C 1,267 14
Romeria gracilis M6C 0,860 14
Synechocystis aquatilis | M20C 0,141 14
Synechococcus nidulans | M38C 0,926 14
Synechococcus nidulans | M41C 0,264 20
Synechocystis aquatilis | M60C 1,646 14
Synechocystis aquatilis | M62C 0,482 20
Synechococcus nidulans | M80C 1,457 14
Synechococcus M94C 0,750 14
Synechococcus nidulans | M100C 0,428 14
Synechocystis M129C 0,573 14
Synechocystis M130C 1,032 14
Romeria gracilis M138C 0,211 14
Synechocystis aquatilis | M163C 0,770 14
Cyanothece M181C 0,741 20
Synechocystis aquatilis | M204BG 0,329 14
Phormidium M216C 0,553 14
Synechocystis M242BG 0,235 14
Synechococcus M290C 0,717 14
Romeria M304C 0,440 14
Synechocystis M305C 0,370 14
Planktolyngbya M333BG 0,981 14

4.5 Perfil de &cidos graxos dos isolados de cianobactérias marinhas

O conteldo total de lipidios e o perfil de ésteres metilicos de acidos graxos foi
analisado para 8 isolados de cianobactérias pertencentes aos géneros  Romeria,
Synechococcus e Synechocystis (Tabela 9).

Os isolados pertencentes ao género Synechococcus apresentaram os maiores valores de
conteldo lipidico. O maior conteddo de lipidios foi observado em isolados M94C

(Synechococcus sp.), M6C (Romeria gracilis) e M80C (Synechococcus nidulans).
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Karatay e Dénmez (2011) relataram que o alto custo do biodiesel é o maior obstaculo
para uma efetiva comercializacdo e para superé-lo, a fonte de éleo utilizada na produgdo de
biodiesel tem grande importancia no custo do processo, evidenciando as cianobactérias
Synechococcus sp. e Phormidium sp. como matérias-primas atrativas que permitem alta
producao de lipidios.

Os principais &cidos graxos encontrados nos isolados de cianobactérias analisadas
foram os acidos palmitico (saturado), oléico (monoinsaturado) e linoléico (poliinsaturado),
com predominéncia do acido palmitico que apresentou os maiores percentuais no isolado
M6C (47,3%), nos isolados do género Synechococcus (M100C, M38C e M94C) com o0s
valores 40,7%, 35,6% e 35,5%, respectivamente (Tabela 9).

Sahu et al. (2013) observou também que os acidos palmitico e oléico foram os
dominantes entre os lipidios encontrados nas cianobactérias Calothrix sp., Leptolyngbya sp.,
Oscillatoria marina, Oscillatoria acuta, Lyngbya sp., Spirulina platensis, Nostoc muscorum e
Synechococcus sp.

Os isolados M38C, M94C, M100C e M129C, tambem apresentaram 0s acidos gama
linolénico e miristico em seus perfis, porém com baixos percentuais (acido miristico variou de
1,9 a 6,0% e gama linolénico variou de 1,3 a 7,3%) (Tabela 9), exceto o isolado M41C que
apresentou um elevado percentual do acido miristico (25,9%) frente aos demais. Os isolados
M80C e MG60C apresentaram o maior percentual de &cido linoléico e linolénico,
respectivamente.

Os isolados do género Synechococcus sp. apresentaram valores elevados de biomassa
e conteudo lipidico. Segundo Karatay e Donmez (2011), a producédo de acidos graxos por esse
género pode chegar a 42,8% em condi¢des 6timas de cultivo.

Rds (2012) observou que um isolado de Synechococcus sp. apresentou 30% de acidos
graxos saturados e 70% de &cidos graxos insaturados, destacando em maior quantidade 0s
acidos oléico, linoléico e palmitico.

Costa et al. (2014) ressaltaram que cianobactérias marinhas filamentosas e
picoplanctdnicas de géneros como Synechocystis, Synechococcus e Romeria, entre outros,
raramente tém sido estudadas com relacdo aos seus potenciais como produtores de compostos

bioativos.
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Tabela 9. Composicdo de &cidos graxos (percentual do total de &cidos graxos) dos isolados de

cianobactérias marinhas.

Acidos graxos Composicéo (%)

M6C M38C M41C M60C M80OC M94C M100C M129C
Saturados
Caprilico C8:0 01
Laurico C12:0 0,2 2,2 1,1 1,6 2,4 2,9
Miristico C14:0 0,2 3,7 25,9 1,9 2,6 6,0
Pentadecilico C15:0 0,3 1,0 0,7
Palmitico C16:0 47,3 35,6 19,5 25,6 17,4 35,5 40,7 22,4
Margarico C17:0 1,6 8,6
Estearico C18:0 0,6 2,8 1,7 2,7 3,5 2,8 2,5
Behénico C22:0 15,0
Total 50,3 44,3 49,2 25,6 35,1 42,5 49,2 42,4
Monoinsaturados
Miristoléico C14:1 1,9
c9
Pentadecaendico 1,2
C15:1 cl10
Palmitoléico C16:1 0,1 26,5 3,9 0,8 0,8
c9
Hexadecendico 15,0
Ci16:1c11
Heptadecendico 3,9
Cl7:1¢9
Oléico C18:1 c9 14,6 18,3 11 7,4 15,3 14,6 19,1 14,5
Vacénico C18;1c11 05 1,8 3,1 0,8 1,9 1,1
Total 34,1 20,1 32,6 7,4 19,2 16,2 23,0 15,6
Poliinsaturados
Hexadecadiendico 11,3 3,5 13,4 17,9 0,6
C16:2 ¢7,10
Hexadecatriendico 3,9 3,7 51
C16:3¢6,9.12
Hexadecatriendico 4,1 13,2
C16:3¢7,10,13
Linoléico C18:2 9,9 12,8 1,0 26,1 37,4 9,7 12,2 21,1
9,12
Gama-Linolénico 4,4 1,3 1,8 7,3
C18:3¢6,9,12
Linolénico C18:3 53 7,1 0,5 14,3 8,3 6,3 6,8 8,6
c9,12,15
Estearidbnico C18:4 2,2 2,7
€6,9,12,15

Total 15,2 35,6 91 67,0 42,7 41,3 27,8 42,1
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Lang et al. (2011) relataram que as cianobactérias possuem pouca quantidade de
acidos graxos de forma saturada e mono insaturada, bem como apenas vestigios de &cidos
graxos poli-insaturados (PUFAs), geralmente o &cido linoléico. Porém, o rapido aumento de
biomassa que possui composi¢do invariavel, além da inducdo de aumento de sintese de varios
compostos, entre eles proteinas, carboidratos e lipideos, sdo algumas das vantagens que
tornam as cianobactérias microrganismos interessantes para aplicagdes biotecnoldgicas
(DERNER et al., 2006).

Embora o cultivo dos isolados utilizados neste estudo ndo tenha objetivado um
aumento da sintese de acidos graxos, o perfil analisado e o rendimento de biomassa de

algumas cianobactérias se apresentaram bastantes promissores para pesquisas futuras.
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. CONCLUSOES

Os isolados de cianobactérias provenientes de agua e organismos marinhos do litoral dos
estados da Paraiba, Rio Grande do Norte e Santa Catarina foram classificados na base das
caracteristicas morfoldgicas no nivel do género ou espécie, e pertenceram aos géneros

Synechocystis, Synechococcus, Romeria, Planctolyngbya, Cyanothece e Phormidium.

A presenca do gene mcyB foi constatada em maior nimero de isolados de cianobactérias
do que a producéo de microcistina. A producdo de microcistina e a presenga do gene mcyB

foram detectadas simultaneamente apenas em um isolado.

Os extratos metandlicos e etandlicos de quatro isolados apresentaram atividade inibitoria

frente as bactérias patogénicas S. aureus ou P. aeuruginosa.

Dentre os &cidos graxos observados no perfil dos isolados de cianobactérias os acidos:
palmitico, oléico, miristico, linoléico e linolénico apresentaram maiores teores. Alguns
isolados apresentaram um potencial biotecnologico para ser explorado para a producdo de

acidos graxos.
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ANEXO A - Isolados do género Synechocystis. M3C (a); M20C (b); M60C (c); M62C (d); M129C
(e); M130C (f); M163C (g); M204BG (h); M242BG (i); M305C (j) Aumento final: 1000x.




Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).
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ANEXO B - Isolados do género Synechococcus. M80C (a); M41C (b); M38C (c); M94C (d);
M100C (e); M290C (f). Aumento final: 1000x.

Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).
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ANEXO C - Isolados do género Romeria. M6C (a); M138C (b); M304C (c). Aumento final: 1000x.

Fonte: Giuseppe Fernandes (2014).



ANEXO D - Isolados dos géneros Planktolyngbya (M333C) (a); Cyanothece (M181C) (b);
Phormidium (M216C) (c). Aumento final: 1000x.

Fonte: Roberto Sassi (2015).
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