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“Sao como veias, serpentes
Os rios que trangam o coracdo do Brasil
Levando a agua da vida
Do fundo da terra ao coracdo do Brasil
Gente que entende e que fala a lingua
das plantas, dos bichos
Gente que sabe o caminho das aguas, das
terras, do ceu
Velho mistério guardado no seio das
matas sem fim
Tesouro perdido de nos
Distantet do bem e do mal
Filho do Pantanal”

Pantanal, Sagrado Coracéo da Terra
Marcus Viana
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Apresentacao

O presente trabalho foi organizado em trés capitulos. O Capitulo 1 (Introducdo Geral e
Area de Estudo) inclui a caracterizagio das cianobactérias e distribuicio no Brasil dos géneros
Anabaenopsis e Arthrospira; breve descricdo das principais caracteristicas do Pantanal e das
lagoas salinas da Nhecolandia; e, uma sintese sobre o conceito de salinidade aplicado aos
estudos limnoldgicos no Pantanal. Nos capitulos 2 e 3 sdo apresentados 0s aspectos
morfolégicos, filogenéticos, ecofisiolégicos e da producdo de bioativos de Arthrospira
platensis e Anabaenopsis elenkinii, respectivamente. Por fim, ao final dos capitulos foi
inserido o topico Consideracdes Finais, onde sdo destacados os resultados mais relevantes e

recomendacdes de estudos para as duas espécies.
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RESUMO - Estudos de desenvolvimento, moleculares e do potencial biotecnoldgico em
cepas de cianobactérias provenientes de lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia, MS,
Brasil: Anabaenopsis elenkinii (Nostocales) e Arthrospira platensis (Oscillatoriales)

Cianobactérias consideradas extremofilas sdo aquelas que ocorrem em ambientes inGspitos
para a maioria dos organismos, por exemplo, ambientes altamente alcalinos (pH >9) como as
lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia. Nessas lagoas de caracteristicas ambientais
extremas (pH 9-11), ha dominancia de cianobactérias e ocorrem floracdes de Anabaenopsis
elenkinii Miller, principalmente nos periodos de seca, sendo também comum a presenga de
Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont. Considerando a auséncia de estudos filogenéticos,
taxondmicos e de producdo de compostos bioativos por essas espécies no Brasil, 0s objetivos
do presente estudo foram: avaliar a variabilidade morfoldgica e o desenvolvimento em
diferentes condigdes de cultura (concentracdo de nitrogénio, temperatura e pH), a filogenia, a
producdo de toxinas e outras substancias bioativas das cepas Anabaenopsis elenkinii
CCIBt1059 e Arthrospira platensis CCIBt3335 isoladas de uma lagoa salina do Pantanal da
Nhecolandia. Para o estudo taxonémico foi utilizado o conceito de taxonomia polifasica e
utilizadas caracteristicas morfolégicas (fenotipicas), ecolégicas e filogenéticas para
caracterizar as espécies estudadas. Para o estudo filogenético foram sequenciados 0s genes
RNAr 16S, ITS (16S-23S) e cpcBA-IGS (ficocianina). Para os estudos ecofisioldgicos foram
realizados experimentos de cultivo em camaras incubadoras com irradiancia 80-100 umol
fétons.m2.s-1 e ciclo 12-12h luz-escuro, em sete tratamentos distintos, onde o meio BG-11
modificado (com 3% de NaNOgs, 45 mg.L-1), pH 9,5, temperatura 25°C foi considerado como
condigdo controle, por apresentar as caracteristicas mais proximas do encontrado nas lagoas
salinas. Além da condicdo controle, os seguintes tratamentos foram utilizados variando
apenas um parametro em cada um deles: T1) BG-11 50% de NaNOj3 (750 mg.L-1); T2) BG-11
0% (sem N); T3) Temperatura 30°C; T4) Temperatura 35°C; T5) pH 10,5; e, T6) pH 7,0. Para
a detecgdo das microcistinas LR, RR, YR e LA, do L-BMAA e da saxitoxina foi utilizada a
técnica LC-MS/MS; para verificar o potencial das espécies como produtoras de metabdlitos
bioativos foram feitos ensaios de atividades anticolinesterasica, antiflngica, antioxidante,
hemolitica e antibacteriana. Nossos resultados confirmaram as seguintes hipoteses para
Arthrospira platensis: a) A presenca de aer6topos é facultativa e o habito é planctonico; b) A
auséncia de caliptra nas células apicais, tanto em material da natureza quanto de cultura, é
uma caracteristica morfoldgica estavel desta espécie; ¢) Tricomas regularmente espiralados e
hormogonios retos ou curvos sdo caracteristicas inerentes ao seu ciclo de desenvolvimento; d)
A variabilidade filogenética dos genes RNAr 16S e ITS (16S-23S) ndo expressa a
variabilidade fenotipica das espécies de Arthrospira; e) As populac@es de A. platensis de uma
mesma regido geografica compartilham o mesmo clado filogenético; f) N&o ha producédo de
cianotoxinas por A. platensis CCIBt3335. A hipdtese sobre o crescimento de A. platensis estar
correlacionado positivamente com o aumento do pH, da concentracdo de nitrogénio e da
temperatura, foi confirmada parcialmente, visto que ndo foi possivel determinar a relagcdo do
crescimento da espécie com 0 aumento da temperatura. Para Anabaenopsis elenkinii as
seguintes hipdteses foram confirmadas: a) A presenca de aerdtopos é facultativa e o habito é
plancténico; b) A variabilidade filogenética dos genes RNAr 16S e cpcBA-IGS corrobora a
variabilidade fenotipica das espécies de Anabaenopsis; ¢) As populacbes de A. elenkinii de
uma mesma regido geografica compartilham o mesmo clado filogenético na arvore do RNAr
16S; d) O crescimento desta espécie esta correlacionado positivamente com o aumento do pH
e negativamente com 0 aumento da temperatura; e) A temperatura influencia a frequéncia de
formacdo de heterocitos em A. elenkinii; f) A formacdo de acinetos ndo é influenciada por
mudangas na disponibilidade de nitrogénio, na temperatura e no pH; g) Ndo ha producédo de
cianotoxinas por A. elenkinii CCIBt1059. Nao foi possivel confirmar a hipotese de existir
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espécies cripticas no género Anabaenopsis relacionadas ao morfotipo de A. elenkinii.
Portanto, ndo podem ser diferenciadas quanto ao habitat, origem geografica, morfologia e
filogenia. No entanto, as arvores filogenéticas do RNAr 16S e ITS (16S-23S) indicam que as
cepas de A. elenkinii do Pantanal e México estdo em processo de evolugdo recente,
intimamente relacionadas com as cepas africanas. Em ambas as espécies estudadas ndo foram
detectadas a producdo das microcistinas LR, RR, YR e LA, do L-BMAA e da saxitoxina. A
cepa A. elenkinii CCIBt1059 apresentou resultado positivo para atividade anticolinesterasica e
antifingica e a cepa A. platensis CCIBt3335 apresentou resultado positivo para atividade
antioxidante e antifungica. Os demais ensaios apresentaram resultados negativos. Por fim,
consideramos que o isolamento e a caracterizagdo morfologica, filogenética, ecofisioldgica e a
pesquisa de bioativos nas cepas A. elenkinii CCIBt1059 e A. platensis CCIBt3335
representam um marco para estudos futuros e abrem caminho para o potencial uso
biotecnoldgico destas linhagens de espécies muito importantes e abundantes nas lagoas
salinas do Pantanal.
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ABSTRACT - Studies on development, phylogeny and biotechnological potential in strains
of cyanobacteria from saline lakes of Pantanal of Nhecolandia, MS, Brazil: Anabaenopsis
elenkinii (Nostocales) and Arthrospira platensis (Oscillatoriales)

The cyanobacteria considered as extremophiles are those that occur in environments
inhospitable to most organisms, for example, highly alkaline environments (pH> 9) such as
the saline lakes of Pantanal of Nhecolandia. In those lakes with extreme environmental
characteristics (pH 9-11), there is dominance of cyanobacteria and occurrence of blooms of
Anabaenopsis elenkinii Miller particularly during periods of drought, and the presence of
Arthrospira platensis (Norderstedt) Gomont is also common. Considering the lack of studies
on phylogeny, taxonomy and production of bioactive compounds by these species in Brazil,
the objectives of this study were to assess the morphological variability and development
under different culture conditions (nitrogen concentration, temperature and pH), the
phylogeny, the production of toxins and other bioactive substances of Anabaenopsis elenkinii
CCIBt1059 and Arthrospira platensis CCIBt3335 strains, isolated from a saline lake of
Pantanal da Nhecolandia. For the taxonomic study, we used the concept of polyphasic
taxonomy and for characterizing the studied species, we considered their morphological
(phenotypic), ecological and phylogenetic features. For the phylogenetic study, the
sequencing of RNAr 16S, ITS (16S-23S) and cpcBA-IGS (phycocyanin) genes was
performed. For the ecophysiological studies, cultivation experiments were carried out in
incubators chambers with irradiance 80-100 umol photons.m?.s* and photoperiod 12-12h
light-dark, in seven different treatments, where the BG-11 medium with 3% NaNOj (45
mg.L-%), pH 9.5, temperature 25°C was considered as the control condition, since it presents
characteristics most similar to that found in the saline lakes. Besides the control condition, the
following treatments were used varying only one parameter in each one: T1) BG-11 50% of
NaNO; (750 mg.L-1); T2) BG-11 0% (no N); T3) Temperature 30°C; T4) Temperature 35°C;
T5) pH 10.5, and T6) pH 7.0. For detecting microcystins LR, RR, YR and LA, L-BMAA and
saxitoxin, the LC-MS/MS technique was applied; to verify the potential of the species as
producers of bioactive metabolites, assays were made to determine the anticholinesterase,
antifungal, antioxidant, antibacterial and hemolytic activities. Our results confirmed the
following assumptions for Arthrospira platensis: a) The presence of aerotopes is optional and
the habit is planktonic; b) The absence of calyptra in apical cells, both in nature and culture
materials, is a stable morphological characteristic of this species; ¢) Regularly spiral
trichomes and straight or curve hormogonia are inherent characteristics in their development
cycle; d) The phylogenetic variability of RNAr 16S and ITS (16S-23S) genes does not
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express the phenotypic variability of the Arthrospira species; €) The populations of A.
platensis in the same geographical region share the same phylogenetic clade; f) There is no
production of cyanotoxins by A. platensis. The hypothesis that the growth of A. platensis is
positively correlated with increased pH, nitrogen concentration and temperature was partially
confirmed, since it was not possible to determine the relationship between the species growth
and high temperature. For Anabaenopsis elenkinii the following hypotheses were confirmed:
a) The presence of aerotopes is optional and the habit is planktonic; b) The phylogenetic
variability of RNAr 16S and cpcBA-IGS genes corroborates the phenotypic variability of the
Anabaenopsis species; c¢) The populations of A. elenkinii in the same geographical region
share the same phylogenetic clade in the RNAr 16S tree; d) The growth of this species is
positively correlated with increased pH and negatively correlated with high temperature; e)
Temperature influences the rate of heterocytes formation in A. elenkinii ; f) Akinetes
formation is not influenced by changes in nitrogen availability, temperature and pH; g) There
IS no production of cyanotoxins by A. elenkinii. It was not possible to confirm the hypothesis
on the existence of cryptic species in the genus Anabaenopsis related to the morphotype of A.
elenkinii. Therefore, they can not be distinguished in terms of habitat, geographic origin,
morphology and phylogeny. However, RNAr 16S and ITS (16S-23S) phylogenetic trees
indicate that the strains of A. elenkinii in Pantanal and Mexico are in recent process of
evolution, closely related to the African strains. In both studied species production of
microcystin LR, RR, YR and LA, L-BMAA and saxitoxin was not detected. The strain A.
elenkinii CCIBt1059 proved positive for acetylcholinesterase and antifungal activity and the
strain A. platensis CCIBt3335 showed positive results for antioxidant and antifungal activity.
The other assays were negative. Finally, we consider the isolation and morphological,
phylogenetic and ecophysiological characterization and the research on bioactive compounds
in A. elenkinii CCIBt1059 and A. platensis CCIBt3335 strains represent a milestone for future
studies and pave the way for potential biotechnological use of these strains which are very
important and abundant in the saline lakes of Pantanal.
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CAPITULO 1 - Introducio Geral e Area de Estudo

1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Conhecendo as Cianobactérias

As cianobactérias sdo bactérias (Procariontes) do tipo Gram-negativas que realizam
fotossintese oxigénica (oxifototrdficas) e utilizam tipicamente a agua como doadora de
elétrons (Whitton & Potts 2000). Os fotossistemas | e Il e clorofila a, estdo presentes no
aparato fotossintético da membrana dos tilacdides de todas as espécies, inclusive
ficobiliproteinas arranjadas nos ficobilissomos atados & membrana externa dos tilacoides (Lee
1999). Alguns representantes do grupo apresentam ainda, clorofila b (Prochloron didemni),
clorofila d (Acaryochloris marina) e recentemente foi descrita uma nova clorofila em
estromatdlitos, a clorofila f (Chen et al. 2010).

A presenca de diferentes clorofilas em cianobactérias, especialmente as clorofilas d e f,
permite-lhes utilizar a energia da regido do espectro luminoso além do visivel (infravermelho
700-750 nm), o que confere uma adicdo de 19% ao fluxo de fétons em relacdo a radiacéo
fotossintéticamente ativa padrdo (400-700 nm). Esta particularidade evidéncia a vantagem
adaptativa das cianobactérias frente aos fotossintetizantes eucariotos, que sdo incapazes de
absorver energia luminosa além do espectro visivel (Chen & Blankenship 2011). Além disso,
as cianobactérias sdo 0s uUnicos organismos oxifototréficos que contém mecanismos e
adaptacbes para fixar nitrogénio atmosférico, e todas estas caracteristicas adaptativas
permitem que as cianobactérias colonizem os mais variados ambientes: terrestre, marinho, de
agua doce, além de ambientes extremos como fontes termais, geleiras, desertos, rochas nuas,
lagoas alcalinas e hipersalinas (Komarek 2006).

A origem das cianobactérias é estimada em 3,5 a 2,7 bilhdes de anos (Pré-Cambriano)
com base em registros fosseis (Schopf 1993), biomarcadores organicos (Brocks et al. 1999) e
analise de sequéncias genémicas (Hedges et al. 2001). A primeira estimativa de ocorréncia de
cianobactérias a 3,5 bilhGes de anos (Schopf 1993), no entanto, tem sido questionada por
Brasier et al. (2002) e Riding (2012). Acredita-se que estas primeiras cianobactérias
desempenharam papel importante na producdo de uma atmosfera rica em oxigénio,
principalmente a partir de 2,3 bilhdes de anos (Blankenship 1992), embora outras diferentes
teorias tenham sido propostas para explicar o aumento de oxigénio atmosferico na Terra
(Catling et al. 2001, Kasting 2001). Uma dessas teorias sugere que a transicdo de baixa para
alta concentracdo de oxigénio foi causada pela maior perda de hidrogénio para o espaco apos
a fotdlise do metano (CH,), gas muito abundante na atmosfera primitiva (3,0-2,3 bilhdes de
anos) (Catling et al. 2001). Além disso, Kasting (2001) sugere que 0 aumento do oxigénio na
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atmosfera primitiva pode ser explicado por mudancas geologicas, relacionadas também com o
resfriamento da Terra ao invés da bioldgica (atribuida as cianobactérias).

De qualquer forma, as cianobactérias sdo organismos evolutivamente importantes, que
podem ter sido o ancestral endossimbionte de um eucarioto que deu origem aos plastos
(organelas fotossintéticas) que as algas e plantas possuem (Margulis 1970, Bhattacharya et al.
2004, Chan et al. 2010).

Tradicionalmente, as cianobactérias foram conhecidas como algas verde-azuladas e
classificadas pelos botanicos entre as algas, sendo a sistematica do grupo regida pelo Codigo
Internacional de Nomenclatura Botanica, atualmente designado como “Codigo Internacional
de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas” (Codigo de Melbourne 2011). A classifica¢do
botanica das cianobactérias foi revisada por Komarek e Anagnostidis (Anagnostidis &
Komarek 1985, 1988, 1990, Komarek & Anagnostidis 1986, 1989, 1999, 2005), baseando-se,
sobretudo, em caracteristicas morfoldgicas do talo, modo de divisdo celular e producdo de
células diferenciadas. Os referidos autores dividiram o0 grupo em quatro ordens:
Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales e Stigonematales, contendo cerca de 2.800
espécies.

Embora a semelhanca morfoldgica e estrutural com as bactérias tenha sido observada
ainda no século XIX, apenas em 1962 o termo “Cyanobacteria” foi proposto, e baseando-se
em estudos ultraestruturais, bioguimicos e moleculares, alguns representantes foram
classificados como bactérias e foram do ponto de vista nomenclatural, efetivamente
incorporados no reino procariota (Stanier & Van Neil 1962). Esta designacdo foi aceita e
publicada pela primeira vez em 1974 no Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
(Guglielmi et al. 1993). Em 1978, a nomenclatura do grupo passou a ser regida também pelo
Codigo Internacional de Nomenclatura Bacteriologica (Stanier et al. 1978, Oren 2004) e
Rippka et al. (1979), com base em culturas puras axénicas, elaboraram um sistema de
classificacdo que foi posteriormente adotado e modificado por novas edi¢bes do Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology (Staley & Holt 1989, Boone & Castenholz 2001).

Atualmente, em consequéncia do acimulo de informagdes moleculares, os sistemas de
classificagdo tradicionais tém sido modificados, acompanhando a tendéncia da sistematica
bacteriana em reunir as caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas, bioguimicas, fisioldgicas,
ultraestruturais e genéticas em sistemas de classificagdo polifasicos (Hoffmann et al. 2005,
Komarek 2006). Resultado recente dos esforcos de conciliacdo das abordagens botéanica e
bacterioldgica é o sistema elaborado por Hoffmann et al. (2005), baseado em semelhanca
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genética (principalmente do RNAr 16S), caracteristicas morfologicas e arranjo dos tilacéides.
O sistema introduz modificagdes, sobretudo nos niveis hierarquicos mais elevados,

reagrupando as ordens e familias em quatro subclasses (Tabela 1).

Tabela 1. Sistema de Classificacdo Polifasica das Cianobactérias (Hoffmann et al. 2005).

Subclasse Gloeobacterophycidae nom. prov. — Cocoides sem tilacoides.

Ordem Gloeobacterales. Apenas uma familia (Gloeobacteriaceae). Ex. Gloeobacter

Subclasse Synechococcophycidae nom. prov. Tilacdides paralelos a superficie celular.
Ordem Synechococcales — Organismos unicelulares ou coloniais. 4 familias. Ex. Synechococcus
Ordem Pseudanabaenales — Organismos filamentosos estreitos (geralmente < 3um diametro). 2 familias. Ex.

Pseudanabaena

Subclasse Oscillatoriophycidae nom. prov. — Tilac6ides radiais.
Ordem Chroococcales — Unicelulares ou coloniais, pseudofilamentoso/filamentoso. 11 familias.
Ex. Chroococcus, Spirulina
Ordem Oscillatoriales — Organismos filamentosos grandes (geralmente > 3um diametro). 5 familias. Ex.

Arthrospira

Subclasse Nostocophycidae nom. prov. — Heterocitadas, arranjo irregular dos tilacéides.

Ordem Nostocales. 10 familias. Ex. Anabaenopsis

Apesar do enorme avan¢o das técnicas moleculares, a morfologia ainda fornece
informacdes bastante Uteis para a avaliacdo da variabilidade e diversidade das cianobactérias,
Unico grupo procarionte que permite taxonomia baseada em caracteres morfolégicos (Kovacik
& Holeckova 1984, Gautiner et al. 2007). De modo geral, muitos dos agrupamentos
resultantes da analise de sequéncias génicas, sobretudo do RNAr 16S, revelaram-se
congruentes com 0s géneros estabelecidos pelos métodos tradicionais (Koméarek & Kastovsky
2003, Komarek 2006). Entretanto, os géneros classicos frequentemente apresentam grande
heterogeneidade morfoldgica, o que dificulta a correta classificacdo das espécies (Bazzichelii
& Abdelahad 1994, Rajaniemi et al. 2005, Komarek 2006). Além disso, as cianobactérias
apresentam ampla plasticidade fenotipica induzida por variabilidade ambiental (Litvaitis
2002), e nem sempre as caracteristicas diacriticas estdo presentes nas populacdes naturais ou
mantidas em cultura (Zapomelova et al. 2008, Santos et al. 2011). Vale ressaltar que muitas
vezes 0s estudos filogenéticos e toxicoldgicos sdo realizados em espécies ou linhagens
pobremente descritas e incorretamente identificadas (Desikachary & Jeeji-Bai 1996,
Willmotte & Herdman 2001, Li et al. 2003, Komarek 2006), o que dificulta a correta

comparacdo entre os estudos. Desta forma, a taxonomia polifasica constitui-se em um
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importante conceito para correta caracterizacdo e classificacdo das cianobactérias (Rajaniemi
et al. 2005), o que evidencia a importancia de ampliar o conhecimento morfoldgico,

fisioldgico, toxicologico e molecular sobre estes organismos.

1.2. Importancia das Cianobactérias

As cianobacteérias, por constituirem juntamente com as algas os produtores primarios
dos ecossistemas aquaticos, tém importancia ecolégica intrinseca a sua existéncia. Participam
dos grandes ciclos geoquimicos do carbono, nitrogénio e oxigénio na Terra a bilhGes de anos
(Couradeau et al. 2011). Cerca da metade da producdo de oxigénio e fotossintese global é
realizada pelo fitoplancton marinho, o qual é constituido principalmente por cianobactérias
picoplanctdnicas (Fuhrman 2003), e 25% da fotossintese global pode ser representada pelas
cianobactérias marinhas Synechococcus e Prochlorococcus (Jansson & Northen 2010). Além
de sua grande importancia ecoldgica, as cianobactérias tém despertado interesse da
comunidade cientifica internacional devido sua ampla distribuicdo geogréafica, espécies com
potencial biotecnoldgico, formadoras de floragdes e potencialmente toxicas (Komarek 2006).

Em consequéncia da eutrofizacdo da &gua em todo o mundo, floragbes de
cianobactérias sdo comuns nas regides tropicais, subtropicais e temperadas. As espécies
planctonicas de cianobactérias sdo intensivamente favorecidas pelas condi¢cdes ambientais
ocasionadas pelo processo de eutrofizacdo, como a baixa transparéncia da agua, elevados
valores de pH e alta concentracdo de nutrientes, principalmente nitrogénio e fésforo (Padisak
1997, Molica et al. 2002, Tundisi et al. 2006, Sant’ Anna et al. 2008). Além disso, as elevadas
temperaturas da agua e luminosidade das regides tropicais favorecem o desenvolvimento e
formacdo de floragdes de cianobactérias (Bouvy et al. 2000, Bicudo & Bicudo 2008). Estas
floragdes podem conduzir a graves consequéncias ecoldgicas e econdémicas e representam um
problema de satde publica e ambiental, por produzirem, por exemplo, cianotoxinas que agem
sobre invertebrados, peixes, aves e mamiferos, inclusive o homem (Carmichael et al. 2001,
Chorus & Bartram 1999, Lagos et al. 1999, Komarek et al. 2001, Molica et al. 2002, Lagos
2003).

De modo geral, todas as espécies de cianobactérias sdo consideradas potencialmente
toxicas (Cox et al. 2005). Muitas espécies sdo conhecidas como produtoras de toxinas
especificas (Carmichael 1997, Metcalf et al. 2008) e outras substancias causadoras de odor e
sabor desagradaveis a agua (Persson 1996). No Brasil, os principais géneros conhecidos com
producdo de toxinas sdo Microcystis, Radiocystis, Planktothrix, Dolichospermum (citado
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como Anabaena), Aphanizomenon e Cylindrospermopsis (Sant’Anna & Azevedo 2000,
Sant’Anna et al. 2007, 2008).

Atualmente, os estudos toxicoldgicos de cianobactérias tém se concentrado nas
espécies que ocorrem em reservatorios urbanos eutrofizados, tanto no Brasil como em outras
partes do mundo, devido a ampla ocorréncia de floragdes toxicas nesses sistemas (Molica et
al. 2002, Tundizi et al. 2006, Sant’ Anna et al. 2008). Por outro lado, sdo extremamente raros
estudos sobre a producdo de cianotoxinas e/ou compostos bioativos por cianobactérias de
ambientes naturais com auséncia ou pouco influéncia antropica, como as lagoas salinas do

Pantanal.

1.3. Cianobactérias e Mudancgas Climaticas Globais

De acordo com resultados recentes divulgados pelo Painel Intergovernamental sobre
Mudangas Climaticas (IPCC 2007), a elevacdo da temperatura global constitui uma das
ameacas mais seérias a biodiversidade. Estes estudos indicam que no periodo de 200 anos,
entre 1900 e 2100, a temperatura méedia do planeta pode aumentar entre 1,4 e 5,8 °C, o que
representa um aquecimento rapido e que, aparentemente, ndo tem precedente durante os
ultimos 10.000 anos.

Estudos indicam que as mudancas no ambiente global estdo associadas com o aumento
da concentracdo de CO, na atmosfera, aumento da temperatura e fluxos elevados de radiagédo
ultravioleta em latitudes altas e médias (Beardall & Stojkovic 2006). Os efeitos de tais
alteracdes ambientais podem ser especificos para cada espécie de microalgas e cianobactérias,
e podem causar mudancas na composicdo das comunidades, na biomassa, bem como
promover alteracdes na composicdo quimica e bioquimica destes microorganismos que
formam a base da cadeia alimentar aquética, 0 que pode ter consequéncias para o fluxo de
energia e de matéria aos niveis tréficos superiores (Beardall & Stojkovic 2006).

Os estudos sobre cianobactérias em relacdo a evolucdo, ecofisiologia, dindmica e
estrutura da comunidade sugerem que existe relacdo entre o aquecimento global e a
proliferacdo de cianobactérias (Paerl & Huisman 2008). Alguns resultados recentes tém
causado grande preocupacédo, uma vez que o aquecimento global parece intensificar os efeitos
da eutrofizacdo, trazendo, consequentemente, alteracbes nas comunidades de algas e
cianobactérias (Bicudo & Bicudo 2008). Este provavel aumento da temperatura pode acelerar
0s processos biologicos e a influéncia deste efeito sobre a dindmica das algas e cianobacterias

ainda é pouco conhecida.
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A mais recente evidéncia dos efeitos do aquecimento global sobre as cianobactérias
constatou que nos lagos rasos estudados (83 na América do Sul e 60 na Europa) a propor¢ao
de cianobactérias em comunidades do fitoplancton aumentou com a elevacdo da temperatura
(Kosten et al. 2012). Os autores indicaram ainda um efeito sinérgico dos nutrientes e do
clima. As implicacdes sdo de que num futuro clima mais quente e lagos mais concentrados em
nutrientes € esperado dominéancia de cianobactérias e, somente reduzindo substancialmente os
valores atuais de nutrientes nos lagos, as populacdes de cianobactérias poderdo ser
controladas.

1.4. Potencial biotecnolégico das cianobactérias

O conceito de biotecnologia compreende a manipulagdo de organismos com o objetivo
de obter processos e produtos de interesse econdémico ou social. Atividades que envolvam a
aplicacdo de conhecimentos de bioguimica, genética e fisiologia sdo consideradas como
técnicas de biotecnologia, um ramo da ciéncia de carater amplo e multidisciplinar atualmente
em expansdo, especialmente a biotecnologia de microalgas (Cobelas & Gallardo 1989,
Hongsthong & Bunnag 2009).

As cianobactérias ganharam muita atencdo nos ultimos anos por causa de seu potencial
uso em biotecnologia. Compostos biologicamente ativos antivirais, antibacterianos,
antifingicos e anticancerigenos foram detectados em extratos de cianobactérias e, além disso,
varias cepas acumulam polihidroxialcanoatos que podem ser usados como substituto
biodegradavel para os plasticos de base petroquimica. Estudos recentes mostraram que
regibes poluidas com dleo sdo ricas em cianobactérias associadas com outras bactérias
capazes de degradar os componentes do 6leo. Dentro dessas associacdes, as cianobactérias
fornecem as bactérias que degradam 6leo o oxigénio, compostos organicos e 0 nitrogénio
fixado necessario aos processos de degradacao (Abed et al. 2009).

O hidrogénio pode ser produzido por muitas cepas de cianobactérias pela atividade
reversivel da enzima hidrogenase e também, quando as cianobactérias crescem em condigdes
limitadas por nitrogénio, onde o hidrogénio é formado como um subproduto da fixagdo do
nitrogénio (N2) pela nitrogenase (Quintana et al. 2011). Esta capacidade das cianobactérias
de produzir hidrogénio é considerada como uma fonte promissora de energia alternativa
(Abed et al. 2009). Mais de 14 géneros de cianobactérias, incluindo Anabaena, Anabaenopsis,
Calothrix, Nostoc, Aphanocapsa, Cyanothece, Chroococcidiopsis, Microcoleus, Gloeobacter,
Oscillatoria, Synechococcus, Microcystis e Arthrospira (“Spirulina platensis™), Sa0
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conhecidos pela sua capacidade de produzir gas hidrogénio sob varias condicdes de cultura
(Abed et al. 2009). No entanto, as cianobactérias heterocitadas sdo mais eficientes na
producdo de hidrogénio que as espécies nao heterocitadas (Pinzon-Gamez et al. 2005). Assim,
as pesquisas atuais se concentram em encontrar novas cepas com maior potencial para
produzir hidrogénio e na engenharia genética para aperfeicoar esta producao.

Além destas aplicacdes, as cianobactérias sdo também utilizadas na aquicultura, no
tratamento de aguas residuais, como alimentos, como fertilizantes, na producdo de
metabdlitos secundarios, incluindo exopolissacarideos, vitaminas, enzimas, toxinas e produtos
farmacéuticos. A literatura indica que pesquisas futuras devem se concentrar em isolar novas
linhagens de cianobactérias que produzam substancias de alto valor e na modificacdo genética
de cepas existentes para garantir a producdo maxima dos produtos desejados. Bibliotecas
metagendmicas devem ser construidas de modo a descobrir novos genes funcionais que estdo
envolvidos na biossintese de compostos biotecnoldgicos relevantes. Por fim, a producdo em
escala industrial dos produtos de cianobactérias requer otimizacao dos processos e condicdes
de incubacdo a fim de aumentar a viabilidade desta producao (Abed et al. 2009).

Atividades antimicrobianas foram detectadas em extratos das Nostocales Fischerella
ambigua isolada do solo e Scytonema hofmanni isolada de ambiente terrestre (Falch et al.
1995); também foi observada a producdo de composto lipofilico com atividade antialgal e
antifungica a partir do extrato de Hapalosiphon fontinalis, uma espécie de dgua doce (Moore
et al. 1987); substancias bioativas com efeito inibitério para algumas cianobactérias,
eubactérias e alguns invertebrados foram detectadas em extrato de Nodularia harveyana, um
espécie de ambiente estuariano (Pushparaj et al. 1999). Além disso, uma espécie marinha
tropical, Hormothamnion enteromorphoides, apresentou producdo do peptideo ciclico
hormotamina A, o qual tem efeito antibidtico e citotoxico (Gerwick et al. 1992).

Estudos recentes tém demostrado a grande diversidade metabdlica das cianobactérias
para producdo de cianopeptideos sintetizados pela via ndo ribossémica, que sdo catalisados
por enzimas denominadas Policetideo Sintase (PKS) e Peptideo Sintetase Ndo Ribossémica
(NRPS), sendo que muitas possuem sequéncias génicas conhecidas (Silvia-Stenico et al.
2011). Devido a capacidade de produzir compostos bioativos, tais como toxinas, sideréforos e
antibidticos com diversas propriedades farmacoldgicas (Nagarajan et al. 2011), o potencial
biotecnoldgico das cianobactérias é bastante promissor, fato que contribui com o grande

interesse em pesquisa de bioativos de cianobactérias nos ultimos anos.
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Todo conhecimento disponivel sobre a diversidade e fisiologia de cianobactérias serve

como excelente base para explorar as suas aplicacdes em biotecnologia (Abed et al. 2009).

1.5. Os géneros Anabaenopsis e Arthrospira

Anabaenopsis (Woloszynska) Miller 1923

O género Anabaenopsis, que compreende espécies de cianobactérias filamentosas
heterocitadas, foi originalmente estabelecido por Woloszynska em 1912 como uma nova
secdo do género Anabaena Bory ex Flahault e, posteriormente, foi proposto como um novo
género por Miller (1923) que designou Anabaenopsis ellenkinii Miller a espécie tipo do
género. A principal caracteristica distintiva de Anabaenopsis é a formacéo de heterocitos em
pares a partir de células intercalares, mas, pela quebra do tricoma, os heterocitos passam a ser
terminais, ficando um em cada extremidade (Taylor 1932, Jeeji-Bai et al. 1977, Komarek
2005). Esta caracteristica particular do desenvolvimento dos heterocitos difere o género
Anabaenopsis das espécies planctnicas e morfologicamente semelhantes de Anabaena e
Cylindrospermopsis (Jeeji-Bai et al. 1977, Jeeji-Bai 1980, Koméarek & Anagnostidis 1989,
Komarek 2005). O género é bem delimitado por critérios fenotipicos (Komarek &
Anagnostidis 1989) e atualmente também foi confirmado por dados moleculares de
sequéncias de RNAr 16S (Iteman et al. 2002, Rajaniemi et al. 2005, Hoffman et al. 2005).

O género Anabaenopsis compreende ao redor de 20 espécies, sua variabilidade
fenotipica foi descrita por Jeeji-Bai et al. (1977, 1980) e foi revisada por Komarek (2005). As
espécies sdo caracterizadas principalmente pelos filamentos solitarios e plancténicos que
crescem formando espiras irregulares ou regulares e, mais raramente apresentam filamentos
retos. De acordo com Komarek (2005), todas as espécies de Anabaenopsis sdo planctdnicas, a
maioria pode formar floracbes e apresentar facultativamente aerétopos. As espécies sao
conhecidas principalmente para regides tropicais e subtropicais e mais raramente citadas para
regibes temperadas, geralmente no periodo mais quente (Jeeji-Bai 1980). A maioria das
especies ocorre em lagos e lagoas com altas concentracGes de sais (salobras, alcalinas, salinas,
“soda lakes” ou “salty lakes”) e regides estuarinas (Jeeji-Bai 1980, Komarek 2005, Ballot et
al. 2008). Anabaenopsis elenkinii ocorre em aguas salobras e alcalinas, sendo reconhecido
como taxon alcalifico (Iteman et al. 2002). Esta espécie é frequentemente documentada como
parte da comunidade fitoplanctonica de lagos alcalino-salinos no leste da Africa, geralmente
em densidades elevadas e associada com Arthrospira spp. (Ballot et al. 2004a, 2004b, 2005,
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2008). Em 2007, foi documentada a mortalidade em massa de passaros, principalmente
flamingos (Phoeniconaias minor Goeffroy) associada a floragGes toxicas de Anabaenopsis
spp. e Arthrospira fusiformis em um lago raso na Grécia (Lago Koronia) (Moustaka-Gouni
2007). Outros autores reconhecem a producdo de microcistinas por espécies de Anabaenopsis
(Lanaras & Cook 1994).

No Brasil foram documentadas quatro espécies de Anabaenopsis (Tabela 2) e o
primeiro registro de ocorréncia do género foi documento por Peixoto & Huszar (1983), que
mencionaram Anabaenopsis circularis (G.S.West) Woltosz. & V.V .Miller para uma lagoa do

Rio de Janeiro.

Tabela 2. Distribuicdo geogréafica das espécies de Anabaenopsis no Brasil.

Espécie Localidade de registro Bacia Hidrogréfica Referéncia
(Estado)

A. circularis Rio de Janeiro; Atléntico Sudeste; Peixoto & Huszar (1983); Werner
Rio Grande do Sul Atlantico Sul et al. (2013)

A. cunningtonii Mato Grosso do Sul Paraguai (Pantanal) Santos & Sant’Anna (2010)

A. elenkinii Mato Grosso do Sul Paraguai (Pantanal) Santos & Sant’Anna (2010)

A. tanganyikae Sdo Paulo Atlantico Sudeste Sant’ Anna (1991)

Conforme observado, a espécie Anabaenopsis elenkinii parece ser restrita as lagoas
salinas do Pantanal da Nhecolandia. No entanto, além do presente estudo e do trabalho de
Santos et al. (2011), que demonstraram o efeito do pH no crescimento e morfologia de A.
elenkinii, inexistem outros estudos experimentais com qualquer espécie de Anabaenopsis no

Brasil.

Arthrospira Stizenberger ex Gomont 1892

O género Arthrospira Stizenberger ex Gomont, criado por Stizenberger em 1852, teve
como base a espécie originalmente descrita por Hassall em 1845, como Spirillum jenneri
Hass., a qual foi nomeada por Kutzing (1849) como Spirulina jenneri (Hass.) Kitz. e
transferida para Arthrospira por Stizenberger como Arthrospira jenneri (Hass.) Stiz. (Jeeji-
Bai 1999). Em 1854, Stizenberger descreveu outra espécie, A. baryana Stiz., que é
mencionada por Gomont (1892) como sinénimo de A. jenneri. No entanto, estes autores e
outros seguidores ndo designaram o tipo. Desikachary (1959) designou A. jenneri (Hass.) Stiz.
como a espécie tipo do género. A diagnose de Arthrospira apresentada em Desikachary
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(1959) inclui todas as caracteristicas essenciais: “Tricomas multicelulares, cilindricos, sem
bainha, frouxamente e regularmente espiralados, geralmente de didmetro relativamente grande
e espiras de grandes dimensdes, com curtas e poucas espiras (quando comparados com
Spirulina); septos da parede celular distintos, &pices levemente ou ndo atenuados, célula
apical arredondada, caliptra ausente”.

Arthrospira apresenta ao redor de 15 espécies que ocorrem em habitats de agua
corrente ou parada, lagoas de agua doce, alcalina, salobra e em ambientes marinhos. Ao
contrario dos membros de Spirulina, elas ndo ocorrem em ambientes termais. Grande parte
das espécies conhecidas é bentbnica e algumas plancténicas em regides tropicais. A maioria
das espécies de agua doce é planctdnica com presenca de aerétopos (Jeeji-Bai 1999, Komarek
et al. 2003). Em populagdes naturais 0 género apresenta tipicamente tricomas espiralados,
mas podem apresentar mudancgas para formas retas em culturas intensivas. Este fenémeno de
transformacdo da orientacdo dos tricomas nas formas espiraladas e retas é interessante do
ponto de vista taxonémico, mas nao foi satisfatoriamente explicado (Lewin 1980, Jeeji Bai
1985, Desikachary & Jeeji-Bai 1996, Koméarek & Anagnostidis 2005).

Algumas espécies de Arthrospira sdo muito utilizadas como fonte de alimento rico em
proteinas (Komarek et al. 2003). Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont é uma espécie
amplamente utilizada como produto comercial com alto valor nutricional, servindo como
matéria prima para industria alimenticia, quimica e farmacéutica (Pelizer 2002, Volkmann et
al. 2008). Esta espécie tem sido amplamente cultivada (Melack 1979) e estudada devido a
suas propriedades nutricionais e terapéuticas no tratamento de doencas como cancer,
hipercolesterolemia e aterosclerose (Colla et al. 2007a,b). Além disso, esta espécie produz
compostos fenodlicos, antioxidantes, antivirais, anti-inflamatério e redutores de colesterol
(Milié et al. 1998, Estrada et al. 2001, Hongsthong & Bunnag 2009). A. maxima e A.
fusiformis também sdo espécies comumente utilizadas em cultura para varios produtos
biotecnoldgicos (Oliveira et al. 1999). Estes tdxons sdo usualmente mencionados com um
nome taxondmico incorreto “Spirulina” e “Spirulina platensis” que representam uma
designacdo comercial (Komarek & Anagnostidis 2005). Sua utilizacdo como suplemento
alimenticio para o homem e animais € indicada pela FAO (Food and Agriculture
Organization) por apresentar composi¢do de aminoacidos de proteinas superior aos valores
recomendados pela referida organizacdo, cerca de 65-70% do peso seco é constituido de

proteinas (Dillon et al. 1995), e varios produtos comercializados de Arthrospira séo
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classificados pela FDA (Food and Drug Admnistration) como alimento “geralmente
reconhecido como seguro” — GRAS (generally recognized as safe) para humanos.

No Brasil foram documentadas quatro espécies de Arthrospira (Tabela 3). O primeiro
registro foi publicado por Magrin et al. (1997), que mencionaram A. jenneri e A. skujae para

lagos de Minas Gerais e Rondbnia, respectivamente.

Tabela 3. Distribui¢do geografica das espécies de Arthrospira no Brasil.

Espécie Local de registro Bacia Hidrografica Referéncia
(Estado)
A. jenneri Goias; Parana; Nogueira et al. 2008;
Minas Gerais; Atlantico Sudeste Magrin et al. 1997;
Séo Paulo Atllantico Sudeste Sant’Anna et al. 2011
A. platensis Mato Grosso do Sul Paraguai (Pantanal) Santos & Sant’Anna 2010
A. santannae Rio de Janeiro Atléantico Sudeste Komarek & Komarkova-Legnerova
2007
A. skujae Goiés; Parana; Nogueira et al. 2008 (como S.
Rio de Janeiro;  Atlantico Sudeste; gigantea)
Rond6nia Amazbdnica Magrin et al. 1997.

Os trabalhos desenvolvidos no pais com a espécie Arthrospira platensis tém focado a
influéncia da temperatura, pH e nutrientes (principalmente fontes de nitrogénio) na producéo
de biomassa em fotobiorreatores e testes de propriedades antioxidantes (Carvalho et al. 2004,
Sanchez-Luna et al. 2004, 2007, Bertolin et al. 2005, Colla et al. 2007a,b, Bezerra et al.
2008). Em todos estes trabalhos, as cepas estudadas ndo sdo provenientes de ambientes
brasileiros, a maioria utilizou cepas de Arthrospira platensis obtidas da colecdo de cultura da
Universidade do Texas (Arthrospira platensis UTEX 1926) (Sanchez-Luna et al. 2004, 2007,
Bezerra et al. 2008). Morais et al. (2008) afirmaram ter isolado a primeira cepa brasileira de
Arthrospira que foi proveniente da lagoa Mangueira (Rio Grande do Sul), a qual foi
denominada Arthrospira sp. LEB 18. No entanto, os préprios autores destacaram que, apesar
da lagoa Mangueira apresentar condi¢Ges favordveis para o desenvolvimento de Arthrospira
spp. (pH >8, elevadas concentracbes de carbonatos e bicarbonatos), a ocorréncia deste
organismo jamais foi documentada para esta lagoa (Morais et al. 2008).

Conforme observado na Tabela 3, a espécie Arthrospira platensis parece ser restrita
as lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia. A ocorréncia desta espécie pode representar

uma importante fonte de cepas nativas para estudos de bioprospeccao no Brasil.
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2. AREA DE ESTUDO: O PANTANAL, AS LAGOAS SALINAS E O CONCEITO
DE SALINIDADE

2.1. O Pantanal

O Pantanal esté localizado no centro da América do Sul e é reconhecido como a maior
4rea Umida do planeta, com area aproximada de 210.00 Km? distribuidos no Brasil (ca. 80%),
Bolivia (ca. 15%) e Paraguai (ca. 5%) (Swarts 2000). Esta dimensdo corresponde a cerca de
680 km no sentido norte-sul e 300 km no sentido leste-oeste (Allem & Valls 1987).

Em territ6rio brasileiro o Pantanal ocupa cerca de 140.000 km? (Figura 1) nos estados
de Mato Grosso (35%) e Mato Grosso do Sul (65%) (Silva & Abdon 1998). Inserido na Bacia
do Alto Paraguai (BAP), o Pantanal funciona como um corredor de transi¢do entre as bacias
Amazonica e Prata. E uma regido Unica na qual se encontram o Cerrado, o Chaco, a
Amazo6nia, a Mata Atlantica e o Bosque Seco Chiquitano. Esta situacdo, somada aos pulsos de
inundacdo, permite particular diversidade e variabilidade de espécies e habitats aquaticos no
Pantanal, que se configura num mosaico de ecossistemas aquaticos com rica biodiversidade
floristica, faunistica e de microorganismos (Alho & Gongalves 2005, Junk & Cunha 2005,
Junk et al. 2006).

2.2. A Nhecolandia e suas lagoas diversificadas

A sub-regido do Pantanal da Nhecolandia destaca-se como uma regido muito
particular e complexa, com densa rede hidrogréfica. Esta localizada em sua maior parte no
municipio de Corumbd, MS. Limita-se ao norte e ao sul, respectivamente, pelos Rios Taquari
e Negro, a leste pela escarpa da Serra de Maracaju e a oeste pelo Rio Paraguai (Alem & Valls
1987, Fernandes et al. 1999). Com &rea estimada em 26.921 km?, a Nhecolandia ocupa 19,5%
da area total do Pantanal (em territorio brasileiro), representando uma das maiores sub-regies
deste bioma (Silva & Abdon 1998).

O clima na regido da Nhecolandia € do tipo Awa: tropical de altitude, megatérmico (a
temperatura média do més mais frio € superior a 18°C), com inverno seco e chuvas no verao;
ocorrem duas estacdes bem contrastantes, 0s meses de novembro a margo sao caracterizados
como época chuvosa, enquanto os de abril a outubro sdo considerados de seca; temperatura

média anual de 25,5°C e precipitacdo média anual 1.182,7 mm (Soriano 1999).
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A principal caracteristica do Pantanal da Nhecolandia é a presenca de milhares de
lagoas rasas (profundidade ndo excede 2 m) predominantemente circulares, com extensao de
50 m a 2-3 km no sentido mais longo, as quais de acordo com suas caracteristicas
limnoldgicas diferenciadas sdo denominadas regionalmente como “baias”, ‘“salitradas” e
“salinas” (Allem & Valls 1987, Calheiros & Oliveira 1999). Fernandes (2007) estimou a
presenca de 9.324 lagoas na Baixa Nhecolandia, 84% destas consideradas baias (7.832) e 16%

consideradas salinas (1.492).

MAPA - PANTANAL MATOGROSSENSE

+14°00° S Mapa de Localizagio

59°00° W

Sub-Regides %

B Abobral 2,05
Aquidauana 3,62
I Bario de Melgaco 13,15 N
Ciceres 9,01
Miranda 3,17 : 22°00°S
53°00°' W
I Nabileque 9,61
I Nhecolandia 19,48 = E
= Paiaguas 19,60
J Paraguai 5,90
Poconé 11,63
Porto Murtinho 2,78 S
Area da bacia: 361.666 km? 52km 0 52 104 156km
Area do Pantanal: 138.183 km?
@ F[M]g CAMPUS DE TRES LAGOAS »
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Fonte: Silva e Abdon, 1998 Digitalizagéo e Edigdo: Ary T. Rezende Filho, 2003

Figura 1. O Pantanal Brasileiro e suas sub-regides, conforme Silva & Abdon (1998) e
adaptado por Rezende-Filho (2003).
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As salinas da Nhecolandia sdo lagoas alcalinas de agua salobra, de coloracdo
diversificada, esverdeada, azulada ou marrom acastanhada, dominadas por cianobactérias
(Anabaenopsis elenkinii e Arthrospira platensis) e pela diatomacea Craticula cf. buderi
Lange-Bertalot, ricas em ions sodio e potéssio, caracterizadas por superficies sempre abertas,
livres de macrofitas e peixes, circundadas por praias de areia branca (sem vegetacdo). Essas
lagoas permanecem isoladas de outras lagoas por serem protegidas por regifes mais elevadas
e recobertas com floresta denominadas “cordilheiras”. As condi¢des limnoldgicas das salinas
sdo consideradas extremas devido ao pH altamente alcalino (9-11) e elevada condutividade
(>2.000 pS.cm™), caracteristicas tipicas de ambientes com alta produtividade fitoplanctdnica e
restritos em termos de fauna e flora (Brum & Sousa 1985, Mourdo et al. 1988, Por 1995,
Santos & Sant’ Anna 2010).

As baias apresentam aguas ligeiramente acidas (pH 5-7,4), pobres em eletrélitos
(condutividade <1.000 pS.cm™), densas concentragdes de macréfitas, presenca de peixes e
apresentam ligacdo com outras lagoas durante o periodo de cheia através de corixos e
vazantes (Mourdo et al. 1988, Sakamoto et al. 1999). Nessas lagoas a riqueza de espécies de
microalgas é elevada quando comparada as salinas (Santos 2008). As lagoas salitradas
apresentam caracteristicas intermediarias entre as baias e salinas. Estas lagoas, assim como as
baias, conectam-se com outras lagoas nos periodos de cheia. Além disso, o pH é geralmente
baixo (5-7), apresentam macrofitas no seu interior e maior riqueza de microalgas quando
comparada as salinas. Nos periodo de seca, as lagoas salitradas apresentam pH elevado (até
9), o que as aproximam das caracteristicas das salinas, inclusive com a presenca das
cianobactérias Anabaenopsis elenkinii e Arthrospira platensis (Santos & Sant’Anna 2010) e,
nos periodos de cheia predominam espécies de desmidias (Santos 2008).

A vista aérea desta sub-regido (Figura 2) mostra fisionomia bastante tipica,
caracterizada pelas inumeras lagoas, campos limpos, bosques, cerrados, cerradao
(“cordilheiras™) e savanas (Alem & Valls 1987, Embrapa 1997).
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Figura 2. A- Vista aérea do Pantanal da Nhecolandia com seus diferentes tipos de lagoas:

salinas, salitradas e baias (Foto A.Y. Sakamoto, 2001). B- Vista aérea da lagoa Salina do
Meio (Foto A. Pott, In: Pott & Pott 2000).

Os moradores da regido reconhecem os trés diferentes tipos de lagoas presentes na
Nhecolandia e essa denominacdo regional (salinas, salitradas e baias) € amplamente adotada
pelos pesquisadores que investigam a regido (Cunha 1943, Sakamoto et al. 1999, Barbiéro et
al. 2002, Santos et al. 2004, Alho & Gongalves 2005, Junk & Cunha 2005, Junk et al. 20086,
Malone et al. 2007, Santos 2005, 2008, Santos & Sant’Anna 2010).

A pecuéria extensiva € a principal atividade econdmica na Nhecolandia (Calheiros &
Oliveira 1999) e as lagoas salinas sdo as mais procuradas pelo gado, pois contribuem com o
suprimento de sais minerais (Brum & Souza 1985). Nessas lagoas é comum a presenca de
aves migratorias oriundas principalmente da América do Norte (Alho & Golcalves 2005).
Apesar da introducdo do gado na regido a mais de 200 anos, o Pantanal é ainda, considerado
bem preservado e apresenta relativamente pouca influéncia antrépica (Abdon et al. 2007).

A importancia das algas e cianobactérias nas lagoas desta regido foi ressaltada por
Cunha (1943). Naquela ocasido, o autor destacara a importancia de realizar estudos
limnoldgicos nas lagoas salinas e indicou a provavel participacdo da comunidade
fitoplanctonica nas caracteristicas fisicas e quimicas dessas lagoas, inclusive conferindo
diferente coloracdo as suas aguas. No entanto, apenas recentemente foi demonstrado que
Anabaenopsis elenkinii é a espécie de cianobactéria dominante nas lagoas salinas da
Nhecolandia (Santos & Sant’Anna 2010), e que contribui com a coloragdo diversa dessas
lagoas, juntamente com Arthrospira platensis (Figura 3).

Almeida et al. (2003) realizaram estudo em 77 lagoas na regido da Baixa Nhecolandia

e constataram que apds as cheias, as lagoas mais rasas secam, enquanto as mais profundas, em
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geral alcalinas e salinas, mantém-se com praias de areia alva. Com a continuidade da
estiagem, as lagoas alcalinas evaporam, aumentando a salinidade criando ambiente propicio
para floracdo de algas diversas. Estes autores sugerem, de acordo com dados de pH e
condutividade elétrica (CE), classificar as lagoas da Nhecolandia em pelo menos dois grandes
grupos, as que exibem salinidade (eventualmente salobras) e as que ndo exibem (lagoas de
dgua doce). Nas primeiras distinguiram ainda lagoas hiperalcalinas (pH >8,0 ¢ CE >5.000 uS
cm™) e lagoas alcalinas (pH 7-8 ¢ CE médio superior a 1.000 uS cm™). As lagoas néo
alcalinas teriam CE muito variada (média de 516 pS cm™ e pH <7,0) representando a maioria
(59) das 77 lagoas estudadas.

Mourao et al. (1988) ao realizarem experimento de bioensaio com peixes de lagoas da
Nhecolandia, constataram que 0s peixes que ocorrem nas baias quando submetidos a agua das
salinas em seu pH natural (9,67) morreram num intervalo de 1 a 52 horas, enquanto os que
foram submetidos as aguas das salinas com pH corrigido para 7 (adicionando HCI 0,1 N),
assim como os do controle, sobreviveram por todo o periodo do experimento (72 horas). De
acordo com os resultados destes autores, o pH atuou como fator limitante aos peixes nas
salinas, podendo ou ndo agir em sinergismo com outros fatores “nao identificados”. Mourdo
(1989) comenta que devido a densidade extremamente elevada de cianobactérias na lagoa
Salina do Meio, é provavel a existéncia de concentracfes elevadas de metabdlitos
potencialmente toxicos produzidos por esses organismos. Além disso, o autor documentou
grandes concentracfes de hidréxido de amdnio toxico, o qual pode atuar juntamente com o

pH como fatores limitantes ao desenvolvimento de peixes e de algas nesta lagoa.
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Figura 3. Aspecto das floracGes de Anabaenopsis elenkinii e Arthrospira platensis nas lagoas

salinas do Pantanal da Nhecoléandia. A-B: Salina do Meio — floragcdo predominante de A.
elenkinii. C-D: Salina Pedra do Sol — C. floragcdo predominante de A. platensis; D. floracdo

predominante de A. elenkinii.

A produtividade priméria fitoplanctdnica é extremamente elevada na lagoa Salina do
Meio (2.225 mg.L™ clorofila a), comparéavel ao lago Aranguadi (Eti6pia), considerado o lago
mais produtivo do mundo (Mourdo 1989). Em decorréncia das condi¢Bes limnologicas
extremas da lagoa Salina do Meio, a comunidade zooplancténica é basicamente representada
pelo copépodo Metacyclops mendocinus Wierzejski, que apresenta elevadas densidades
(Medina-Janior & Rietzler 2005).

Os elevados valores de pH (>9), condutividade elétrica (>2.000 uS/cm), concentragdo
de sais, nutrientes, densas concentragcfes de cianobactérias e auséncia de peixes nas salinas da
Nhecolandia sdo comparaveis aos mesmos parametros conhecidos para lagos rasos alcalinos
(“Soda Lakes”) de regides aridas da Australia (Hart et al. 1991), da Nigeria (Egborge 1994),
da Etiopia (Tudorancea & Harrinson 1988) e do Quénia (Ballot et al. 2008). Outra
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caracteristica interessante nas lagoas salinas da Nhecolandia, é que o nitrogénio
provavelmente seja o fator limitante, visto que os valores obtidos na Salina do Meio de razéo
nitrogénio/fosforo (N/P) foi de 1,22 na superficie e 1,12 no fundo (Mourdo 1989). Além da
baixa razdo N/P, a raz&o nitrogénio inorganico dissolvido/nitrogénio total (NID/N-Kjedahl)
foi extremamente baixa, sugerindo que apenas uma fracdo minima de 1% do nitrogénio
presente se encontra na forma disponivel para a atividade fotossintética. Em virtude da baixa
razdo N/P, é provével que as cianobactérias tenham maior vantagem competitiva neste
ambiente, visto que é o Unico grupo fitoplancténico capaz de fixar nitrogénio atmosférico, o
que corrobora com a ocorréncia de floracdo da cianobactéria heterocitada Anabaenopsis
elenkinii nas salinas da Nhecolandia (Santos & Sant’Anna 2010, Santos et al. 2011). Tal
observacdo é extremamente interessante, pois difere da grande maioria dos sistemas aquaticos
continentais onde o fésforo é considerado o fator limitante para as algas e cianobactérias
(Rebolcas et al. 2006, Tundisi et al. 2006).

Diante do exposto, Mourdo (1989) levantou a hipotese que a elevada densidade de
cianobactérias (Anabaenopsis elenkinii e Arthrospira platensis) na Salina do Meio possa
contribuir com substancias toxicas que inibem a ocorréncia de peixes e outros organismos.
Portanto, a realizacdo de estudo experimental com estas espécies, testadas em diferentes
condicdes de cultura, é extremamente interessante, e pode contribuir com o entendimento dos
aspectos fisiologicos e de producdo ou ndo de toxinas por estas cianobactérias e sua influéncia

nesse ambiente t&o particular.

2.3. A salinidade

Salinidade é o termo quimico correto para designar a composicdo idnica da agua, ou
seja, 0 valor da concentragdo em sais dissolvidos na 4gua. Expressa em mg.L™ ou meq.L™,
gue sdo equivalentes a massa ou ao volume nas solucdes diluidas. A salinidade das aguas
marinhas € expressa em gramas de sal dissolvido (NaCl) por kilograma de agua do mar (ppt -
"parts per thousand" ou %0) ou, por uma unidade adimensional, chamada de psu, que
significa "practical sality unit” (unidade préatica de salinidade - ups) e que corresponde a 1 ppt
(Wetzel 1993).

Até 1950, usavam-se métodos quimicos para se estabelecer a salinidade, embora ja se
soubesse da viabilidade do emprego de metodologia fisica. Atualmente, a salinidade também
vem sendo determinada a partir da condutividade elétrica da agua. Sabendo-se que a

condutividade elétrica € diretamente proporcional a salinidade, empregam-se conversoes
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algoritmicas para se determinar a salinidade. Além da condutividade, outros métodos
indiretos tém sido testados para se estabelecer valores de salinidade, como a refracdo da luz
provocada pelos cristais de sal, bem como a densidade da agua (Emery & Thonson 1998,
Santangelo 2005).

Mianping (2001) prop6s o termo Salinologia, definida como o estudo dos lagos
salinos interiores. Distinguiu os lagos salinos em dois grandes grupos: lagos salinos stricto
sensu e sensu lato, o primeiro se refere aos lagos em que o emprego do limite de salinidade é
comumente usado no sentido da origem geoldgica e este limite de salinidade é mais elevado
gue a média de salinidade mundial da 4gua do oceano (>35 ups); 0 segundo termo se refere
aos lagos no qual alguns grupos organicos apresentam significativas mudancas no limite de
salinidade, e este limite é menor que a média de salinidade mundial da 4gua do oceano (<35
ups), mas ainda assim, afeta as comunidades bioldgicas.

A composicdo dos sais dissolvidos na agua é variavel entre os diferentes ambientes,
dependendo principalmente do tipo de rocha constituinte da bacia de drenagem, nos casos de
bacias fechadas (onde a d4gua ndo tem saida superficial por rios até o mar). No entanto, de
maneira geral, oito ions contribuem de forma mais significativa para a salinidade dos sistemas
aquaticos continentais, sendo representados entre os cations o Calcio (Ca++), Magnésio
(Mg++), Sodio (Na++) e Potassio (K+), e entre os anions o Bicarbonato (HCO3-), Carbonato
(CO3-), Sulfato (SO4--) e Cloreto (Cl-) (Wetzel 2001a,b). Os fatores que governam a
salinidade sdo basicamente a lixiviacdo do solo, escorréncia (fluxo de agua em solo saturado
de umidade) da bacia de drenagem, precipitacdo e evaporacdo (Wetzel 1993, Esteves 1998,
Almeida et al. 2011).

O processo de formacdo natural de lagoas salobras e salinas, a partir de bacias
fechadas nas regides aridas e semi-aridas do planeta, é denominado salinizacédo primaria. O
aumento da salinidade em lagoas de bacias fechadas e alagados, em funcdo de atividades
humanas, recebe 0 nome de salinizacédo secundaria ou antropica (Williams 1999). No Brasil,
as salinas da Nhecolandia e os acudes do Nordeste sdo exemplos tipicos de lagoas formadas
por salinizacéo priméaria em regides com deficit hidrico, ou seja, a média da evaporacgéo anual
€ maior que a precipitacao (Esteves 1998).

Nos sistemas aquaticos continentais, a salinidade pode ser aferida com base na
condutividade elétrica. Diversos autores utilizam diferentes limites de salinidade-

condutividade para classificar as aguas, dois exemplos sdo apresentados na Tabela 4.

20



CAPITULO 1 - Introducio Geral e Area de Estudo

Vale destacar que agua dos oceanos tem salinidade média aproximada de 35 ups,
enquanto a salinidade meédia da dgua das lagoas salinas do Pantanal € de 4,6 ups (variando de
1,4-11,8), e considera-se agua salobra aquela que tem salinidades entre 0,5 e 30 ups. Desta
maneira, a 4gua das lagoas salinas do Pantanal é salobra e ndo salina propriamente dita. As
aguas consideradas doces, podem apresentar salinidade entre 0 e 0,5 ups. Entretanto, esta
“salinidade” pode ser devida a compostos quimicos muito diferentes da dgua do mar, que ¢

constituida principalmente por NaCl (Wetzel 1993).

Tabela 4. Classificagdo das dguas continentais segundo a concentracdo de sais (ups) (Remane
& Schlieper 1971) e segundo a condutividade (Almeida et al. 2011).

Caracteristica Salinidade (ups) Caracteristica Condutlvujade
(US.cm™)
Agua doce <05 Agua doce <100
Oligohalina 0,5-5,0 Com baixa ou média salinidade 100 -750
Mesohalina 50-18,0 Com alta salinidade 750 — 2250
Polialina 18,0 -30,0 Com salinidade muito alta 2250 - 5000
Eurihalina 30,0-40,0 Agua hipersalina > 5000
Hiperhalina > 40 - -

A salinidade nos ambientes aquaticos continentais tem grande influéncia na
determinacdo dos organismos aptos a coloniza-los (Williams et al. 1990), além de afetar
diretamente a capacidade de osmorregulacdo dos organismos (Remane & Schlieper 1971) e,
portanto, cada espécie tem seu nivel maximo de tolerancia a salinidade e sua faixa étima para
o crescimento. A salinidade também pode afetar indiretamente as comunidades, alterando as
caracteristicas fisicas e quimicas da agua, bem como as interacdes entre as espécies (Williams
et al. 1990). Por exemplo, a salinidade altera a capacidade de dissolucdo do oxigénio na agua,
0 pH e a composicao i6nica (Wetzel 2001 a,b), podendo estes fatores refletir-se na estrutura
da comunidade (Williams 1998) e alterar também as relacfes entre as espécies, como a
predacdo e a competicdo (Williams et al. 1990).

Em geral, os organismos mais bem adaptados as baixas salinidades sdo mais sensiveis
ao seu aumento quando comparados a reducdo da salinidade para organismos adaptados a
altas salinidades, e, portanto, a diversidade especifica tem relagdo direta com a salinidade
(Wetzel 1993). Assim, existe alto nUmero de espécies nas aguas doces, baixos valores em
aguas salobras, especialmente entre 5,0 e 7,0 ups, e aumento do nimero novamente conforme

se aproxima da agua marinha (Remane & Schlieper 1971). Esta relacdo de mudanga na
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riqueza de espécies e salinidade também foi demonstrada para as algas e cianobactérias de
lagoas salinas, salitradas e baias da Nhecolandia, onde a menor riqueza de espécies foi
encontrada na lagoa salina (agua salobra) e as maiores riquezas nas lagoas de agua doce (baia)
e 4gua doce a eventualmente salobra (salitrada) (Santos 2008).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Estudar a variabilidade morfologica em diferentes condi¢des de cultura, bem como realizar
analises moleculares e de producéo de substancias bioativas das cianobactérias Anabaenopsis

elenkinii e Arthrospira platensis provenientes de lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia.

3.2. Obijetivos especificos
» Estudar a variabilidade dos caracteres morfoldgicos diacriticos das duas
espeécies;
» Estudar o desenvolvimento das cepas em diferentes condic¢des de cultura;
» Caracterizar filogeneticamente as cepas estudadas;
» Pesquisar a producdo de toxinas e de outras substancias bioativas nas cepas

analisadas.
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1. INTRODUCAO
1.1. Historico e problemas nomenclaturais em Arthrospira

Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont, Arthrospira fusiformis (\Voronichin)
Komarek et Lund e Arthrospira maxima Setchell et Gardner sdo as Unicas cianobactérias
cultivadas em escala industrial para producdo de biomassa rica em proteinas (65-70% da
massa seca) (Sili et al. 2012). Comercialmente conhecidas como “Spirulina”, representam
um dos microorganismos fotossintetizantes mais estudados no mundo devido a essa
importancia comercial (Hongsthong & Bunnag 2009).

Arthrospira (“Spirulina”) tem uma longa historia de consumo por humanos na regiao
do Lago Chade na Africa e Lago Texcoco no México (Cifferi 1983). No México, por volta
dos anos 1300, os Astecas colhiam massas flutuantes de Arthrospira no Lago Texcoco e a
utilizavam para fazer um tipo de bolo seco chamado “Tecuitlatl”, o qual era comercializado
em mercados na vizinhanga do Lago Texcoco, atualmente regido metropolitana da Cidade do
México. Muito provavelmente, o uso de Arthrospira como alimento no Chade data do mesmo
periodo, ou até antes, onde era consumida pelos nativos Kanembou com o nome de “Dihé ou
Dié¢” e também comercializada nas vizinhangas do Lago Chade. Interessante notar que as
propriedades alimentares das duas populacdes de Arthrospira foram descobertas quase que
simultaneamente, apesar da distancia geografica entre essas comunidades (Farrar 1966,
Ciferri 1983).

O primeiro registro sobre o uso de Arthrospira na Africa foi relatado por Jenkin
(1929). Em uma carta ao editor da Nature, ele notificou a presenca de Arthrospira
(“Spirulina”’) spp. nos lagos alcalinos Crater, EImenteita e Nakuru, do Vale Rift, no Quénia, e
também a abundancia destas cianobactérias no interior do estomago de flamingos
(Phoeniconaias minor), aves que habitam as margens destes lagos alcalinos africanos. Este
relato indicou a dependéncia alimentar dos flamingos com as florac6es de Arthrospira nos
lagos do Vale Rift e a coloracdo rosa dessas aves é devido aos pigmentos carotenoides
originarios das cianobactérias (Vonshak & Tomaselli 2000). Além de espécies de
Arthrospira, também s&o comuns nos lagos alcalinos africanos Anabaenopsis spp. (A.
arnoldhii, A. abijatae e A. elenkinii) e Spirulina spp. (S. laxissima, S. major e S. subsalsa)
(Cifferi 1983).

A partir deste registro histério de Jenkin (1929), diversos autores documentaram

espécies de Arthrospira em outros lagos (“soda lakes”) da Africa, como o lago Chade,
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Aranguadi, Victoria, Bogoria, Abjatta, entre outros (Dangeard 1940, Melack 1979, Krienitz et
al. 2003, Ballot et al. 2004, entre outros).

Dangeard (1940) através de uma comunicacdo a Sociedade Linnean de Bordeaux
informou detalhes sobre a amostra chamada de “Dihé”, que foi recebida do Senhor Créach
(farmacéutico da tropa colonial francesa fixada na Republica do Chade) e obtida no mercado
de Massakory, um pequeno vilarejo proximo ao Lago Chade. O Dihé era comido pelas
populacdes nativas e obtido a partir de massas de algas microscdpicas, flutuantes na superficie
de pequenos lagos ou pogas ao redor do Lago Chade, onde eram coletadas e secas ao sol nas
margens arenosas desses empocados. Ao estudar a amostra de Dihé, Dangeard concluiu que
era constituida puramente de filamentos espiralados de Arthrospira (=Spirulina) platensis, a
mesma espécie identificada por Rich (1931) e comentada por Jenkin (1929) como o principal
constituinte do fitoplancton e fonte de alimento para populagdes de flamingos de numerosos
lagos no Vale Rift (Ciferri 1983). No entanto, o material identificado por Rich como
Arthrospira platensis (Nordsted) Gomont sensu Rich (1931) foi sinonimizado com
Arthrospira fusiformis (Voronich.) Komarek & Lund (Komérek & Lund 1990). De fato, sabe-
se atualmente que as populacbes de Arthrospira dos lagos do Vale Rift sdo representadas
principalmente pela espécie A. fusiformis (Tabela 5). Devido o trabalho de Rich (1931) ter
sido amplamente utilizado, muitos autores continuaram utilizando o nome Arthrospira
(Spirulina) platensis para descrever as populacdes dos lagos alcalinos da Africa, o que causa
grande confusdo na literatura cientifica ao avaliar a verdadeira distribuicdo geografica
mundial de Arthrospira platensis.

Taxonomicamente, Arthrospira Sitzenberger ex Gomont e Spirulina Turpin sdo
géneros bastante distintos. Apesar de Spirulina também possuir tricomas espiralados, difere
por ndo apresentar aer6topos e ndo possuir septos visiveis ao microscépio déptico, enquanto
Arthrospira pode apresentar aerétopos e possui tricomas com septos visiveis (Gomont 1892,
Anagnostidis & Komarek 1988). Além destas diferencas morfologicas, ha também diferencas
na filogenia dos genes RNAr 16S, cpcB-cpcA (locus da ficocinina) e ITS (16S-23S), onde
cada género apresenta-se em um clado monofilético distinto (Nelissen et al. 1994, Manen &
Falquet 2002, Ballot et al. 2004, Hoffmann et al. 2005). Assim, de acordo com o sistema de
classificacdo polifésica das cianobactérias, o género Spirulina est4 mais relacionado & ordem
Chroococcales, enquanto Arthrospira manteve-se classificado na ordem Oscillatoriales

(Hoffmann et al. 2005). Portanto, os nomes “Spirulina platensis”, “Spirulina fusiformis” e
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“Spirulina maxima” sdo incorretos do ponto de vista taxondmico e nomenclatural (Komarek
& Anagnostidis 2005).

Apesar das diferencas entre os géneros Arthrospira e Spirulina serem bem
estabelecidas e aceitas pela comunidade cientifica, tanto em termos moleculares como na
taxonomia classica, esses “nomes incorretos” citados anteriormente ainda sdo muito
utilizados, principalmente devido as revisdes de Geitler (1925, 1932). Este autor invalidou o
género Arthrospira ao incluir todas as espécies com tricomas regularmente espiralados sem
bainha firme no género Spirulina previamente estabelecido por Turpin em 1834,
desconsiderando a separacdo entre os dois géneros aceita por Gomont (1892), que ¢é a
referéncia nomenclatural valida (“starting point”) para as cianobactérias filamentosas nao
heterocitadas. Como os trabalhos de Geitler (1925, 1932) foram historicamente muito
utilizados, os registros na maioria dos estudos (limnoldgicos, fisioldgicos e biotecnoldgicos)
acabaram perpetuando esse erro nomenclatural: Spirulina platensis (Gomont) Geitler (1925) e
Spirulina maxima (Setchell & N.L.Gardner) Geitler (1932).

Falquet & Hurni (2007) realizaram levantamento da bibliografia cientifica de
Arthrospira platensis (“Spirulina platensis’”) em comemoragdo aos 40 anos (1966-2006) da
redescoberta deste importante microorganismo, e listaram 937 artigos relacionados sobre o
tema. Na tentativa de atualizar essa informacdo foi feita uma busca na base de dados

“Springer Link” (http:/link.springer.com/) em 24/11/2012 com o nome “Arthrospira

platensis”, e foram encontrados 292 artigos relacionados, enquanto a busca por “Spirulina
platensis” encontrou 1.286 resultados. O que indica a continua expansdo dos estudos com
esta cianobactéria e, infelizmente, a tendéncia de ainda utilizar o nome incorreto “Spirulina
platensis” em muitos estudos, dificultando a correta comparacdo de resultados entre as
mesmas espécies.

Uma importante revisdo da taxonomia e nomenclatura de "Spirulina platensis”, "S.
maxima" e "S. fusiformis” foi apresentada por Komarek & Lund (1990). Estes autores
incluiram os taxons "S. maxima" e "S. fusiformis™ dentro das formas planctdnicas (isto €, com
aerotopos) e sugeriram que estes dois taxons podem representar duas espécies bem
delimitadas: Arthrospira fusiformis (Voronichin) Komarek et Lund e A. maxima Setchell et
Gardner, que tém diferentes distribuicGes geogréaficas: A. maxima foi considerada pantropical,
enquanto A. fusiformis é limitada a Africa e Asia Tropical e Central. Além disso, Komarek &
Lund (1990) consideram pela primeira vez A. platensis (Nordstedt) Gomont como sendo

limitada & América do Sul e, de acordo com as observagdes feitas no material tipo (“Spirulina
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jenneri f. platensis Nordstedt”) depositado em exsicata no herbario do Museu Britanico de
Histdria Natural, consideraram que esta espécie seria de habito perifitico e benténico sem
aerotopos.

Diversos autores questionam as afirmacdes feitas por Komarek & Lund (1990) que A.
platensis seria benténica e sem aerdtopos considerando apenas a observacdo de material de
herbario, argumentando que a perda de aerdtopos € comum em exsicatas (Tomazelii 1997,
Jeej-Bai 1999), e tanto a ilustracéo tipica — iconotipo (Gomont 1892, pl. 7, fig. 27) — como o
material em exsicata podem ndo representar toda a variabilidade morfoldgica desta espécie,
que foi originalmente coletada e descrita para as proximidades de Montevidéu, Uruguai
(Gomont 1892).

A Tabela 1 fornece um resumo dos sindnimos de diferentes espécies de Arthrospira
reconhecidas por Komarek & Lund (1990) e Komarek & Anagnostidis (2005). No entanto,
vale ressaltar que essa classificacdo foi baseada em aspectos fenotipicos, necessitando de

suporte de analise molecular.
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Tabelal. Sindnimos das espécies mais comuns de Arthrospira de acordo com Komarek &
Lund (1990) e Komarek & Anagnostids (2005), adaptado de Sili et al. (2012).

Nome valido Sindnimos na literatura

Espécies de corpos de agua salina alcalina, planctdnicas com aer6topos (formam floracéo)

Spirulina fusiformis Voronichin 1934;

Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont sensu Rich (1931, 1932),
Thomasson (1960), Léonard & Compére (1967);

Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont f . minor Rich (1931);
Spirulina geitleri f. minor (Rich) Fott et Karim (1973);

Spirulina platensis (Gomont) Geitler sensu Thomasson (1960), Jeeji
Bai & Seshadri (1980);

Oscillatoria platensis (Nordstedt) Bourrelly (1970);

A. fusiformis (Voronichin) Komérek et
Lund 1990

Oscillatoria platensis (Nordstedt) Bourrelly var. minor Rich in lltis
(1970);

Oscillatoria sp. sensu lltis (1970);

Spirulina maxima (Setchell et Gardner) Geitler sensu Fott & Karim
(1973)

Spirulina maxima (Setchell et Gardner) Geitler (1932);
Spirulina geitleri De Toni (1935) e sensu Fott & Karim (1973);
Spirulina platensis (Gomont) Geitler sensu Welsh (1965);

A. maxima Setchell et Gardner in

Gardner 1917 ) ) )
Oscillatoria pseudoplatensis Bourrelly (1970);

non Spirulina maxima Bernard (1909).

Espécies de corpos de agua doce, perifiticas, benténicas sem aerdtopos (formam massas)

A. jenneri Stizenberger ex Gomont | Spirulina jenneri (Stizenberger) Geitler (1935);

1892 (espécie tipo) Oscillatoria jenneri (Gomont) Compére (1974).

Spirulina jenneri var. platensis Nordstedt in Wittrock and Nordstedt
(1884);

A. platensis (Nordstedt) Gomont 1892* | Spirulina platensis (Nordstedt) Geitler (1925);

Oscillatoria platensis (Nordstedt) Bourrelly (1970);

Arthrospira platensis var. tenuis (Rao) Desikachary (1959).

*A. platensis sensu Tseng & Chang (1990), Tomaselli (1997), Viti et al. (1997), Jeej-Bai (1999), Kim et al.
(2007), Santos & Sant’Anna (2010), entre outros é planctonica e apresenta aerotopos.

Na Tabela 2 é apresentada a distribuicdo geografica mundial das especies de
Arthrospira mais comumente citadas em literatura. Conforme observado nesta tabela, boa
parte dos taxons identificados como Arthrospira platensis citados para Africa, na realidade é
sindnimo de Arthrospira fusiformis (conforme observado na Tabela 1), o que torna um tanto

quanto confusa a compreensédo da verdadeira distribuicdo geogréfica desta espécie e realca a

38




CAPITULO 2 - Arthrospira

necessidade de enfrentar o problema de definicdo de espécie

abordagem polifasica.

Tabela 2. Distribuicdo geogréfica das espécies mais comuns de

ampliado de Sili et al. 2012).

em Arthrospira usando

Arthrospira (adaptado e

Pais Localizacao Taxon Referéncia
AFRICA
Lagos natron (Bodou,
Mombolo, A. platensis, A. platensis f. | Léonard & Compére (1967),
Chad Rombou, Yoan) e lagoas (Latir, | minor (= A. fusiformis)? llitis (1968, 1969, 1970,
ade Iseirom, Latir, Liva) na regido | A. fusiformis 1971, 1972); Rich (1931)
do Kanem
Lago Kailala, Lago Kossorom A. fusiformis Sili et al. (1999)
Lagos natron (Bogoria, Crater, | A.  platensis (= A. | Rich  (1931), Vareschi
Elmenteita, Nakuru) fusiformis)? (1982)
Vale Rift (Bogoria, Nakuru, | » ¢ citormis Ballot et al. (2004)
Elmenteita)
Lago Bogoria ﬁ.inpglftensw, A. platensis f. Tuite (1981)
Quenia Lago Bogoria A. fusiformis Hindak (1985)
Lago Simbi A. platensis Melack (1979)
Lago Simbi A. platensis = A. fusiformis | Kebede & Ahlgren (1996)
Lago Simbbi A. fusiformis Ballot et al. (2005)
Lago Sonhachi A. fusiformis Ballot et al. (2005)
Lago Oloidien A. fusiformis Ballot et al. (2009)
. . A.  platensis (= A
Etiopia Lago Aranguadi fusiformis)? Melack (1979)
\I;:%%)Chlltu, Lago Green (lago A. platensis = A. fusiformis | Kebede & Ahlgren (1996)
. A platensis = A )
Egito Lago Maryut fusiformis)? El-Bestawy et al. (1996)
- A platensis = A
Algéria Lago Tamanrasset fusiformis) Fox (1996)
Condo Lago Mougounga Arthrospira sp. Fox (1996)
9 Lago Kivu Arthrospira sp. Fox (1996)
Zambia Lago Bangweolou Arthrospira sp. Fox (1996)
Tunisia Lago Korba Arthrospira sp. Fathi et al. (2001)
Mogambigue | Lagoas de dguas residuais A. fusiformis Mussagy et al. (2006)
'g‘lj'l"ca do Lago Tswaing A. fusiformis Oberholster et al. (2009)
ASIA
i Lagoas A. maxima (Dlegssglg;lchary & Jeeji-Ba
India Lago Lonar, lagoas e tanques A indica Desikachary & Jeeji-Bai
(Madurai, isolado MCRC) ' (1996)
Birmania . . .
(Mayanmar) Lago Crater Arthrospira sp. Min Thein (1993)
Paquistéo Lago de pesca, Lahore Arthrospira sp. Fox (1996)
Sri Lanka Lago Beria Arthrospira sp. Fox (1996)
China Lagos de pesca, Nanking A. platensis Tsen & Chang (1990)
Lago Bayannur A. platensis Zheng et al. (1992)
A Lagos de efluentes da fabrica .
Tailandia Tapioca, Bangkok Arthrospira sp. Fox (1996)
Russia Lago Tunatan, estepes da | A. fusiformis Voronichin (1934)
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Pais Localizacao Taxon Referéncia
Sibéria
Azerbaijéo Bacia hidrogréfica, Khumbasha | Arthrospira sp. Fox (1996)
AMERICA
México Lago Texcoco A. maxima Busson (1971)
Lagoa Mangueira (RS) Arthrospira sp. (LEB 18) Morais et al. (2008)
Lagoa Salina do Meio e
Salitrada Campo Dora | A. platensis Santos & Sant’ Anna (2010)
(Pantanal, MS)
Magrin et al. (1997),
Brasil . . o ax . . Nogueira et al. (2008),
Minas Gerais, Goiés, Sdo Paulo | A. jenneri Salg[’Anna et al 52011;,
Werner et al. (2013)
Rondbnia A. skujae Magrin et al. (1997)
Rio de Janeiro A.santannae Komarek =& Komarkova-
Legnerova (2007)
Estados Lagoa, Oakland A. maxima Gardner (1917)
EJCr!\fil?grnia) Lagoa costeira, Del Mar A. platensis” Lewin (1980)
A. platensis Busson (1971)
Peru Lago Huachachina . Desikachary & Jeeji-Bai
A. maxima (1992, 1998/) J
Uruguai Montevideo A. platensis” Gomont (1892)
EUROPA
Espanha Lago Santa Olalla Arthrospira sp. Rippka & Herdman (1992)
Franca Lago Tiny, Camargue Arthrospira sp. Fox (1996)
Hungria Adasztevel-Oroshaz Arthrospira sp. Busson (1971)
Roménia hz?)%caalcallno proxima - Cluj- A. fusiformis Aldea et al. (2002)
Sérvia Pogas salgadas proximo do rio A. fusiformis Fuzinato et al. (2010)

Tamis

“Cepa referéncia PCC 7345; "Hol6tipo

Em relacdo aos estudos experimentais, o tipo de cultura mais frequentemente utilizado

nos experimentos com algas e cianobactérias € o cultivo em volume limitado, contendo 0s

nutrientes organicos e inorganicos necessarios para um indculo com relativamente pouco

namero de células e expostas a condi¢bes controladas de luz, temperatura e aeracdo (Fogg &

Thake 1987).

A tese de doutorado de Zarouk (1966) foi o primeiro estudo experimental detalhado

com resultados de requerimentos nutricionais e de temperatura para o cultivo de Arthrospira

(Spirulina) maxima. O meio de cultivo Zarouk, também conhecido como meio Spirulina foi

amplamente utilizado para o estudo desta espécie (Vonshak et al. 1982, 1983).

No Brasil, diversos grupos de pesquisa estdo se consolidando com os estudos de

linhagens de Arthrospira (Tabela 3).
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Tabela 3. Grupos brasileiros de pesquisa que trabalham com espécies de Arthrospira. Fonte:
Plataforma Lattes-CNPq.

Identificagcdo e origem
das cepas estudadas

Lider do Grupo de
Pesquisa / Instituicio

Linhas de pesquisa

Principais resultados

publicados

Arthrospira  (Spirulina)
platensis UTEX 1926 -
San Diego, California,
EUA,;

Arthrospira (Spirulina)
platensis — “Centro di
Studio dei
Microrganismi Autotrofi
del Consiglio Nazionale
di  Ricerca (CNR)”,
Universidade de Firenze,
Italia.

Jodo Carlos de Monteiro
Carvalho / Universidade de
Séo Paulo (USP), Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas
(FCF)

Cultivo em
fotobiorreator sob
diferentes fontes de
nitrogénio; analise da
influéncia do pH,
temperatura,
irradiancia no cultivo
e producéo de
proteinas e lipideos.

Ferreira et al. (2012); Bezerra
et al. (2012); Navacchi et al.
(2012); Morocho-Jacome et al.
(2012); Avila-Leon et al.
(2012); Vieira et al. (2012);
Rodrigues et al. (2012);
Matsudo et al. (2011); Bezerra
et al. (2008); Sassano et al.
(2010); Carvalho et al. (2004);
Sanchez-Luna et al. (2007);
Pelizer et al. (2003).

Arthrospira  (Spirulina)
platensis

Instituto  Oceanografico
— USP, origem Africa?

Jorge Alberto Vieira Costa /
Universidade Federal do Rio
Grande (FURG),
Laboratério de Engenharia
Bioquimica (LEB)

Utilizacdo da
biomassa para
consumo humano e
para produgdo de
biocombustiveis.

Costa et al. (2007, 2008, 2009,
2010, 2011); Antelo et al.
(2010); Morais et al. (2010);

Arthrospira (Spirulina)
platensis

Ernani Sebastido Sant’Anna
/ Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC),
Departamento de Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos

Utilizacdo de rejeito
de dessalinizador
como meio de cultura
alternativo.

Torres et al. (1998); Volkmann
et al. (2007, 2008); Pinho et al.
(2010); Guarienti et al. (2010).

Arthrospira (Spirulina)
platensis (origem??) e
Arthrospira  fusiformis
(Lago Chade, Africa)

Rogério  Lacaz-Ruiz  /
Universidade de S&o Paulo
(UsP), Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de
Alimentos

Cultivo de
Arthrospira em meio
alternativo e uso da
biomassa para
alimentacdo humana
e animal.

Lacaz-Ruiz et al. (1990, 1993,
1996, 1999), Lacaz-Ruiz
(2003).

Arthrospira (Spirulina)
platensis (origem?)

Jodo Andrade da Silva /
Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), Centro de
Tecnologia e
Desenvolvimento Regional.
Departamento de Tecnologia
de Alimentos

Utilizacdo e producéo
de biomassa como
suplemento alimentar
para  cultivo de
camardo e
alimentacdo humana.

Barros (2010), Donato et al.
(2010).

Arthrospira platensis
CCIBt3335
Pantanal da

Nhecolandia, Salina do
Meio, Brasil

Célia Leite Sant’Anna /
Instituto de Boténica (IBt),
Nicleo de Pesquisa em
Ficologia

Taxonomia,
ecofisiologia e
biologia molecular.

Santos & Sant’Anna (2010),
Malone et al. (2012), presente
trabalho.

Vale destacar

que a maioria desses trabalhos € realizada com cepas exaticas,

provenientes de outros paises e de diferentes bancos de cultura. Apenas Morais et al. (2008)

afirmaram ter isolado a primeira cepa brasileira de Arthrospira, que foi proveniente da lagoa

Mangueira (Rio Grande do Sul), a qual foi denominada Arthrospira sp. LEB 18. No entanto,

0s proprios autores destacaram que, apesar da lagoa Mangueira apresentar condicoes

favoraveis para o desenvolvimento de espécies Arthrospira (pH >8, elevadas concentracGes
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de carbonatos e bicarbonatos), a ocorréncia deste organismo jamais foi documentada para esta
lagoa (Morais et al. 2008). Este fato torna questionavel se o isolado é realmente proveniente
da lagoa Mangueira e deixa em aberto duas questdes: 1) se os tricomas de Arthrospira
poderiam estar presentes em densidades extremamente baixas (na forma de hormogonios,
como flora potencial) e por isso ndo foram registrados em outros estudos; e/ou 2) se 0s
tricomas de Arthrospira poderiam ter sido transportados por aves migratdrias até a lagoa
Mangueira e a coleta ocasional desta amostra favoreceu o desenvolvimento em cultura,
dificultando a compreensdo da verdadeira origem geografica da cepa. De qualquer forma,
deve haver algum fator limitante ainda ndo compreendido que impede o desenvolvimento de

Arthrospira na lagoa Mangueira.

1.2. As espécies de Arthrospira produzem toxinas?

Os estudos de toxicidade em camundongo com Arthrospira maxima do México ndo
encontraram qualquer efeito toxico (Salazar et al. 1998). No entanto, Iwasa et al. (2002)
detectaram lesdo hepéatica em uma pessoa de 52 anos relacionada a ingestdo de Arthrospira
(“Spirulina”), indicando assim uma possivel hepatotoxicidade associada a Arthrospira
comercial.

A analise de cepas comerciais de Arthrospira utilizadas em dieta suplementar humana
usando os métodos Cromatografia de Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE — HPLC na sigla em
inglés) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) encontrou resultados positivos para microcistinas
(Gilroy et al. 2000). No entanto, de acordo com Ballot et al. (2005) ndo esta claro se as
toxinas foram produzidas pela Arthrospira ou por fragmentos de células ou tricomas de outras
espécies de cianobactérias nas capsulas estudadas por Gilroy et al. (2000).

Registros comprovados de cianotoxinas produzidas por Arthrospira foram realizados
por Ballot et al. (2004, 2005), os quais documentaram a producdo de microcistina-YR e
anatoxina-a para Arthrospira fusiformis (AB2002/10) isolada do lago Bogoria e também para
A. fusiformis (AB2002/02) isolada do Lago Sonachi, ambos na regido do Quénia (Africa).
Para A. fusiformis (AB2002/04) isolada do lago Nakuru foi detectada a producdo apenas de
anatoxina-a. A producéo de toxinas por Arthrospira foi uma descoberta importante, visto que
0 género era tido como nao toxico por diversos autores anteriores (Ciferri 1983, Jassby 1988,
Salazar et al. 1998).

Até o momento ndo foi encontrado na literatura registro de producéo de toxinas para
as outras especies de Arthrospira.
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2. HIPOTESES
2.1. Morfologia
Hipotese 1: A presenca de aerdtopos é facultativa em Arthrospira platensis e o habito
é planctonico.
Hipdtese 2: A auséncia de caliptra nas células apicais, tanto em material da natureza
quanto de cultura, é uma caracteristica morfologica estvel de Arthrospira platensis.
Hipotese 3: Tricomas regularmente espiralados e hormogonios retos ou curvos sao

caracteristicas inerentes ao ciclo de desenvolvimento de Arthrospira platensis.

2.2. Filogenia
Hipdtese 1: A variabilidade filogenética dos genes RNAr 16S e ITS (16S-23S) néao
expressa a variabilidade fenotipica das espécies de Arthrospira.
Hipdtese 2: As populacGes de Arthrospira platensis de uma mesma regido geogréafica

compartilham o mesmo clado filogenético.

2.3. Ecofisiologia
Hipdtese 1: O crescimento de Arthrospira platensis esta correlacionado positivamente
com o aumento do pH, da concentracao de nitrogénio e da temperatura.
Hipdtese 2: Ndo ha producdo de cianotoxinas por Arthrospira platensis.

3. OBJETIVOS
> Estudar a variabilidade dos caracteres morfologicos diacriticos de Arthrospira
platensis;
> Avaliar os efeitos do pH, temperatura e concentracdo de nitrato sobre o

desenvolvimento da cepa A. platensis CCIBt3335;

> Caracterizar filogeneticamente cepas de A. platensis do Pantanal brasileiro;

> Investigar a producdo de toxinas e de outras substancias bioativas da cepa A.
platensis CCIBt3335.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta das amostras e obtencédo de parametros fisico-quimicos das lagoas

As amostras foram coletadas com auxilio de uma garrafa imersa na superficie da 4gua
na regido central e/ou na margem das lagoas. Para andlise qualitativa e obtencdo de cepas,
parte da amostra foi mantida viva sob-refrigeracdo em caixa de isopor com gelo e
transportadas até o laboratério do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica.
Parte da amostra foi fixada em campo com formol 4% e posteriormente foi incluida na
colecdo do Herbario Cientifico do Estado "Maria Eneida P. Kauffman Fidalgo" (SP), do
Instituto de Botanica. Para analise quantitativa do fitoplancton, cerca de 200 mL de amostra
da regido central da lagoa foi fixada em campo com solucgéo de lugol a 1%.

Os parametros salinidade, condutividade e temperatura foram medidos no campo com
uso da sonda WTW 340i.

A contagem do fitoplancton da lagoa Salina do Meio foi realizada com auxilio de um
microscopio invertido Carl Zeiss, em aumento de 400x, de acordo com o método de

sedimentacgdo de Utermohl (1958), seguindo as recomendacdes de Lund et al. (1958).

4.2. Estudo morfoldgico e de crescimento em laboratdrio

4.2.1. Isolamento e cultivo de Arthrospira

A cepa selecionada para o estudo ecofisioldgico e de bioativos, Arthrospira platensis
CCIBt3335 foi coletada na lagoa Salina do Meio, Fazenda Nhumirim (EMBRAPA) no
Pantanal da Nhecolandia, no periodo de seca em 19/08/2009.

Como descrito na area de estudo, a Salina do Meio apresenta as caracteristicas tipicas
de salinas do Pantanal da Nhecolandia e é relativamente bem estudada do ponto de vista
limnolégico (Mourdo et al. 1988, Mourdo 1989, Hamilton et al. 1999, Medina-Junior &
Rietzler 2005), biogeoquimico (Barbiéro et al. 2002, Barbiéro et al. 2008, Almeida et al.
2011), mineralogia dos solos (Furquim et al. 2008, Furquim et al. 2010) e composicdo de
microalgas e cianobactérias (Santos 2008, Santos & Sant’Anna 2010, Santos et al. 2012).
Nessa lagoa, Anabaenopsis elenkinii € a espécie mais abundante, forma floragdes
principalmente nos periodos de seca e ocorre simultaneamente com Arthrospira platensis
(Santos & Sant’Anna 2010). Além destas cianobactérias, a diatomacea Craticula cf. buderi
ocorre em elevadas densidades juntamente com Anabaenopsis elenkinii (Santos et al. 2012).

No laboratorio, o isolamento das cepas de interesse foi feito por meio da técnica de

selecdo por capilaridade ou “pescaria”. Esta técnica consiste em inocular um tricoma da
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amostra da natureza em tubos de ensaio com meio de cultura liquido. Com esta finalidade,
uma lamina de vidro foi flambada em chama de fogo, em seguida adicionou-se uma gota de
amostra e varias gotas de meio de cultura (BG-11m) com cicloheximida (responsavel pela
destrui¢do das células eucariotas). Com o auxilio de micropipeta e microscopio optico (Carl
Zeiss, Primo Star) foram retirados tricomas de Arthrospira platensis da gota da amostra,
transferindo-os para outra gota com meio de cultura limpo e assim sucessivamente, até
conseguir chegar a um tricoma apenas da espécie de interesse (Figura 1); este tricoma isolado
foi transferido para um tubo de ensaio com meio de cultura liquido e a partir deste processo

de “pescaria” foi possivel isolar clones de cada cepa de interesse.

CHORONO

Anabaenopsis

Arthrospira

Figura 1. Representacdo esquematica do isolamento de tricomas de Arthrospira através da
técnica de “pescaria” em lamina de microscopia.

4.2.2. Manutencéo das cepas isoladas e condic¢des experimentais

As cepas de Arthrospira platensis s&o mantidas em triplicata no Banco de Culturas de
Cianobactérias do Nucleo de Pesquisa em Ficologia, o qual faz parte da Colecdo de Culturas
de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica (CCIBt). As cepas sdo mantidas
em meio liquido BG-11 (Stanier et al. 1971) modificado (Tabela 4), em condicGes
controladas: temperatura 23+1°C, irradiancia 40 - 50 pmol fétons.m?.s™ e fotoperiodo 14-10h
claro-escuro, e séo repicadas a cada 30-40 dias (Figura 2). Todos os procedimentos para
manutencdo e repicagem das cepas foram feitos em camara de fluxo laminar previamente
esterilizada com luz UV durante 30 minutos. Os meios de cultura foram esterilizados em

autoclave vertical a 121°C, 1 atm durante 30 minutos.
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Figura 2. Esquema de repicagem das cepas mantidas na Colecdo de Culturas de
Cianobactérias do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Boténica.

Os experimentos de cultivo com Arthrospira platensis CCIBt3335 foram realizados
em triplicata, em camaras incubadoras marca Eletrobab durante 30 dias. As condi¢des nas
camaras foram as seguintes: fotoperiodo 12-12h claro-escuro, irradiancia 80-100 pmol
fotons.m2.s' (medida na 4gua com sensor subaquatico marca Li-COR modelo LI-250
esférico) e temperatura controlada por termostato e termdmetro de méxima e minima
colocado no interior das camaras. As condi¢fes adotadas como controle foram as seguintes:
concentracdo de nitrato do meio BG-11 reduzida a 3% (45 mg.L™) (Tabela 4), pH ajustado
para 9,5 e temperatura 25°C. Esses valores foram definidos por serem o0s mais proximos das
condigGes naturais onde o material foi coletado (lagoa Salina do Meio).

Etapas do planejamento experimental: a) 5 mL de in6culo foram transferidos para
Erlenmeyer contendo 50 mL de meio BG-11, sendo mantidos em rotacdo constante de 70 rpm
(rotacbes por minuto) por 7 a 10 dias; b) Apos o crescimento da cultura, foram transferidos 50
mL deste indculo para 500 mL de meio BG-11 mantidos a 70 rpm por 10 a 12 dias, até que
atingissem a fase exponencial de crescimento; ¢) Dos 500 mL do in6culo obtido
(aproximadamente 1,5 x 10> células.mL™), 50 mL foram transferidos para Erlenmeyer de
1000 mL com 500 mL de meio BG-11m e entdo transferidos para as camaras de cultura, sem
aeracdo ou agitacao.

Nas cadmaras de cultura, além da condicdo controle foram realizados experimentos em
triplicata nos diferentes tratamentos: pH 10,5 e 7, temperatura 30 e 35 °C e nitrato a 750 mg/L

(50%) e auséncia da fonte de nitrogénio (0%), conforme Tabela 5 e Figura 3.
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Tabela 4. Meio de Cultura BG-11 (Stanier et al. 1971) e BG-11 modificado (BG-11m).

Concentragéo do meio Concentracéo do

Nutrientes 2 meio BG-11m
BG-11 original (mg/L) (Nitrato a 3%) (mg.L™)*
NaNOj; (Nitrato) 1.500 45,0*
MgSO, 7H,0 75,0 75,0
KzHPO43H20 40,0 40,0
CaCl,2H,0 36,0 36,0
H3BO3 2,86 2,86
MnCl,4H,0 1,81 1,81
Na,EDTA 1,00 1,00
Na,MoO44H,0 0,39 0,39
ZnS0,4.7H,0 0,22 0,22
CuS045H,0 0,08 0,08
Co(NO3),.6H,0 0,05 0,05
Na,CO3 2.000 2.000
Acido citrico 6,00 6,00
Citrato ferroso de amonio 6,00 6,00

*Condicéo controle, concentracdo de Nitrato semelhante a de ocorréncia natural na Salina do Meio.

Tabela 5. Condigdes do controle e dos tratamentos testados para a cepa Arthrospira platensis
CCIBt3335.

Nitrato mg/L

pH Temp. °C (BG11
modificado)

Controle - C 9,5 25 45 (3%)
Tratamento 1 - T1 9,5 25 750 (50%0)
Tratamento 2 — T2 9,5 25 0 (0%0)
Tratamento 3 - T3 9,5 30 45
Tratamento 4 — T4 9,5 35 45
Tratamento 5 —-T5 10,5 25 45
Tratamento 6 — T6 7,0 25 45

Figura 3. Representacdo esquematica dos experimentos de crescimento de Arthrospira

platensis CCIBt3335 em diferentes concentracdes de nitrato (NaNOs), temperatura e pH,
conforme tabela 5.

47



CAPITULO 2 - Arthrospira

4.2.3. Andlise do crescimento

As curvas de crescimento foram realizadas em triplicata a partir de contagens diarias
em camara de Fuchs-Rosenthal, sendo estabelecido um nimero méaximo de 200 células por
contagem (sempre que ultrapassasse este nimero a amostra era diluida). A contagem foi
realizada em no minimo uma area, que corresponde a 16 quadrados da camara. Para avaliar o
crescimento das cepas em funcdo dos diferentes tratamentos, foi utilizado Planejamento
Fatorial Multiniveis (Montgomery 1991) 3!x2!, com 3 variaveis (pH; temperatura;
concentracdo de nitrato) em dois niveis de variagdo, resultando 6 condic¢Ges de cultivo, além
da condicdo controle (Tabela 5).

A taxa maxima de crescimento foi calculada de acordo com a férmula de Fogg e
Thake (1987) utilizando os dados da fase exponencial de crescimento:

K =[In(Ny) — In(No) / t1-to ]

onde N é o numero de células no tempo 1 e tempo zero.

O tempo de duplicacdo (G), que corresponde ao tempo necessario em dias para a
populacdo dobrar de tamanho (Fogg & Thake 1987), foi calculado pela formula:

G=In2/p
Onde o logaritimo natural de 2 € dividido pela taxa maxima de crescimento (L),

expresso em dias.

4.2.4. Andlise morfoldgica

As analises morfoldgicas e morfométricas foram realizadas em amostras da natureza e
cultivadas em laboratério nas condi¢bes experimentais descritas anteriormente, sob
microscopio binocular Zeiss Axioskop-2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com contraste de fase,
ocular micrometrada e camara digital Sony Cybershot acoplada. As seguintes caracteristicas
morfoldgicas foram observadas para Arthrospira platensis: 1) Morfologia geral do tricoma; 2)
Morfologia das células apicais; 3) Morfologia das células vegetativas; 4) Comprimento e
largura das 10 primeiras células apicais em 15 tricomas; 5) Numero de espiras por tricoma; 6)
Altura (largura) das espiras; 7) Distancia entre as espiras; 8) Presenca de aerdtopos; 9)
Presenca de mucilagem (atraves da adi¢do de nanquim).

O material da natureza e dos tratamentos testados foi descrito e ilustrado com

fotografias.
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4.2.5. Andlises estatisticas

As medidas comprimento e largura das células e tricomas foram realizadas nas
fotografias digitais com o programa Zeiss Axiovision 4.6.

Para a comparacao das médias de comprimento e largura entre material da natureza e
de cultura foi utilizado o teste-t para amostras independentes, modulo “Basic
Statistics/Tables” (Callegari-Jacques 2003). As caracteristicas métricas foram descritas
estatisticamente através do célculo de média aritmética e desvio-padrdo, como medidas de,
respectivamente, tendéncia central e grau de dispersdo absoluta dos dados. A normalidade dos
dados foi verificada através do teste de Komolgorov-Smirnov (Zar 1999). As diferencas entre
material da natureza e de cultura foram testadas pelo teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo
paramétrica de um fator), seguido do teste de comparacdo multipla de Dunn. Todos o0s
calculos foram efetuados pelo programa GraphPadPrim v.5.1.

4.3. Estudo molecular (filogenético)
4.3.1. Extracdo de DNA e amplificagéo por PCR dos genes RNA ribossomal 16S

e Espaco Intergénico ITS 16S-23S
A extracdo do DNA gendémico foi realizada seguindo o método descrito por Fiore et
al. (2000). Aliquotas (5 pl) dos DNAs extraidos foram acrescidos de tampao de carregamento
(azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30% e 0,1% de SYBER® Green | (Eugene, OR, EUA)) e
a integridade dos mesmos foi verificada em gel de agarose 1,2% ap0s corrida eletroforética
em tampdo 0,5 X TBE (1 X TBE: Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). O marcador de
tamanho e massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi
utilizado. A documentacao do gel foi feita usando o programa “Kodak MI Application” do
“Kodak Gel Logic 212 Imaging System” (Molecular Imaging System Carestream Health, Inc,
Rochester, NY, EUA). O material foi armazenado a temperatura de -20°C até o inicio dos

procedimentos seguintes.

A amplificacdo por PCR do gene do rRNA 16S e da regido intergénica ITS 16S-23S
foi realizada em tampao para a reacéo de PCR 1X (20mM Tris HCI pH 8,4; 50 mM KCI); 0,2
mM de cada dNTP; 2 mM de MgCl,; 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA); 10 ng de DNA; 0,5 uM do primer 27F1 (5’-
AGAGTTTGATCCTGCTCAG-3’) (Neilan et al., 1997), 0,5 uM do primer 23S30R (5°-
CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT -3°) (Lepeére et al., 2000) e agua ultrapura (Milli-Q,

Millipore, EUA), esterilizada, para um volume final de 25 pL. A reagdofoi realizada em um
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termociclador Techne TC-412 Thermal Cycler (Techne, Chelmsford, Essex, England), nas
seguintes condicBes: 94 °C/5 min; 10 ciclos de 94 °C/45s, 57 °C/45s, 72 °C/2min; 25 ciclos de
94 °C/45s, 54 °C/45s, 72 °C/2min e extensdo final a 72 °C/7min. A verificagdo do tamanho
dos produtos da PCR foi feita em eletroforese de agarose conforme descrito acima.

4.3.2. Clonagem e transformacéo dos produtos de PCR

A clonagem dos produtos da PCR foi realizada utilizando o Kit de clonagem
“pGEM®-T Easy Vector Systems” (Promega, Madison, WI, EUA). A introducdo do vetor
contendo o inserto nas células competentes de E. coli DH5a foi feita através de choque
térmico (Sambrook et al. 1989). Aliquotas de 10 puL do produto de ligagdo ¢ 50 pL de
suspensdo de células competentes de E. coli DH50 foram misturadas em um microtubo
esterilizado, o qual foi incubado no gelo durante 30 minutos. O microtubo foi transferido
imediatamente para banho-maria a 42°C e deixado por 30 segundos, sem agitar. Em seguida o
microtubo foi incubado no gelo por 2 minutos. Posteriormente adicionou-se 250 puL de meio
SOC (Sambrook et al. 1989) a temperatura ambiente e a mistura foi incubada a 37°C, durante
1 hora, sob agitacdo de 200 rpm. As células competentes transformadas foram plaqueadas em
meio LB soélido contendo ampicilina (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA) e X-Gal
(Invitrogen), ambos em concentragdes finais de 100 pg/mL de meio. As placas foram
incubadas por 15 horas, a temperatura de 37°C. Em seguida, uma coldnia de cor branca foi
utilizada visando confirmar a presenca dos insertos de interesse. Uma pequena quantidade de
células de cada clone transformado foi adicionada a reacdo de PCR como descrito por Nbel
et al. (1997), utilizando-se os iniciadores CYA359 (5 -GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3)
e CYA78laR (5-GACTACTGGGGTATCCTAATCCCATT-3) e CYAT781bR (5-
GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3") (Nubel et al. 1997). A reacdo de amplificacdo
foi composta por tampdo de PCR 2 X (20 mM Tris HCI pH 8,4; 50 mM KCI); 0,2 mM de
cada dNTP; 6 mM MgCI2; 3 U de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil); 10
ng de DNA; 0,4 pmol de cada iniciador e 4gua ultrapura (Millipore) esterilizada, para o
volume final de 25 pL. A reagdo foi realizada em termociclador Techne TC-412 Thermal
Cycler (Techne, Chelmsford, Essex, England), nas seguintes condi¢6es: 94 °C/2min; 30 ciclos
de 94 °C/1min, 63 °C/41min, 72 °C/1min e extensdo final a 72 °C/7min. A verificacdo do
tamanho dos produtos da PCR foi feita em eletroforese de agarose conforme previamente

descrito.
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4.3.3. Extracdo de DNA plasmidial

A extracdo de plasmideos das células de E. coli DH5a que contenham os insertos foi
feita pelo método de preparacdo de pequena escala de plasmideo, usando hidrélise alcalina
(Birnboim & Doly 1979). As colbnias brancas foram transferidas para 4 mL de meio LB
contendo ampicilina e cultivadas por 15 horas, a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. Em
microtubos foram colocados 1,5 mL da cultura de células produzidas e, em seguida, foram
centrifugadas a 10.000 x g por 20 segundos. Esse procedimento foi repetido por duas vezes. O
pélete formado foi ressuspenso em 100 uL de solugdo I gelada (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0,
EDTA 10 mM e glucose 50 mM). Em seguida, 200 pL de solugdo II (NaOH 0,2 N, SDS 1%)
foram adicionados e misturados gentilmente por meio da inversdo dos microtubos. Apds
terem sido incubados no gelo por 5 minutos, foram acrescentados 150 ulL de solugdo III
gelada (acetato de potassio 3 M e &cido férmico 1,8 M). Procedeu-se novamente a mistura por
inversdo e os microtubos foram incubados no gelo por mais 5 minutos. Posteriormente, foram
centrifugados a 10.000 x g durante 7 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo. Adicionou-se 270 pL de isopropanol a temperatura ambiente, misturando-se e
centrifugando-se conforme descrito anteriormente. Apds a eliminagdo do sobrenadante, o
pélete foi lavado uma vez com 250 pL de etanol 70% gelado e centrifugado a 10.000 x g por
2 minutos. O pélete foi secado e ressuspenso em 30 pL de uma solugdo contendo Tris-HCI 10
mM, pH 8,0, EDTA 0,5 M e 10 mg RNAse/mL. Essa mistura foi incubada a 37°C por 30

minutos. Os plasmideos assim extraidos foram armazenados a -20°C até o préximo uso.

4.3.4. Sequenciamento

A PCR para o sequenciamento dos fragmentos inseridos nos plasmideos foi feita
usando-se o kit “ABI Prism Big Dye terminator (Applied Biosystems by Life Techonologies).
Para a reagdo utilizou-se 200 ng de plasmideo contendo o inserto, 5 pmol dos iniciadores
MI13F (5’-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’) ou SP6 (5°-
ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’). Também foram utilizados outros seis iniciadores
(357F, 357R, 704F, 704R, 1114F, 1114R), visando o fechamento interno das sequéncias de
RNAr 168S, e 1 uL de “Big Dye”, 2 uL de tampao 2,5 X “Save Money” (protocolo fornecido
pelo fabricante) e dgua ultrapura para volume final de 10 pL. As condi¢des de amplificacdo
foram as seguintes: 25 ciclos de 95°C/20 s, 50°C/15 s, 60°C/1 min. Apos a amplificacdo dos
fragmentos, realizou-se a precipitacdo dos mesmos conforme manual de instru¢des do kit de

sequenciamento. Posteriormente, as reacdes precipitadas foram inseridas no sequenciador
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capilar ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para 0 sequenciamento
dos fragmentos de DNA. Os dados gerados pelo sequenciador foram coletados e processados
pelo programa “ABI PRISM® DNA Sequencing — Analysis Software” versdo 3.7 (Applied

Biosystems).

4.3.5. Processamento e analise filogenética das sequéncias

As sequéncias geradas foram processadas para remocdo de bases produzidas com
baixa qualidade (indice de qualidade <20) através do pacote que contém 0s programas
Phred/Phrap/Consed (Ewing & Green 1998, Ewing et al. 1998, Gordon et al. 1998), em
sistema operacional Linux. As sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias
previamente depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando-se a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) (Altschul et
al. 1990). Para a construcdo da arvore filogenética, pelo método de méaxima verossimilhanca
(Maximum Likelihood), as sequéncias obtidas e outras selecionadas de bancos de dados
publicos, foram alinhadas e editadas usando-se o pacote de programa MEGA 5.0 (Tamura et
al. 2011). Com as sequéncias alinhadas foi utilizado o programa TOPALi v.2 (Milne et al.
2009) para selecdo do modelo estatistico mais adequado para analise filogenética das
sequéncias selecionadas e o modelo indicado foi processado no programa MEGA 5.0. As
novas sequéncias geradas neste estudo serdo depositadas em bancos de dados publicos quando
forem publicadas em artigo especifico.

4.4. Prospecc¢ao de substancias bioativas

4.4.1. Estudos bioldgicos

a) Ensaios bioautograficos para deteccdo de atividade inibidora da
acetilcolinesterase

Preparo da solucdo enzimatica: A enzima acetilcolinesterase tipo V (Sigma, N° C
2888, 1000 V) foi dissolvida em solucdo tampdo Tris HCI (pH 7,8) e estabilizada pela adicéo
de albumina de soro bovino V (0,1%, Sigma, N° A-4503).

Aliquotas das biomassas dos tratamentos 1 e 5 ao qual foi submetida a cepa
Arthrospira platensis CCIBt3335 (Tabela 5) foram aplicadas a placas cromatogréaficas, para a
avaliacdo de atividade anticolinesterasica, segundo Marston et al. (2002): 200 pg.spot™ de
cada amostra, juntamente com o controle positivo eserina (Sigma, 1 pg.spot™) foram
submetidos a Cromatografia de Camada Delgada (CCD), desenvolvida com a fase movel

52



CAPITULO 2 - Arthrospira

cloroférmio:metanol:agua (64:36:8, v/v/v). Apbés o desenvolvimento, as placas foram secas,
nebulizadas com a solugdo enzimatica (6.66 U/ml) e incubadas a 37 °C, por 20 minutos. A
atividade enzimatica foi detectada pela nebulizacdo de solucdo 0,25% de acetato de 1-naftila
em metanol (5 ml) e de solucdo aquosa 0,25% do sal Fast Blue B (20 ml). Inibidores
anticolinesterasicos em potencial aparecem como halos claros sobre fundo purpura (roxo)
(Marston et al. 2002).

b) Ensaios bioautograficos para atividade antifungica (frente ao fungo
Cladosporium sphaerospermum Penz. SPC 491)

O fungo fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum CCIBt0491 (antes SPC 491) é
mantido no Banco de Cultura de Fungos do Instituto de Botanica. Para estes ensaios, foram
inoculadas placas de Petri de 10 cm contendo meio BDA (Batata, Dextrose e Agar), que
foram incubadas por aproximadamente 12 dias em estufa, a 28°C. A extracdo dos esporos foi
realizada com solucdo de glicose e sais e a suspensdo obtida foi utilizada no ensaio
bioautografico.

A cepa submetida a esses testes foi a Arthrospira platensis CCIBt3335. Amostras
liofilizadas, pesando 400 pg, dos extratos em &cido acético 0,1 M e metandlicos das
biomassas obtidas nos tratamentos 1 e 5 a que foi submetida esta cepa, foram dissolvidas em
10 microlitros do mesmo solvente e aplicadas a placas cromatograficas de gel de silica
(MERCK 60 Fjs54). Ap0Gs a secagem das placas, 0os cromatogramas foram desenvolvidos na
fase movel cloroférmio: metanol: agua (64: 36: 8, v/v/v), em cubas de vidro, em atmosfera
previamente equilibrada.

Apos a eluicdo, as placas foram secas em corrente de ar, em capela, por 1 hora, para a
remocao completa do solvente. Em seguida, a suspensdo de esporos foi aspergida sobre as
placas que foram incubadas em camara Umida, a 28°C, por 2 dias para o desenvolvimento do
fungo (Homans & Fuchs 1970, Rahalison et al. 1994). A formacdo de halos brancos sobre a
coloracdo verde escura do fungo, no cromatograma, indica a presenca de substancias com
potencial antifingico. Como controle positivo, foi utilizada a Nistatina (1,0 pg) (Castro &
Lima 2011).

c) Teste de acdo hemolitica (Rangel et al. 1997)
O sangue foi obtido de camundongos Swiss, machos (25-30g), provenientes do

Biotério Central do Instituto Butantan. O sangue foi colocado em um béquer com um volume
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aproximadamente 30 vezes maior de solucdo fisiologica Krebs-Henseleit (NaCl 113mM;
KH,;PO,4 1,2mM; KCI 4mM; MgS0,.7H,0 1,2mM; CaCl, 2,5mM; NaHCO3; 25mM; C¢H;,06
11,1mM) e mantido sob agitagdo constante por 15 minutos. A mistura foi centrifugada trés
vezes, por 7 minutos, a 3.000 rpm, para lavar os eritrocitos de componentes plasmaticos; em
sequida, foi preparada uma suspensdo de eritrocitos (SE) a (4) % (V/V) em solucao
fisioldgica de Krebs-Henseleit.

Os extratos de Arthrospira platensis CCIBt3335 (tratamentos 1 e 5, no 15° e 30°dia
de cultivo) foram diluidos em solucdo fisiologica de Krebs-Henseleit e posteriormente
colocados em uma placa de ELISA, com 96 poc¢os; em seguida, foram adicionados 50 pL de
SE a 4 %. Foi utilizada solucdo fisioldgica, para o controle negativo e o detergente Triton X-
100 a 1%, como controle positivo (hemolise total). Apds uma hora de incubagdo, a
temperatura ambiente, sob agitacdo constante, a solugéo foi centrifugada a 3.000 rpm, por 5
minutos; o sobrenadante foi transferido para placa de ELISA e a atividade hemolitica foi
medida no comprimento de onda de 540 nm.

Os resultados, se positivos, sdo analisados a partir dos logaritmos de suas médias e de
seus respectivos erros padrdes. O célculo das CEsy (concentracdo efetiva média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) e de seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) séo

realizado a partir de regressdo ndo-linear, no programa GraphPad Prism v. 5.1.

4.4.2. Estudos quimicos

a) Prospeccao de metabdlitos secundarios com atividade antioxidante

Amostras dos extratos de A. platensis CCIBt3335, nos tratamentos T1 e T5 foram
aplicadas a placas cromatograficas (MERCK 60 F,s4), que foram eluidas na fase movel
cloroférmio: metanol: dgua (64: 36: 8, v/v/v), em cubas de vidro, em atmosfera previamente
equilibrada. Apds desenvolvidos e secos em corrente de ar, em capela, os cromatogramas
foras nebulizados solucdo metandlica (2 mg.mL™) do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), o qual permite detectar substancias com atividade antioxidante. A atividade dessas
substancias aparece como manchas amareladas, sobre fundo violeta, caracteristico do DPPH
(Hostettmann et al. 2003). A mudanca de coloracdo da solucdo de DPPH do violeta para o
amarelo ocorre devido a transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio de substancias
antioxidantes para o radical livre (Souza et al. 2007). Foi utilizada a catequina, como controle

positivo.
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b) Andlises qualitativa e quantitativa das microcistinas LR, RR, YR e LA, do L-
BMAA e da saxitoxina utilizando a técnica de LC-MS/MS
As amostras dos extratos de Arthrospira platensis CCIBt3335 foram analisadas no
Centro de Espectrometria de Massas Aplicada (CEMSA), Séo Paulo, Brasil, utilizando a
técnica de cromatografia liquida, acoplada a detector de espectrometria de massas do tipo
triplo-quadrupolo (LC-MS/MS), operando em modo de varredura MS e MS/MS. Para maior
definicdo dos cromatogramas e espectros, as analises foram realizadas ap6s a otimizacdo da
técnica de LC-MS/MS para detec¢do das cianotoxinas em questdo, através do ajuste dos
parametros do detector de espectrometria de massas (MS/MS).
Para esta analise, os liofilizados dos extratos em acido acético 0,1 M dos tratamentos 1 e
5, nas fases exponencial (15 dias) e estacionéria (30 dias) de Arthrospira platensis CCIBt3335
foram re-suspendidos em agua ultrapura (1 mL) e agitados em vortex, por 1 minuto e
filtrados em membrana filtrante Millex® de 0,45 um. De cada uma das amostras, aliquotas
de 1 mg/mL foram retiradas e colocadas diretamente nos pocos de uma placa de 96 orificios,

para posterior injecdo no sistema de LC-MS/MS.

4.4.3. Instrumentacdo utilizada e condi¢des cromatogréficas do LC-MS/MS
Nas tabelas abaixo séo apresentados os equipamentos (Tabela 6), os reagentes (Tabela
7), as informacGes sobre os padrdes analiticos (Tabela 8), a metodologia desenvolvida para
identificacdo (Tabela 9), os gradientes de eluicdo cromatografica (Tabela 10), as condi¢des
de ionizagdo (Tabela 11) e os Parametros de Monitoramento de Reacdo Multipla (Tabela 12)
que foram utilizados neste trabalho para o sistema de LC-MS/MS para andlise das
microcistinas LR, RR, YR e LA; Saxitoxina e, L-BMAA.

Tabela 6. Informacdes sobre os equipamentos utilizados para as analises das microcistinas
LR, RR, YR e LA; Saxitoxina e, L-BMAA.

Equipamento Modelo Fabricante
HPLC (bomba binéria, desgaseificador e forno Agilent 1260 series Agilent Technologies
de coluna)
Injetor automatico Agilent 1290 series Agilent Technologies
Espectrometro de massas QTRAP 3200 AB Sciex
Programa de aquisi¢do dos dados Analyst 1.5.2 AB Sciex
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Tabela 7. Informacdo sobre os solventes e reagentes utilizados nas analises.

Reagentes Especificacio Frabricante
Agua Tipo I (H20) 18 mOhms Barnested
Acetonitrila (ACN) Grau LC-MS J.T. Baker
Acetato de Amdnio Padrdo Analitico Sigma-Aldrich
Acido Férmico Grau LC-MS Sigma-Aldrich

Tabela 8. Informacdes sobre os padrées analiticos do L-BMAA, das Microcistinas* LR, RR,
YR e LA e da Saxitoxina”,

Substancia Formula MW (g.mol™)
Cloridrato de L-BMAA C4H1oN,0,.HCI 154,6
Microcistina LR Cu9H74N1001 994,5
Microcistina RR CyoH75N 1304, 1037,0
Microcistina LA Cy6He7N,0O1, 910,5
Microcistina YR Cs,H75N10013 10445
Saxitoxina C1oH17N;04 -

*A solucdo padréo estoque utilizada foi adquirida junto ao Departamento de Andlises Clinicas Toxicolégicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP: Solug¢do contendo as microcistinas (LR, RR, LA e YR) na
concentragdo de 10 ug mL™ em solugdo 50% Metanol. *Devido & auséncia do padrdo analitico da Saxitoxina
(Sax), os pardmetros foram definidos por meio de trabalhos e metodologias publicadas (Seto et al. 2005, Johnson
et al. 2009).

4.4.4. CondicGes cromatograficas

Tabela 9. Metodologia desenvolvida para identificacdo das Microcistinas LR, RR, YR e LA,
Saxitoxina e, L-BMAA em LC-MS/MS.

Caracteristica Detalhe

Coluna Phenomenex Luna C18(2) 50x2mm 3

Fase mével A H,O + 0,1 % Acido Formico + 5 mM acetato de aménio

Fase movel B Acetonitrila + 0,1 % Acido Formico + 5 mM acetato de amonio
Temperatura da coluna 25°C

Vazio 0,250 mL.min™

Volume de inje¢do 10 pL

Tempo de corrida 7,1 minutos

Solugéo para lavagem de agulha MeOH:H,0 (75:25) (v/v)
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Tabela 10. Gradiente de eluicdo cromatografica.

Etapas Tempo (min.) Vazdo (uL.min™) %A %B
0 3,70 250 80 20
1 0,80 250 80 20
2 0,81 250 10 90
3 6,00 250 10 90
4 6,10 250 80 20
5 7,10 250 80 20

4.4.5. Deteccdo por espectrometro de massas — Modo positivo

Tabela 11. Condiges de ionizagdo (Electro Spray, ESI).

Parametros — Modo Positivo Valores
Curtain Gas 20 a.u.
lon Spray Voltage 5200
Source Temperature 550°C
Gas 1 (nebulizer) 55 a.u.
Gas 2 (heater gas) 50 a.u.

Tabela 12. Pardmetros de Monitoramento de Reagdo Multipla (MRM — Multiple Reaction
Monitoring) para o método desenvolvido. Collision Gas Dissociation (N,) = 8 a.u. Dwell time
=50 ms.

Substéncia Q1 (m/z) Q3 (m/z)
L-BMAA 119,119 18082,,11000O
Microcistina LR 995,600 ;igigg
Microcistina RR 519,800 ;igigg
Microcistina LA 910,500 ;igﬁgg
Microcistina YR 1045,700 ;igﬁgg
Saxitoxina* 300,100 gggigg

*Devido a auséncia do padrdo analitico da Saxitoxina (Sax), os parametros de MRM foram definidos por meio
de trabalhos e metodologias publicadas (Seto et al. 2005, Johnson et al. 2009).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo morfoldgico e ocorréncia de Arthrospira platensis nas lagoas da

Nhecolandia

Na Tabela 13 sdo indicadas todas as amostras estudadas, algumas caracteristicas

fisico-quimicas e espécies dominantes nas lagoas.

Tabela 13. Posicdo geografica, nUmero da amostra em herbario, algumas caracteristicas
fisico-quimicas da agua e espécies de cianobactérias dominantes nas lagoas do Pantanal da

Nhecolandia.
Cond. . -
ID Coordenada Data de - Salin.  Temp. Espécie
Local - Lagoa - o pH elétrica . : -
Herbério geogréfica coleta (uS/cm) (ups) (°C) dominante
) ) 18°58'29"S, An. elenkinii, Art.
Salina do Meio  SP400654 19/08/2009 9,47 10600 6,2 32,5 .
56°38°47"W platensis
18°58'29"S, An. elenkinii, Art.
Salinado Meio  SP427290 27/10/2011 9,89 4060 2,2 29,7 .
56°38°47"W platensis
. . 18°58'29"S, An. elenkinii, Art.
Salinado Meio  SP427740 06/05/2012 9,64 8770 51 - )
56°38°47"W platensis
) ) 18°58'29"S, An. elenkinii, Art.
Salinado Meio ~ SP390917 25/09/2005 9,85 19020 11,8 23,3 .
56°38°47"W platensis
18°58'29"S, An. elenkinii, Art.
Salinado Meio  SP390919 22/04/2006 10,16 2870 1,4 33,3
56°38°47"W Platensis
. . 18°58'29"S, An. elenkinii, Art.
Salinado Meio ~ SP390922 28/08/2006 10,09 12070 7,3 24,7 )
56°38°47"W platensis
) ) 18°58'29"S, An. elenkinii, Art.
Salina do Meio ~ SP390927 04/05/2007 10,19 3890 2,0 31,0 .
56°38°47"W platensis
Salina da 18°57'35"S, An. elenkinii, Art.
SP400842 09/05/2005 - 2380 1,2 229 )
Reserva 56°37'18"W platensis
Salina da 18°57'35"S, An. elenkinii, Art.
SP401692 19/08/2009 9,68 11040 6,4 34,1 )
Reserva 56°37'18"W platensis
Salina da 18°57'35"S, An. elenkinii, Art.
SP427741 06/05/2012 10,10 5435 31 -
Reserva 56°37'18"W platensis
Salina da 18°58'56"S, An. elenkinii, Art.
SP400843 25/09/2005 9,9 5790 33 238 )
Ponta 56°39'33"W platensis
Salina da 18°58'56"S, An. elenkinii, Art.
SP400845 22/04/2006 9,8 864 0,3 32,8 .
Ponta 56°39'33"W platensis
Salina da 18°58'56"S, An. elenkinii, Art.
SP400487 28/08/2006 9,8 8970 52 22,8
Ponta 56°39'33"W platensis
Salina da 18°58'56"S, An. elenkinii, Art.
SP400849 17/11/2006 9,9 716 0,2 30,8 )
Ponta 56°39'33"W platensis
Salina da SP401691 18°58'56"S,  19/08/2009 9,22 8130 4,7 30,4 An. elenkinii, Art.

58



CAPITULO 2 - Arthrospira

ID Coordenada Data de Cpn_d. Salin.  Temp. Espécie
Local - Lagoa - e pH elétrica o !
Herbario geografica coleta (uS/cm) (ups) (°C) dominante*
Ponta 56°39'33"W platensis
Salina Pedra 19°10'36"S, An. elenkinii, Art.
SP427742 26/08/2006 10,06 2100 1,1 28,0 )
do Sol 56°57'44"W platensis
Salina Pedra 19°10'36"S, Art. platensis, An.
SP427743 16/11/2006 10,23 12200 71 32,0
do Sol 56°57'44"W elenkinii
) 18°55'40"S, Art. platensis, An.
Salina Pantanal ~ SP427747 16/08/2009 - - - -
56°33'03"W elenkinii
. Art. platensis,
Salitrada 18°58°05™S, o
SP390925 16/11/2006 8,42 1852 0,9 32,0 Spirulina subsalsa,
Campo Dora 56°38°58”W

An. elenkinii

*An. elenkinii = Anabaenopsis elenkinii; Art. platensis = Arthrospira platensis

Arthrospira platensis ocorreu nas lagoas salinas do Pantanal em valores de pH que
variaram de 9,2-10,2, condutividade elétrica de 716-19020 pS.cm™ e temperatura 22,8-33,3°C
(Tabela 13). Na lagoa Salitrada Campo Dora, a espécie foi registrada apenas uma vez, em
periodo de seca-inicio de chuva, com pH 8,4, condutividade 1852 pS.cm™ e temperatura
32°C. Estes dados evidenciam a especificidade de pH alcalino, elevada condutividade e
temperaturas mornas para ocorréncia de Arthrospira platensis nas lagoas do Pantanal. Sabe-se
gue em 4aguas continentais os elevados valores de condutividade elétrica indicam elevada
disponibilidade de nutrientes (Tundisi & Matsumura-Tundisi 2012), e nas lagoas salinas do
Pantanal esta condicdo é um dos fatores que provavelmente também contribui para a

ocorréncia e o desenvolvimento da espécie na natureza.

5.2. Caracterizacdo morfoldgica de Arthrospira platensis
Tricomas solitérios, regularmente espiralados, constritos ou ndo, geralmente longos,
35-151(-371) um compr., largura ou altura das espiras 16,0-32,4 um, distancia entre as espiras
22,0-40,6 pm, geralmente sem envelope mucilaginoso; células mais curtas que largas a
subquadréticas, raramente mais longas que largas, 1,7-5,3(-9) um compr., 4,0-7,8 um larg.,
Rc/l = 0,5-1,3; células apicais arredondadas, levemente atenuadas, raramente dilatadas, sem

caliptra; contetdo celular verde azulado, geralmente granuloso, com aerdtopos (Figuras 4, 5).

Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Corumbd, Pantanal da Nhecolandia,
Salina do Meio, 25-1X-2005, K.R.S. Santos & C.F.S. Malone (SP390917), 22-1V-2006,
K.R.S. Santos (SP390919), 28-VI111-2006, K.R.S. Santos (SP390922), 4-VV-2007, K.R.S. Santos
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(SP390927), 19-V111-2009, K.R.S. Santos (SP400654), 27-X-2011, K.R.S. Santos (SP427290),
06-V-2012, C.F.S. Malone & C.L. Sant’Anna (SP427740); Salina Pantanal, 16-VI11-2009,
K.R.S. Santos (SP427747); Salina da Reserva, 19-VI11-2009, K.R.S. Santos (SP401692), 06-
V-2012, C.F.S. Malone & C.L. Sant’Anna (SP427741); Salina da Ponta, 19-VI1I1-2009,
K.R.S. Santos (SP401691); Salina Pedra do Sol, 26-V1I1-2006, K.R.S. Santos (SP427742),
16-X1-2006, K.R.S. Santos (SP427743).

De acordo com a descri¢do original (Gomont 1892), Arthrospira platensis apresenta
tricomas ndo atenuados ou apenas levemente, 6-8 um de larg., 26-36 um altura das espiras,
43-57 um distancia entre as espiras; as células sdo aproximadamente isodiamétricas, 2-6 pm
de compr. com protoplasma granuloso. Gomont (1892) ndo menciona a ocorréncia ou néo de
aerdtopos nesta espécie originalmente coletada na regido de Montevidéu (Uruguai), nem
mesmo se 0 habito seria bentdnico ou planctdnico. A breve indicacdo do habito que aparece
na descricdo diz “Trichomata aeruginea, stratum tenue saturate aerugineum formantia,
fragilia, in spiram laxam et amplissimam” — tricomas esverdeados, formando um estrato fino
verde escuro, fragil, com espiras mais frouxas” (comparado a Spirulina). Analisando esta
descri¢do, o fato de formar “estrato fino verde escuro, fragil” ndo ausenta a possibilidade da
espécie possuir aerétopos, uma vez que floracdes de Arthrospira spp. frequentemente formam
fina camada sobre a lamina d’agua e estes espécimes possuem aerotopos. As floragdes de A.
platensis observadas em nosso estudo (Capitulo 1 - Figura 3, C) mostram claramente isso.

Conforme observado no presente estudo, a ocorréncia de aerétopos em A. platensis pode
ser facultativa (Figuras 4 e 5), o que poderia justificar a ndo representacdo de aerétopos na
ilustracdo e descrigdo original da espécie documentada em Gomont (1892), nem no material
tipo depositado no Museu Britanico de Historia Natural e analisado por Komarek & Lund
(1990).

Komarek & Lund (1990) afirmaram, a partir de observacdes do material tipo depositado
em exsicata de herbario, que A. platensis seria bentdnica, ndo apresenta aerdtopos e 0s
tricomas ndo atenuam ou apenas levemente. No entanto, questiona-se o fato de considerar A.
platensis como espécie ndo planctdnica com base nas células secas do isotipo depositado em
herbario, o que € plenamente justificavel ja que os aerétopos tendem a ser destruidos em
material seco (Tomaselli 1997). Além disso, de acordo com a revisdo do género realizada por

Jeeji-Bai (1999), A. platensis apresenta tricomas com 5-7 um de larg., gradualmente e
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distintivamente atenuados para os apices, células apicais frequentemente subcapitadas a
distintivamente captadas, mas sempre sem caliptra e protoplasma com aerotopos.

No presente estudo e no trabalho realizado por Santos & Sant’Anna (2010) foi observado
variacdo morfoldgica dos tricomas de A. platensis em material da natureza (Figura 4, A-D,
Figura 5): tricomas geralmente cilindricos, mas as vezes gradualmente atenuados; células
apicais arredondadas sem formacéo de caliptra, aerétopos presentes em praticamente todos 0s
tricomas, ocorréncia de grénulos em alguns individuos e tricomas de 4-7,8 um largura. A
andlise dessas populagfes indica que as caracteristicas diagnosticas desta espécie devem ser
ampliadas e revisadas, uma vez que foi observada ampla variacdo morfolégica nas
caracteristicas diacriticas e sempre foram observadas formas intermediarias. Assim, o material
brasileiro estd de acordo com a circunscricdo original de A. platensis (medidas e forma do
tricoma) apresentada por Gomont (1892) acrescida dos caracteres observados por Jeeji-Bai
(1999), principalmente em relacdo a presenca de aerdtopos. Além das caracteristicas
morfomeétricas, a ocorréncia de A. platensis no Pantanal, parece ser mais coerente com essa

espécie descrita originalmente para a regido de Montevidéu, Uruguai, América do Sul.

Figura 4. A-D: Variabilidade morfol6gica de Arthrospira platensis em amostras da lagoa
Salina do Meio, Pantanal da Nhecolandia; A, B. Tricomas com granulos, apice levemente
atenuado ou dilatado; C. Tricoma com mucilagem (ocorréncia rara); D. Tricoma regularmente
espiralado, com aerdtopos, aspecto comumente encontrado nas lagoas salinas (Figuras de
acordo com Santos & Sant’Anna 2010). E. llustracdo original (iconotipo) de Arthrospira
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platensis mostrando tricoma com célula apical amplamente arredondada, sem caliptra
(Gomont 1892, pl. 7, fig. 27). F. llustracdo original (iconotipo) de Arthrospira maxima
mostrando tricoma com célula apical com caliptra (setas) (Gardner 1917, pl. 33, fig. 3).
Escalas = 10 pm.

Na Figura 4 é apresentada a variacdo morfoldgica de A. platensis do Pantanal e as
ilustracGes originais (iconotipos) de A. platensis (Gomont 1892) e de A. maxima (Gardner
1917) para comparagdo. Conforme observado nas Figuras 4 e 5, e nos dados morfométricos
(Tabela 14), fica evidente a semelhanca do material do Pantanal com A. platensis, que difere
de A. maxima principalmente pela primeira possuir espiras com dimensfes menores e

auséncia de caliptra.

Figura 5. A-D. Aspecto geral dos tricomas regularmente espiralados e com aerdtopos de
Arthrospira platensis em lagoas salinas do Pantanal. A, B. Amostras da Salina Pantanal; C.
Salina da Reserva; D. Salina do Meio; E-F. Amostras da Salina do Meio. E. Tricoma sem
aerotopos, F. Hormog6nios com granulos e sem aerétopos. Escalas = 10 um.
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Tabela 14. Principais caracteristicas morfologicas de Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont e a espécie mais proxima - Arthrospira maxima

Setchell & N.L.Gardner, de acordo com a descricdo original e diferentes autores.

) Largura Altura
] ) Apice do Comprimento Distancia
Espécie / Aerotopos - Constricdo do das Local de coleta e .
. . . tricoma/ célula . das células . entre espiras Figura
Referéncia habito do tricoma tricoma espiras data
apical (Hm) (Hm)
(um) (um)
A. platensis | ?-? Levemente | Levemente ou | 6-8 2-6 26-36 43-57 Proximo a
(Nordstedt) constrito ndo atenuado/ Montevidéu,
Gomont / arredondada Uruguai; 1884
Gomont (1892) sem caliptra
conceito
original
A. platensis / | Presentes Constrito Levemente ou | 4-7,8 1,7-5,3(9) 16,0- 22,0-40,6 Lagoas Salinas do
Santos & | (facultativo, ou ndo  atenuado/ 324 Pantanal da
Sant’Anna podem ocorrer | levemente arredondada Nhecoléandia,
(2010) e | tricomas e | constrito sem caliptra Brasil; 2004-2012
presente estudo | hormogdnios sem
aerétopos) -
planctdnico
A. platensis / | Ausentes — | Levemente | Levemente ou | (4)6-7(9?) | - (207)26 | (24?)30-57 América do Sul,
Komérek & | perifitico, constrito ndo  atenuado/ -36 dados para
Anagnostidis bentdnico arredondada ou Europa nédo
(2005) com caliptra comprovados;
plana distribuicdo mais <
ampla (?)
A. platensis /| Ausentes - | Levemente | Levemente (4)6-7(87) | - 26-36 30-57 América do Sul,
Komérek & | perifitico, constrito atenuado distribuicdo mais
Lund 1990 bentdnico ampla (?)

63



CAPITULO 2 - Arthrospira

. Largura . Altura .
. i . Apice do Comprimento Distancia
Espécie / Aerdétopos - Constricdo . . do ) das ) Local de coleta e .
o . . tricoma/ célula . das células . entre espiras Figura
Referéncia habito do tricoma . tricoma espiras data
apical (m) (Hm)
(Hm) (Hm)

Arthrospira Presentes N&o Levemente 7-9 5-7 40-60 70-80 Lagoas de &guas

maxima /| plancténico constrito atenuado/ com mornas  salinas,

Gardner (1917) caliptra Sul da Califérnia,
Key Route
Power-house,
Oakland, Estados
Unidos; 1916.

Arthrospira Presentes Né&o Levemente ou | 8-(12) Mais curtas que | (34,5)- | +(34,5)-51 Lagos vulcéanicos

maxima /| plancténico constrito ou | ndo  atenuado/ largas, 51 e alcalinos

Komérek & muito com caliptra raramente Atlacoya

Komérkova- levemente conica isodiamétricas (Tecuitlapa) e El

Legnerova constrito Rincon de

(2002) Parangueo,
Meéxico; 1992-
1993.
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5.3. Caracteristicas de A. platensis CCIBt3335 isolada da lagoa Salina do Meio

A amostra da lagoa Salina do Meio (coleta 19/08/2009) apresentou apenas trés

espécies dominantes, sendo as cianobactérias Anabaenopsis elenkinii e Arthrospira platensis

responsaveis por 49% e 17% da densidade celular total, respectivamente, e a diatomacea
Craticula cf. buderi contribuiu com 34% da densidade (Tabela 15).

Nesta amostra ocorreram apenas hormogoénios (tricomas curtos, retos ou levemente

curvos com funcao de reproducédo) de Arthrospira platensis (Figura 6).

Tabela 15. Composicéo fitoplanctdnica e densidade (células.mL™) da amostra da lagoa Salina
do Meio, Pantanal da Nhecolandia (coleta 19/08/2009).

) Porcentagem de
Densidade o
Taxon . L contribuigdo na
(células.mL™)
amostra

Cyanobacteria
Anabaenopsis elenkinii 243.754 49%
Arthrospira platensis (hormogonios) 84.440 17%
Bacillariophyceae
Craticula buderi 171.377 34%
Total 499.571 100%

O cultivo desses hormogonios permitiu comprovar o desenvolvimento dos mesmos em
tricomas regularmente espiralados tipicos da espécie. Conforme observado na Figura 6,
durante o cultivo foi possivel demonstrar o ciclo de desenvolvimento completo de A.
platensis, desde o crescimento dos hormog6nios formando tricomas espiralados, até a
formacdo de necridio (célula morta) que facilita a quebra do tricoma e consequente liberacédo
de hormogo6nios, dando inicio novamente ao ciclo. Vale destacar que o material isolado da
natureza apresentava-se com ou sem aer0topos e ambos desenvolveram-se em cultura
formando tricomas regularmente espiralados com aerotopos. Além disso, durante a quebra dos
tricomas pode haver liberacdo de hormogbdnios com ou sem aerétopos (Figura 6, E-F),
demonstrando o carater facultativo da ocorréncia de aer6topos nesta espécie. A formagéo de

caliptra jamais foi observada, tanto em material da natureza quanto de cultura.
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Figura 6. A-F. Fases de desenvolvimento de Arthrospira platensis: A. Hormog6nios na
amostra da natureza (Salina do Meio); B, C. Hormogbnios em crescimento na cultura; D.
Tricoma adulto, forma tipica em cultura; E. Tricoma com necridio (seta) e parte do tricoma
com aerdtopos e outra sem aerotopos; F. Quebra do tricoma na regido do necridio (seta) e
consequente liberacdo de hormogonio. G-J. Aspecto dos tricomas em cultura; G. Ocorréncia
de hormogonios retos (seta); H. Detalhe do apice do tricoma arredondado e sem caliptra; I, J.
Tricomas regularmente espiralados. Escalas = 10um.

Portanto, de acordo com os resultados do presente estudo, as hipoteses referentes a
morfologia foram confirmadas, demonstrando que: 1) A presenca de aerdtopos é facultativa
em Arthrospira platensis e o habito é planctonico; 2) A auséncia de caliptra nas células
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apicais, tanto em material da natureza quanto de cultura, € uma caracteristica morfoldgica
estavel de Arthrospira platensis; e, 3) Tricomas regularmente espiralados e hormogénios retos

ou curvos sdo caracteristicas inerentes ao ciclo de desenvolvimento de Arthrospira platensis.

5.4. Caracterizacédo filogenética de Arthrospira platensis
Na Tabela 16 sdo listadas as cepas de Arthrospira platensis isoladas e os genes
sequenciados no presente estudo. Na Tabela 17 sdo listadas as cepas de Arthrospira utilizadas
nas anélises filogenéticas das arvores do 16S e ITS e algumas caracteristicas ambientais do

local de origem da cepa sdo apresentadas (quando disponivel em literatura).

Tabela 16. Lista de cepas de Arthrospira e genes sequenciados no presente estudo.

Espécie Cepa Lagoa - Data da ID Origem 16S ITS
P P coleta Herbario g RNAr (16S-23S)
Salina do Meio Pantanal, MS,
. CCIBt3335 SP400654 ) X X
platensis 19/08/2009 Brasil
Salina Pedra do Sol Pantanal, MS,
) CCIBt3254 SP427743 ) X -
platensis 18/11/2006 Brasil

Tabela 17. Lista de cepas de Arthrospira incluidas nas analises filogenéticas: em negrito as
cepas sequenciadas no presente estudo; as demais sequéncias foram obtidas do NCBI
(GenBank). Os dados de condutividade em italico foram estimados a partir da salinidade, de
acordo com a equacdo da reta extraida da tabela de conversdo de Weyl (1964).

Identificagdo Cond ID ID
da cepa na , . Salinidade A GenBank
o Numero da cepa Origem pH elétrica GenBank
colecdo de (ups) 1 ITS (16S-
(uS.cm™)  RNAr 16S
cultura 23S)

Salina do Meio,

A. platensis CCIBt3335 - 9,5 6,3 10600 X X
Pantanal, Brasil
Salina Pedra do
A. platensis CCIBt3254 Sol, Pantanal, 10,2 7,4 12200 X -
Brasil
Arth;gs""ra AB2006/01* "aggfé?]?:”a’ 9,8 55,1 86422 - FJ001876
Arthggsplra AB2006/02% Lagg uBé(r)]Qi]:rla, 08 55,1 86422 - FJ001877
A”hggsmra AB2006/03* "aggfé‘r’]?g”a' 9,8 55,1 86422 - FJ001878
Arth;gsplra AB2006/04% LagoQEL:émneigtelta, 9.7 32,7 51586 - FJ001879
Arth;gsplra AB2006/05* Lagg Ll?é?]gi;:rla, 9.8 55,1 86422 - FJ001880
Arthggsplra AB2006/06* Lagc()2 Sgrc])ilglen, 9.6 36 6330 - FJ001881
Arthrospira Lago Texcoco (L.
5 AB2006/08* Recreativo), 10,6 11,5 18616 - FJ001882
' México
Arthrospira AB2006/09* Lago Texcoco 10,2 35,0 55163 - FJ001883
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Identificagdo Cond ID ID
da cepa na . . Salinidade - GenBank
o NUmero da cepa Origem pH elétrica GenBank
colecdo de (ups) 1 ITS (16S-
i, (uS.cm™)  RNAr 16S 235)
sp. (Caracol), México
. Lago Texcoco
Arthgosplra AB2006/10* (Nabor Carillo), 10,4 3,6 6330 - FJ001884
p. México
. Lago Texcoco (L.
Arth;gsplra ABB2006/11* Recreafivo), 106 115 18616 - FJ001885
' México
Arthggsplra AB2006/12* (C;Z%g I')I'eac;::ico 10,2 35,0 55163 - FJ001886
Arthrospira Lago Texcoco (L. 18616
S AB2006/13* Recreativo), 10,6 115 - FJ001887
p. México
. Lago Texcoco
ATTOSDIT AB200G/L4*  (Nabor Carillo), 104 36 6330 - FJ001888
p. México
Arthrospira Lago Texcoco 6330
sp AB2006/15* (Nabor Carillo), 10,4 3,6 - FJ001889
' México
. Lago Texcoco
AMTOSPIT KRo004j02*  (Nabor Carillo), 104 115 18616 - FJ001891
p. México
Arthrospira Lago Texc_o o0 55163
sp KR2004/04* (Nabor Carillo), 10,2 35,0 - FJ001892
' México
Arthrospira KR2004/05% Lago Texcoc 10,2 35,0 55163 - FJ001893
sp. (Caracol), México
Arthrospira Lago Texc_o c0 6330
s KR2004/09* (Nabor Carillo), 10,4 3,6 - FJ001895
p. México
Arthrospira Lago Texcoco 6330
S KR2004/10* (Nabor Carillo), 10,4 3,6 - FJ001896
p. México
Arthrospira * Lago Texc_o 0 6330
s KR2004/12 (Nabor Carillo), 104 3,6 - FJ001897
' México
Arthrospira KR2005/113* Lago Nakuru, 102 248 39300 - FJ001898
sp. Quénia
Arthrospira KR2005/115* Lago Nakuru, 102 248 39300 - FJ001899
sp. Quénia
Arthrospira KR2005/117* Lago Nakuru, 10.2 248 39300 - FJ001900
sp. Quenla
Arthrospira KR2005/118* Lago Katwe, 97 300,0 467291 - FJ001901
sp. Uganda
Arthggsplra PD2002/02* Lago I/thdair;bharl 0.8 40,0 62939 - FJ001902
Arthggsplra PD2002/03* Lago I/thdair(;]bhar, 0.8 40,0 62939 - FJ001907
Arth;gsplra PD2002/04% Lago I'thdair;bharl 9.8 40,0 62939 - FJ001903
Arth;gsplra PD2002/06* Lago ;\:ggsagar, 9.2 1,1 2442 - FJ001904
Arthggsplra PD2002/07* Lago ithdc’iir;bhar, 9.8 400 62939 - FJ001905
Arth;gsplra PD2002/08* Lago I/thdair(;]bhar, 0.8 40,0 62939 - FJ001906
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Identificagdo Cond ID ID
da cepa na , . Salinidade e GenBank
h NUmero da cepa Origem pH elétrica GenBank
colecdo de (ups) (US.cm?)  RNAr 168 ITS (16S-
cultura ) 23S)
. Lago Big
A”hgos'“'ra AB2002/38* Momella, ; 285 45054 ) FJ001875
P Tanzéania
A. indica PD2002/ana° L(aAg’j?nﬁ‘:‘)asfr‘%gin 9,6 1,9 3686  AY575032  AY575932
A. indica PD1998/pus® "ago?nzli‘;hkar' 7,6 <1,0 - AY575930  AY575930
Proximidades do
A. indica PD1997/ram°® Lago Ramgarh 8,0 <10 - AY575931  AY575931
(Jaipur), India
A.fusiformis  AB2002/01° Lagogdgﬁgte'ta' 104 277 43810  Ay575023  AY575923
A.fusiformis  AB2002/02° '-agg us:nr:gcm, 104 104 16905  AY575024  AY575924
A fusiformis  AB2002/03° Laggu'\g'r?gad" 9,9 46,7 73359 AY575025  AY575925
A. fusiformis  AB2002/04° Langu'gf]'i‘:r“' 105 30,1 47542 AY575926  AY575926
A.fusiformis  AB2002/05° '-aggfé?]?g”a' 9.9 53.1 83312 AY575027  AY575927
A fusiformis  AB2002/10° '-aggfé?]?g”a' 9.9 53.1 83312 Ay575028 AY575928
A. fusiformis AB2002/11° La%%gr']?;b" 10,1 97 15816 AY575929  AY575929
A. platensis  SP-1 (D0884)’ Lag&;fi’g;oco' - - - - AJ292324
Arthrospira  OUQDS6 (Mao et 5
o 20, 2001) : - ; ; - AF329393
Arthrospira Lago Santa Olalla
s P PCC 9223’ (Parque Nacional - - - - AJ292335
P- Donana), Espanha
A.fusiformis  AB2002/11° Q“eg:az(gg)l')‘“ e . . - AY575929
Arthrospira s Lago Bodou
sp. cl (Kanem), Chade i ) ) i AJ292330
A fusiformis  CCAP 1475/8’ "agfi c%i‘;t“' ; . . - AJ292321
i i Lago Yoan
A“h;"Sp'ra 38331(1‘15;?‘1 (Ounianga Kébir), - - - - AJ292339
P. sample Chade
A“hggs'”"a Titicaca’ LagOPZLthaca' ; . . - AJ292331
Lefevre 1963/M- Lago Natron
A maxima 132 (Senaetal. gCha o - . . FJ798612  FJ798612
2011)
Arth;gs'o'ra TKF1 Taiwan ? - . . - AY101599
A maxima  SAG84.79° Lago Taon, . . . . A1292323
Arthrospira ROHRER’ Pilula C(_)mmercial ) ) ) ) AJ292341
sp. (pill) ?
Arth;gs'o'ra SP-10 Madagascar - - - - AJ292325
A. platensis SP-7 Meéxico ? - - - - EF432313
Arthggs'o'ra FACHB-438 ? - . . - AF329392
A. platensis SP-2 ? - ; ; DQ279768  DQ279768
A platensis  SAG 257.80 Lag‘()fcgugceiﬁh'“a - - - DQ393282  AJ292337
A. fusiformis AICB 664 ? - ; ; AY672718 -
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Identificagdo Cond ID ID
da cepa na . . Salinidade - GenBank
o NUmero da cepa Origem pH elétrica GenBank

colecdo de (ups) (US.cm?)  RNAr 168 ITS (16S-
cultura ) 23S)

A. fusiformis AICB 663 ? - - - AY672715 -
ArthggSp”a PCC 8005” ? . - - X70769.2 .

A. platensis SP-10 ? - - - DQ279767 -

A. platensis SP-1 ? - - - DQ279770 -

A. platensis SP-18 ? - - - EF432320 -

A. platensis SP-6 ? - - - EF432312 -

. UTEX 2340 (LB Lago Natron,
A. platensis 2340) Chade - - - DQ393280 -
A. platensis SP-14 ? - - - EF432316 -
Lago alcalino do
A. jenneria EB 9604 Planalto Ordos —_ - - GQ184185  GQL54660
(Bayannaoer),
China

A. platensis SP-8 ? - - - EF432314 -

A. platensis HZz01 ? - - - EU427543 -

A. maxima FACHBA438 ? - - - EF564663 -
A”h;gSp"a PCC 7345 ? - - - X75044 -

A. maxima BJ2000 Lago Texcoco, - - GQ206141 -

México
Arthggsplra EACHBA39 Produto (:7omem|al, ) . . AF329391 )

*Conforme Dadheech et al. (2010); °Conforme Ballot et al. (2004); *’Conforme Baurain et al. (2002); ”Nelissen
et al. (1994).

O estudo realizado por Scheldeman et al. (1999), utilizando sequéncias dos genes ITS
(16S-23S) e cpcBA-IGS (operon da ficocianina) de cepas de Arthrospira provenientes de
quatro continentes (Asia, Africa, América e Europa) geraram arvores filogenéticas com
apenas dois clados principais. Os referidos autores concluiram que ndo pode ser observada
nenhuma relacdo clara entre esta divisdo com a origem geografica das cepas ou sua
designacdo nas colecbes ou morfologia. Da mesma maneira, Baurain et al. (2002) também
chegaram as mesmas conclusdes ao estudarem cepas dos quatro continentes utilizando os
genes ITS e RNAr 16S, o que torna evidente a problemética filogenética e taxondmica das
espécies do género. Por outro lado, estudo recente com os mesmos genes (ITS 16S-23S e
cpcBA-IGS) e adicdo de novas sequéncias, indicou que os membros do género Arthrospira
podem ser relacionados de acordo com a hipotese de coincidéncia de linhagens evolutivas
distintas com a origem geografica, apesar da delimitacdo das espécies ainda ndo ser bem
definida (Dadheech et al. 2010).

Em nosso estudo, tanto na arvore filogenética de sequéncia do gene RNAr 16S quanto
do ITS (16S-23S) observa-se também dois clados principais (Figuras 7 e 8 respectivamente).
Na arvore do 16S, o primeiro clado inclui cepas originarias da Africa (Quénia e Chade) e
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algumas de origem duvidosa (China, ou cepas comerciais). O segundo clado agrupa a cepa do
Pantanal com Arthrospira spp. principalmente da América Latina (Lago Texcoco no México;
Peru). Estas observagdes parecem indicar um agrupamento por origem geografica, conforme
sugerido por Dadheech et al. (2010).

71



CAPITULO 2 - Arthrospira

A fusiformis AY 575926 Kenya
A.indica AY575930 Kenya
A fusiformis AY 575927 Kenya
A fusiformis AY 575928 Kenya
Arthrospira sp. PCC8005 X70769
A platensis sp10 DQ279767
A.maxima Lefewre 1963.M 132 1 FJ798612 Chade
A fusiformis AY 575923 Kenya
A fusiformis AY672718
A fusiformis AYB72715
A .platensis sp1 DQ279770 China I
] A .platensis sp18 EF432320 China
A .platensis sp2 DQ279768
A.indica PD2002.ANA AY575932
A fusiformis AY 575929 Kenya
A.indica AY575931 Kenya
A fusiformis AY 575925
— A.platensis sp6 EF432312
— A.platensis UTEX2340 DQ393280
A fusiformis AY 575924 Kenya
— A.platensis sp.14 EF432316
L A jenneri EB.9604 GQ184185
— Arthrospira sp. AF329391 ‘
— A.maxima BJ2000 GQ206141 Mexico Texcoco
—— A.maxima EF564663
— Arthrospira sp. PCC7345 X75044
A.platensis HZ01 EU427543 China I
( Arthrospira platensis CCIBt3254
L Arthrospira platensis CCIBt3335 ]
A.platensis SAG257.80 DQ393282 Peru
A.platensis sp8 EF432314
Phomidium autumnale UTEX1580 AY 218830

(53]
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Figura 7. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca do gene RNAr 16S (1245 pb).
Em vermelho as cepas de Arthrospira platensis do Pantanal CCIBt3254 e CCIBt3335.
Valores de porcentagem de reamostragem (1000x) sdo apresentados na base dos clados. Seta
indica a cepa A. jenneri EB 9604, representando uma espécie tipicamente bentonica e sem
aerotopos.
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PCC 8223 AJ282335 Spain
g

479 AJZ82323 Chad

T
[
=)

Arthr sp10 AJ252325 M adagas gar
DIHE Q AJ252340 comercial Chad
3832 Matural sample AJ282339 Chad
Lefevre 1963 M132 1 FJ798612 Chad
CCAP1475 8 AJ292321 Ethiopia
Arthr Pill AJ252341 comercial

Arthr Titicaca AJ282331 Peru

Arthr TKF1 AY101555 Taiwan

Arthr 5p-2 DO275788 Chad
g5 [ABZ2002 11 AYSTS528 Kenvya

ABZ2002 05 AY575527 Kenya
ABZ2002 03 AY'S
AB2002 01 AY5T75923 Kenya
PD1987 ram AY'STS83 India
ABZ2002 38 FJO01875 Tanzania
KR2005 118 FJ001501 Uganda
KR2005 115 FJO01858% Kenya
KR2005 113 FJ001858 Kenya
[ ||/ AB2006 01 FJ001876 Kenya

SAC =p18 AJ252328 Thailand

o
I-

PD2002 02 FJ001902 India
PD2002 04 FJ0015803 India
PD2002 ana AY575932 India
PD 15998 pus AYS575830 India

M CRC straight AJ 232338 comercial India

Arthrsp7 EF432313 Mexico

FACHB 438 AF325352

Compere 85 79 AJ252327 Chad
Arthrospira platensis CCIBt3335]
AB2008 08 FJO01 882 M exico

—

AB2006 0% FJ001833 Mexico
AB2008 11 FJ001 835 Mexico
ABZ008 13 FJOO1 887 Mexico
AB2006 14 FJI001838 M exico

AB2008 15 FJ001 835 M exico II
29 (KR2004 10 FJO01 896 M exico
KRZ2004 12 FJ001857 M exico

Arthr zpl 41252324 Mexico

EF 2 Al252332 comercial USA

SAG 257 80 AJ282337 Peru
HEGEWALD 1976 83 AJ292328 Kenya
UTEX 1928 AJ282322 US4

PCC 9108 AJ252328 comercial

PCC 7345 X75044 USA

QUQDS6 AF323393

Phomidium autumnale AM 772721

A
0.05

Figura 8. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca do espaco intergénico ITS RNAr
16S-23S (410 pb). Em vermelho a cepa Arthrospira platensis CCIBt3335. Valores de
porcentagem de reamostragem (1000x) séo apresentados na base dos clados.
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De acordo com os dados moleculares e a elevada similaridade de nucleotideos entre os
taxons do clado | e do clado Il (Tabelas 18 e 19), tanto na arvore filogenética do 16S
(>99,3%) quanto do ITS (>91,0 %), é possivel inferir do ponto de vista genético que ocorram
apenas duas espécies de Arthrospira sequenciadas (conforme sugerido por Baurain et al. 2002
e Dadheech et al. 2010) ou que estes marcadores moleculares ndo apresentam diferencas
suficientes para distinguir as diferentes morfoespécie conhecidas. Considerando a primeira
hipotese, o clado | das arvores 16S e ITS parece representar taxons relacionados a espécie
Arthrospira fusiformis (tricomas com ampla variagdo morfoldgica das espiras, apices
atenuados, captados ou com caliptra — Komarek & Lund 1990) que ocorrem principalmente
no continente Africano (Dadheech et al. 2010), enquanto o clado Il inclui os morfotipos
relacionados com A. platensis ou A. maxima, de ocorréncia predominante no continente
Americano (Dadheech et al. 2010).

Tabela 18. Similaridade p-distans (%) entre os clados | e Il do gene RNAr 16S obtida de
sequéncias de Arthrospira (ver Figura 7).

Clados Clado | Clado 11
Clado | 99,8-100,0 -
Clado Il 09,3-99,7 99,8-100,0

Tabela 19. Similaridade p-distans (%) entre os clados | e 1l do espaco intergénico ITS RNAr
16S -23S obtida de sequéncias de Arthrospira (ver Figura 8).

Clados Clado | Clado 11
Clado | 99,8-100,0 -
Clado Il 91,0-92,0 99,5-100,0

A distribuicdo cosmopolita e conservacdo dos genes 16S e ITS € mais facil de
compreender no caso de cianobactérias marinhas, como Microcoleus chthonoplastes (Garcia-
Pichel et al. 1996) e espécies de Phormidium ou Leptolyngbya (Wilmotte et al. 1997), que
podem ser transportadas por longas distancias através da circula¢do da dgua do mar (Mullins
et al. 1995). Por outro lado, as cepas de Arthrospira sdo provenientes de habitats muito tipicos
(alcalinos, salinos ou salobros) e apresentam distribuicdo ampla e irregular nos continentes
(Scheldeman et al. 1999, Baurain et al. 2002).
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De acordo com Scheldeman et al. (1999), a ampla distribuicdo geografica dos dois
clados intimamente relacionados de Arthrospira pode ser explicada, até certo ponto, por aves
aquaticas migratdrias (flamingos, pelicanos, ibis, patos etc.) que distribuem estes tdxons entre
os lagos de um mesmo continente ou continentes proximos (como Africa e Asia). No entanto,
as sobreposicoes geogréaficas e a distribuicdo aparentemente bastante aleatdria das cepas dos
diferentes continentes em ambos os clados sao dificeis de explicar (Baurain et al 2002).

Dadheech et al. (2010) sugerem que a velocidade de propagagédo de Arthrospira pode
ser rapida e influenciada pelas aves migratdrias e também pelo vento, a exemplo do que foi
demostrado para Cylindrospermopsis raciborskii (Wolosz.) Seenayya & Subba Raju que tem
origem na Africa tropical e apresentou expansdo na sua distribuicdo para regides temperadas
do norte da Europa em um intervalo de tempo menor que 100 anos (Padisak 1997).

Em relacdo a presenca de aerétopos, vale destacar que para alguns géneros de
cianobactérias este carater € muito importante e serviu de base para distinguir e separar, por
exemplo, o género Planktothrix (com aer6topos) de Phormidium (sem aerétopos), cada um
agrupando-se em clados filogenéticos distintos com base no gene RNAr 16S (Anagnostids &
Komarek 1988, Koméarek & Anagnostids 2005) . Por outro lado, a presenca ou auséncia de
aerotopos nas espécies de Arthrospira parece ndo diferir filogeneticamente, visto a alta
similaridade dos genes 16S e ITS de A. jenneri EB9604 (cepa tipicamente bentbnica e sem
aerétopo) com as espécies A. fusiformis, A. maxima e A. platensis, cepas tipicamente
plancténicas e com aer6topos (Figuras 4 e 5).

Mihling et al. (2006) realizaram estudo fenotipico/fisiol6gico em 35 cepas clonais
axénicas de Arthrospira (33 com tricomas helicoidais e duas com tricomas retos) utilizando
28 caracteres: 14 dos quais foram morfoldgicos, 1 ultra-estrutural, 7 fisiolégicos e 6
bioquimicos. O estudo revelou dois grupos fenotipicos que tiveram alta correlacdo com
caracteres descrevendo a forma dos tricomas helicoidais: Grupo | com hélice dos tricomas
altamente variavel, sempre irregular, ou com hélice dos tricomas fusiformes, com uma rapida
diminuicdo e atenuacdo da hélice para os dpices (A. maxima, A. fusiformis, A. indica), e Grupo
Il com hélice dos tricomas regulares e leve atenuacdo em direcdo aos apices (A. platensis).
Estes dois grupos, em comparacdo com as analises moleculares das mesmas cepas estudadas
por Scheldeman et al. (1999) e Baurain et al. (2002), mostraram alta taxa de correlagéo (Sili
et al. 2012).
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Apesar das diferencas morfologicas entre A. platensis e A. maxima (Tabela 14), ainda
ndo ha consenso entre os pesquisadores sobre a filogenia destes taxons (Tomazeli 1997,
Scheldeman et al. 1999, Baurain et al. 2002, Choi et al. 2012). Além disso, uma possivel
proposta para sinonimizar estas espécies, considerando a elevada similaridade genética, teria
como prioritario o nome A. platensis (Gomont 1892), conforme previsto pelo principio da
prioridade no Codigo Internacional de Nomenclatura para Algas, Fungos e Plantas (Codigo de
Melbourne 2011). Assim, nossos dados morfoldgicos e filogenéticos corroboram com a
literatura e reforcam a possibilidade de haver apenas duas espécies de Arthrospira
planctonicas (dois clados principais) e as populacdes abundantes no plancton de lagoas
alcalinas do Pantanal, Peru e México sdo provavelmente mais relacionadas a A. platensis,
espécie originalmente descrita para Montevideo (Uruguai, préximo ao Rio de La Plata).

Desta forma, a hip6tese 1 de filogenia, proposta no presente estudo foi confirmada, ou
seja, a variabilidade filogenética dos genes RNAr 16S e ITS (16S-23S) ndo expressa a
variabilidade fenotipica das espécies de Arthrospira. No entanto, a hipotese 2 (as populagdes
de Arthrospira platensis de uma mesma regido geografica compartilham o mesmo clado
filogenético) foi apenas parcialmente confirmada, visto que muitas sequencias de A. platensis
depositadas no GenBank ndo puderam ter a identificacdo morfoldgica confirmada e, além
disso, o conceito morfolégico desta espécie varia de acordo com diferentes autores,
principalmente em relagdo a presenca ou auséncia de aer6topos, o que indica que podem
haver erros de identificagcéo das linhagens depositadas no GenBank.

Portanto, alguns estudos ainda precisam ser realizados para resolver este problema: 1)
sequenciar o material tipo ou da localidade tipo de A. platensis e comparar com as demais
espécies sequenciadas, especialmente A. maxima; 2) Sequenciar o material tipo ou da
localidade tipo de A. jenneri (espécie tipo do género) e demais espécies tipicamente
bentdnicas sem aerd6topos (como A. massartii) para avaliar se a presenca ou auséncia de
aerotopos formaria outro clado distinto das cepas até agora sequenciadas do género; 3) Rever
0 conceito de espécie para o0 género Arthrospira e com base em analises polifasicas

padronizar a nomenclatura de suas espécies e propor os devidos sinénimos.

5.5. Estudos ecofisioldgicos com Arthrospira platensis CCIBt3335
Os experimentos com Arthrospira platensis CCIBt3335 mostraram que a cepa requer

elevada concentracdo de nitrogénio para seu crescimento e pH alcalino, visto que o0s
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tratamentos com nitrato 45 mg.L™" ou zero em pH 7 ou 9,5 foram limitantes para o
crescimento da espécie, assim como as temperaturas de 30 ou 35°C com 45 mg.L™ de nitrato
(Tabela 20 e Figura 9). Apenas no tratamento 5, com pH 10,5 a espécie foi capaz de
multiplicar sua populagdo mesmo em meio de cultura limitado por nitrogénio (3% de nitrato).
Na condicdo com maior disponibilidade de nitrogénio (T1 — 750 mg.L™ nitrato, pH 9,5), a
cepa apresentou o maior rendimento celular e taxa maxima de crescimento, com diferenca

altamente significativa comparada ao T5 (Tabela 20, Figuras 9 e 10).

Tabela 20. Fase de crescimento exponencial, taxa maxima de crescimento, tempo de
duplicacdo e rendimento celular de Arthrospira platensis CCIBt3335 em diferentes
tratamentos (meio BG-11 modificado, fotoperiodo 12-12h luz-escuro, irradiancia 80-100
umol fétons.m?.s™).

Fase Taxa méaxima Tempo de Rendimento celular
Tratamentos exponencial de crescimento duplicacéo 30 dias

(dias) (u; dia™) (G; dias) (R; células.mL™)

Controle:
no no no no

3% NaNO;, pH 9,5, 25°C
T.1: 50% NaNO; 9-15 0,33 2,09 5.519.083
T.2: 0% NaNO; no no no no
T.3:30°C no no no no
T.4: 35°C no no no no
T.5:pH 10,5 9-15 0,27 2,56 2.352.417
T.6:pH7,0 no no no no

no = nao obtido
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Figura 9. Curvas de crescimento de Arthrospira platensis CCIBt3335 em diferentes
tratamentos. Controle: BG-11 3% NaNOj3, Temp. 25°C e pH 9,5; T.1: BG-11 50% NaNOsg;
T.2: BG-11 0% NaNOQOs; T.3: Temp. 30°C; T.4: Temp. 35°C; T.5: pH 10,5; T.6: pH 7,0.
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Figura 10. Taxa méxima de crescimento e rendimento celular de Arthrospira platensis
CCIBt3335 em diferentes tratamentos (meio BG-11 modificado, fotoperiodo 12-12h luz-
escuro, irradiancia 80-100 umol fétons.m?s™). Letras distintas indicam diferencas
significativas (P < 0,05). T.1: BG-11 50% NaNOg; T.5: pH 10,5.

A dominéancia ocasional de Arthrospira platensis (ndo heterocitada) nas salinas da
Nhecolandia pode indicar elevados valores de pH e/ou maior disponibilidade de nitrogénio
nessas lagoas, desde que a ocorréncia da espécie foi restrita a valores de pH 9,2-10,2,
condutividade elétrica 716-19020 pS.cm™ e temperatura de 22,8-33,3°C (Tabela 13).
Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos detalhados realizados por lltis (1968,
1970, 1971) onde foi encontrado correlacdo entre a densidade da biomassa de Arthrospira e a
salinidade (proporcional & condutividade) das aguas de lagos alcalinos do leste da Africa

(Chade). As floragdes massivas de Arthrospira fusiformis foram encontradas em valores de
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salinidade de 22-62 g.L™* (ups), pH 8,5-11,0 e temperatura 25-40°C (lltis 1968, VVonshak &
Tomaselli 2000).

Por outro lado, Tuite (1981) documentou declinio na densidade populacional de
Arthrospira no periodo de elevagéo da condutividade em lagos alcalinos no leste da Africa.

Nossos resultados experimentais comprovaram que em pH altamente alcalino (10,5) o
crescimento de A. platensis pode ocorrer mesmo em baixa concentracdo de nitrato (BG-11
3%, NaNO; 45 mg.L™), considerando que a cepa n&o apresentou crescimento em pH 7,0 e 9,5
na mesma concentracdo de nitrogénio disponivel. No entanto, a maior taxa maxima de
crescimento e rendimento celular foi observada na condicdo com maior disponibilidade de
nitrato (BG-11 50%, NaNO3 750 mg.L™) em pH 9,5, e ndo houve crescimento na auséncia de
fonte nitrogenada (BG-11 0%), ou mesmo a 3% de nitrato em pH 9,5. Este resultado indica
que tanto a disponibilidade de nitrogénio quanto o pH elevado influenciam o crescimento de
A. platensis.

De acordo com Mourdo (1989), os elevados valores de pH e a baixa razdo
Nitrogénio/Fésforo que ocorrem na lagoa Salina do Meio, sdo provavelmente os principais
fatores limitantes para o crescimento de muitas espécies de algas e cianobacteérias, visto que
apenas 1% do nitrogénio presente nesta lagoa encontra-se na forma disponivel para
assimilacdo pelo fitoplancton e, portanto, somente espécies adaptadas ou com estratégias para
fixar outras formas nitrogenadas seriam capazes de se desenvolver neste ambiente extremo.

Na natureza, o nitrogénio pode ter se originado da lixiviacdo do solo com a agua das
chuvas e/ou das fezes das aves migratorias, do gado e animais silvestres que frequentam as
lagoas salinas. Além desses fatores citados, a decomposicdo da biomassa da floracdo de
Anabaenopsis elenkinii (heterocitada fixadora de nitrogénio que forma frequentes floragdes
nas salinas) deve disponibilizar o nitrogénio necessario para 0 crescimento e posterior
floracdo de Arthrospira platensis nas salinas do Pantanal. No entanto, a substituicdo da
dominéancia de Arthrospira platensis por Anabaenopsis elenkinii e vice-versa nas salinas do
Pantanal ainda ndo foi completamente entendida e somente estudos especificos com
acompanhamento semanal ou diario in situ poderia ajudar a explicar este processo tdo
interessante.

Na Africa, ao longo das Gltimas trés décadas o impacto da excessiva captagio de agua
e a falta de cuidados com a eutrofizacdo teve efeito marcante em alguns dos lagos do Vale

Rift, onde Arthrospira comumente & encontrada em floragdo como resposta a acentuada
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deterioracdo das caracteristicas ambientais e aumento progressivo na concentracdo de
nutrientes (Ballot et al. 2009, Sili et al. 2012). Os lagos Naivasha e Oloiden (Quénia) sdo
exemplos tipicos desta degradacéo e salinizacdo recente que promoveram o aparecimento de
Arthrospira (Ballot et al. 2009).

A modificagdo do Lago Oloidien originalmente de agua doce para o estado
hipereutréfico e alcalino provocou mudancgas na dominancia de espécies de Chlorophyceae
cocoides para a dominancia de Arthrospira fusiformis e Anabaenopsis elenkinii. As principais
fontes de entrada de nutrientes neste lago sdo os rebanhos de gado e caprinos e 0s detergentes
utilizados para lavagem de roupa no lago. Estes fatos indicam que o uso doméstico da agua do
Lago Oloidien esta ameacado pelas suas inadequadas condig¢des fisico-quimicas (Ballot et al.
2009).

No Pantanal brasileiro, Malone et al. (2012) demonstraram que o efeito de alteragdes
naturais e/ou antropicas, que permitem a entrada de &gua doce nas lagoas salinas,
descaracteriza a flora tipica desses ambientes. Os autores enfatizaram ainda, que as
caracteristicas naturais de isolamento das salinas devem ser preservadas e que a composicao
da sua microflora é uma importante ferramenta para avaliar mudangas ecoldgicas nestes
sistemas.

Além do pH, outros fatores como a disponibilidade de nitrogénio, luz, temperatura
etc., possivelmente influenciam a dominancia das cianobactérias nas lagoas salinas do
Pantanal. A 4gua da lagoa Salina do Meio é caracterizada pela baixa transparéncia (Disco de
Secchi <0,10 m) resultando em uma estreita zona eufotica (Santos & Sant’Anna 2010). A
baixa transparéncia €é decorrente da combinacdo da alta densidade populacional
fitoplanctonica e a presenca de material inorganico em suspensdo proveniente do disturbio do
sedimento nestas lagoas rasas. De acordo com Vareschi & Jacobs (1985), o auto
sombreamento é provavelmente o fator limitante mais importante para densidade e producéo
dos organismos fitoplanctonicos. Assim, este fator provavelmente desempenha papel
importante na dindmica do fitoplancton nas lagoas salinas.

A co-ocorréncia de Arthrospira platensis e Anabaenopsis elenkinii nas salinas da
Nhecolandia parecem ser determinadas pelos elevados valores de pH (>9,5), condutividade
(>2000 pS.cm-1), temperatura (25°C), disponibilidade de fésforo (>1500 mg.L™) e nitrato
(>45 mg.L™") (Santos 2008, Santos & Sant’Anna 2010).
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A hipotese 1 de ecofisiologia levantada no presente estudo: “O crescimento de
Arthrospira platensis esta correlacionado positivamente com o aumento do pH, da
concentragdo de nitrogénio e da temperatura” foi parcialmente confirmada. Ou seja, o
crescimento de A. platensis foi relacionado com os maiores valores de pH (10,5) e
concentracéo de nitrato (50%, NsNO3 750 mg.L™) no meio de cultura, e, apenas a relacio do
crescimento com o aumento da temperatura (25, 30 e 35°C) ndo pode ser confirmada com os
experimentos, visto que a 3% de nitrato ndo houve crescimento da espécie nas temperaturas

testadas.

5.6. Prospeccao de substancias bioativas
5.6.1. Estudos bioldgicos
a) Ensaios bioautogréaficos para atividade inibidora da acetilcolinesterase
Os extratos metandlicos e em acido acético de Arthrospira platensis CCIBt3335 nos
tratamento 1 e 5 ndo apresentaram atividade inibitoria para a enzima acetilcolinesterase
(Figura 14).

Figura 11. Cromatograma do extrato de Arthrospira platensis CCIBt3335 revelado para
deteccdo de atividade anticolinesterasica. A. Extrato em acido acético nos tratamento 1 (BG-
11 50% NaNO3, pH 9,5) e 5 (BG-11 3% NaNOs, pH 10,5), nos dias 15 e 30 para cada
tratamento. B. Extrato em metanol nos tratamento 1 (BG-11 50% NaNOs, pH 9,5) e 5 (BG-
11 3% NaNOs, pH 10,5), nos dias 15 e 30 para cada tratamento.

De acordo com Carvalho et al. (2013, no prelo), foi detectada atividade

anticolinesterasica nos extratos metandlicos e em acido acético de cinco cepas de
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cianobactérias brasileiras: Calothrix sp. CCIBt3320, Tolypothrix sp. CCIBt3321, Phormidium
cf. amoenum CCIBt3412, Phormidium sp. CCIBt3265 e Geitlerinema splendidum
CCIBt3223, que causaram efeitos sistémicos semelhantes aos descritos para substancias
terapéuticas (in vivo). Além disso, os referidos autores mostram que todos os extratos, com
excecdo de G. splendidum, apresentaram efeitos anticolinesterasicos reversiveis em
camundongos. O carater reversivel da atividade do extrato € fundamental para ser considerado
como potencial fonte de estudos para a producdo de drogas terapéuticas (Singh et al. 2005).
Compostos com agéo anti acetilcolinesterase desempenham papel muito importante na busca
de potenciais medicamentos contra a doenca de Alzheimer. Esta doenca neurodegenerativa é
asssociada com deéficit de neurotransmissores cerebrais e seu tratamento sintomatico depende
da restauracdo da funcéo colinérgica pela inibigdo da acetilcolinesterase (Mastrantonio et al.
2008). Assim, a busca por cianobactérias que apresentam estes compostos torna-se

importante.

b) Ensaios bioautograficos para atividade antifungica (frente ao fungo
Cladosporium sphaerospermum Penz. CCIBt0491)

Os extratos em acido acético (Figura 12) e metandlico (Figura 13) de Arthrospira
platensis CCIBt3335 apresentaram resultados positivos para atividade antifungica para o
fungo Cladosporium sphaerospermum.

Conforme observado na Figura 12, a atividade antifingica apresentou efeito maior no
15° dia de cultivo (final da fase exponencial) quando comparado ao 30° dia (fase estacionaria)
tanto no tramamento 1 quanto no 5. Este resultado evidencia que a producdo de compostos
metabdlicos capazes de inibir o crescimento do fungo (formacédo de halos claros na placa) é
maior no final da fase exponencial. Este registro mostra ainda que para futuros estudos de
isolamento desta (ou destas) substancia potencialmente antifungica, o cultivo da biomassa na
condi¢do com maior disponibilidade de nitrogénio (T1) durante 15 dias é o mais indicado para
obtengdo deste composto.

Em relacdo ao extrato metandlico, a atividade antifingica ocorreu somente no
tratamento 1, e a maior atividade neste extrato, também ocorreu no final da fase exponencial
(Figura 13).

Estudos sobre a presenca de compostos antifingicos em determinado tipo de extrato e

organismo s@o importantes contribuicdes cientificas, que podem conduzir ao desenvolvimento
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de tecnologias para futuramente emprega-los na prevencdo e controle do fungo durante o

transporte e armazenamento de alimentos e ou ainda, na sua aplicacdo em medicamentos.

i m I I I
Exponencial Estacionairia

| I I | I I
Exponencial Estaciondria

Figura 12. Atividade antifingica (contra o fungo Cladosporium sphaerospermum) de
extratos em acido acético 0,1 M de Arthrospira platensis CCIBt3335. A, B. Tratamento 1
(BG-11 50% NaNOs); C, D. Tratamento 5 (pH 10,5). Setas e quadros indicam regido de

ocorréncia da atividade antifungica.
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Figura 13. Atividade antifingica (contra o fungo Cladosporium sphaerospermum) de
extratos metanolicos de Arthrospira platensis CCIBt3335. A. Tratamento 1 (BG-11 50%
NaNOs); B. Tratamento 5 (pH 10,5). Setas e quadros indicam regido de ocorréncia da
atividade antifingica.

Souza et al. (2011) detectaram atividade antifingica em extrato metanolico de
Arthrospira (“Spirulina”’) platensis isolada da Lagoa Mangueira (Rio Grande do Sul) contra
Aspergillus flavus e indicaram que este extrato pode ser empregado como antifngico natural
guando for necessaria a protecdo de alimentos. Da mesma forma, a cepa do Pantanal possui

potencial promissor para futuras aplicagdes desta atividade natural.

c) Teste de acdo hemolitica

No presente estudo, os extratos em acido acético de Arthrospira platensis CCIBt3335
nos dois tratamentos testados (T.1 e T.5) apresentaram resultados negativos em sangue de
camundongo (Tabela 21).

O teste de acdo hemolitica é Gtil como indicador da toxicidade de cianobactérias em
causar hemolise sanguinea. A hemolise ocorre devido aos danos causados nas membranas de
eritrocitos atraves de um mecanismo de formacgdo de poros, uma acao detergente ou uma
atividade de lipase (Bi et al. 2011). Estudar a ocorréncia de hemdlise causada por
cianobactérias pode facilitar a avaliacdo do seu impacto sobre a qualidade da &gua, sobre a
morte de peixes (por afetar as branquias), e abrir caminho sobre a pesquisa do impacto

bioldgico e ecologico da hemolisina de cianobactérias na natureza (Liu et al. 2008).
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Tabela 21. Teste de acdo hemolitica com extratos em acido acético de Arthrospira platensis
CCIBt3335 cultivada em diferentes tratamentos.

Tratamento Dias de cultivo Acéo hemolitica
T.1 (BG-11 50%, NaNOs a 15 -
750 mg.Lh), pH 95,
30 -
temperatura 25°C.
T.5 (BG-11 3%, NaNO3 a 45 15 -
mg.L™), pH 10,5,
30 -
temperatura 25°C.

Até o presente, ndo h& dados na literatura sobre atividade hemolitica produzida por
espécies de Arthrospira. No entanto, para a cepa Synechocystis sp. PCC 6803 foi encontrada a
producdo da proteina hemolisina com potente atividade hemolitica em eritrécitos de coelho e
ovelha (Liu et al. 2008). De acordo com Bi et al. (2011), a hemolisina produzida pela cepa
Synechocystis sp. PCC 6803 também causou hemolise aos eritrocitos de ratos, mas ndo aos
eritrocitos de humanos e peixe. Os referidos autores afirmam que sd0 necessarios mais
estudos para determinar de forma mais precisa o0 processo empregado por esta hemolisina nos
danos causados aos eritrocitos.

Considerando os resultados do presente estudo, concluimos que a hipétese
ecofisioldgica 2 foi confirmada, e a cepa Arthrospira platensis CCIBt3335 ndo produz

cianotoxinas, mas apresenta outras atividades bioldgicas com potencial biotecnoldgico.

5.6.2. Estudos quimicos

a) Prospeccdo de metabolitos secundarios com atividade antioxidante

O extrato em &cido acético de Arthrospira platensis CCIBt3335 apresentou resultado
positivo para atividade antioxidante (Figura 14). A atividade observada mostra que
compostos antioxidantes sdo produzidos pela A. platensis e podem ser usados, ap6s estudos
mais detalhados, para prevenir, por exemplo, a oxidagdo em alimentos.

As cianobactérias possuem uma série de mecanismos de protecdo e reparacdo
enzimaticos e ndo enzimaticos antioxidantes como arsenal natural para proteger dos danos
causados por espécies reativas de oxigénio (ROS), assim, elas apresentam imenso potencial

para servir como fonte para a producédo de substancias antioxidantes (Richa & Sinha 2011).
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A atividade antioxidante em extratos de cianobactérias foi documentada por diversos
autores (Miranda et al. 1998, Estrada et al. 2001, Krishnaraj et al. 2012) e alguns estudos
encontraram relagdo entre a atividade antioxidante e efeito anti-inflamatério, demonstrando
que extratos com atividade antioxidante poderiam ser utilizados no tratamento de processos
anti-inflamatorios (Romay et al. 2001, 2003, Raymundo et al. 2004).

Figura 14. Cromatograma do extrato acido acético de Arthrospira platensis CCIBt3335 de
placas reveladas com solucdo de DPPH. A. Tratamento 1 (BG-11 50% NaNOg3, pH 9,5), fase
exponencial (15° dia). B. Tratamento 1, fase estacionaria (30° dia). C. Tratamento 5 (BG-11
3% NaNOgs, pH 10,5), fase exponencial (15° dia). D. Tratamento 5, fase estacionaria (30°
dia). E-F. Cataquina usada como controle positivo. Setas indicam regido da atividade
antioxidante.

Existe interesse mundial em encontrar novos e seguros antioxidantes de fontes naturais
como plantas e microoganismos para prevenir a deterioracdo oxidativa dos alimentos e
minimizar o dano oxidativo para as células vivas (Pratt 1992, Takamatsu et al. 2003). A
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atividade antioxidante em extrato metanolico de Arthrospira (“Spirulina”) maxima foi
documentada em literatura, e esta atividade é atribuida a presenca abundante de B-caroteno,
acidos fendlicos, tocoferol e ficocianina (Miranda et al. 1998).

A pesquisa por novos antioxidantes de origem natural tem aumentado nos ultimos 10-
20 anos quando se descobriu que a producdo de espécies reativas de oxigénio e o estresse
oxidativo estavam envolvidos na etiologia de diversas doencas do envelhecimento, por
exemplo, a Doenca de Alzheimer, a qual esta associada aos processos inflamatorios, onde as
espécies reativas de oxigénio sdo liberadas com outros componentes (Tasdemir 2004). Assim,
as especies reativas de oxigénio sdo capazes de causar danos aos constituintes celulares e agir
como mensageiro secundario do processo inflamatério. Com isso os antioxidantes sdo
considerados muito importantes por serem capazes de sequestrar as espécies reativas de
oxigénio e diminuir as vias inflamatorias, sendo Gteis inclusive no tratamento da Doenca de
Alzheimer, em especial quando estdo agregados ao potencial de inibicdo da
Acetilcolinesterase (Tasdemir 2004, Stein 2012).

b) Analise qualitativa e quantitativa das microcistinas LR, RR, YR e LA, do L-
BMAA e da saxitoxina utilizando a técnica de LC-MS/MS

Conforme determinado por LC-MS/MS, os extratos de Arthrospira platensis
CCIBt3335 apresentaram resultados negativos em todas os tratamentos testados para as
microcistinas (LR, RR, YR e LA), para o L-BMAA e para saxitoxina (Tabela 22, Figura 15).

Apesar do antigo histérico de consumo humano de Arthrospira por comunidades
astecas na regido do Lago Texcoco no México e também na regido do Lago Chade no
continente Africano indicarem que este alimento seria seguro (Ciferri 1983, Salazar et al.
1998), recentes estudos realizados com capsulas comercializadas de Arthrospira detectaram a
presenca de microcistinas (Gilroy et al. 2000). Além disso, Ballot et al. (2004, 2005)
documentaram a producdo de microcistina-YR e anatoxina-a para cepas de Arthrospira
fusiformis isoladas de lagos alcalinos do Vale Rift na regido do Quénia. Assim, diante do
crescente aumento na demanda por alimentos seguros, a descoberta de cepas tdxicas de
Arthrospira trouxe preocupacéo as industrias produtoras de biomassa de Arthrospira e torna a
busca por cepas ndo tdxicas um caminho fundamental para o desenvolvimento de produtos de

origem natural sem riscos para salde humana e animal.
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Tabela 22. Resultado das analises em LC-MS/MS dos extratos em acido acético 0,1 M de
Arthrospira platensis CCIBt3335 em diferentes tratamentos. ND: Analito ndo detectado;

<LD: Abaixo do limite de detec¢do do método; TR: Tempo de retencéo (minutos).

Composto ) Amostras

analisado TR (min.) T1 115°dia  T1 130°dia T5 115°dia T5_130°dia
Microc. RR 4,36 <LD <LD <LD <LD
Microc. LA 5,08 <LD <LD <LD <LD
Microc. LR 4,57 <LD <LD <LD <LD
Microc. YR 4,54 <LD <LD <LD <LD
L-BMAA 0,51 <LD <LD <LD <LD
Saxitoxina - ND ND ND ND
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Figura 15. Cromatograma obtido para as amostras de extrato em &cido acético 0,1 M de
Arthrospira platensis CCIBt3335. A, B. Tratamento 1 (BG-11 50% nitrato, pH 9,5) no 15° e
30° dia de cultivo, respectivamente. C, D. Tratamento 5 (BG-113% nitrato, pH 10,5) no 15° e
30° dia de cultivo, respectivamente. E. Padrdes analiticos das microcistinas (LR, RR, YR e
LA) e do L-BMAA.
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A técnica de LC-MS/MS é um dos métodos mais acurados e sensiveis para analisar e
quantificar toxinas de cianobactérias. Este resultado negativo para A. platensis CCIBt3335
indica que esta cepa apresenta grande potencial de uso futuro em aplica¢des biotecnologicas,
inclusive voltada para producdo de biomasssa livre de toxinas como suplemento alimenticio
para consumo humano e também para racdo animal.

Considerando que os estudos e producdo de biomassa de Arthrospira no Brasil
utilizam basicamente cepas exdticas, provenientes de outros paises como Estados Unidos e
Africa, o presente estudo abre caminho para 0 uso de cepas isoladas do territorio brasileiro,

com potencial para producdo de biomassa nativa livre de toxinas.
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1. INTRODUCAO
1.1. Historico e distribuicédo geografica de Anabaenopsis

Os primeiros taxons reconhecidos na literatura como pertencentes ao género
Anabaenopsis (Woloszynska) Miller foram descritos por West (1907) como Anabaena flos-
aquae var. circularis G.S. West e Anabaena tanganyikae G.S. West (atualmente sindbnimos de
Anabaenopsis cunningtonii Taylor 1932 e Anabaenopsis tanganyikae (G.S. West) Miller,
respectivamente) e foram coletados no plancton do lago Tanganica, leste da Africa. Ao
estudar populacdes similares da Indonésia (Java), Woloszynska (1912) reconheceu a
estratégia especial de desenvolvimento do heterocito e estabeleceu a nova secdo
“Anabaenopsis” dentro do género Anabaena. Posteriormente, Miller (1923) transferiu a secao
proposta por Woloszynska para o status de género e designou Anabaenopsis elenkinii Miller a
espécie tipo do género.

De acordo com Komarek (2005), todas as cerca de 20 espécies de Anabaenopsis
descritas sdo planctnicas, a maioria pode formar floracdes e apresentar facultativamente
aerotopos. A maioria dessas espécies ocorre em lagos e lagoas com altas concentracfes de
sais (salobras, alcalinas, salinas, “soda lakes” ou “salty lakes™) e regides estuarinas (Jeeji-Bali
1980, Komarek 2005, Ballot et al. 2008).

Anabaenopsis elenkinii foi descrita a partir de uma floracdo em um empocado
temporario (?) proximo a cidade de Ilwanovo, na regido central da Rassia (Miller 1923). A
partir da proposicdo do género (Miller 1923), numerosas espécies foram descritas para o
plancton de lagos e reservatorios com aguas alcalinas, mineralizadas ou mais ou menos ricas
em sais, principalmente de paises da Africa e regides quentes da Eurasia (Komarek 2005).

A. elenkinii pode desenvolver floracdes e € frequentemente encontrada em lagoas rasas
alcalinas (pH 9-11) e salobras de regiGes tropicais, como o Pantanal brasileiro (Santos &
Sant'’/Anna 2010, Malone et al. 2012), o Leste Africano (Quénia e Uganda), México - Lago
Texcoco (Ballot et al. 2008), no Uruguai (UNESCO 2009), durante o verdo na Asia central,
Turcomenistdo, Mar Caspio, Republica Tcheca, Hungria, Russia (sul e central), Ucrania
(Koméarek 2005), Lago Erie nos Estados Unidos (Smithi 2010) e Lago Langer na Alemanha
(Ballot et al. 2010).

A principal caracteristica morfolégica que distingue o género Anabaenopsis dos
géneros mais proximos (Cronbergia, Cylindrospermopsis, Anabaena e Nodularia) é o tipo

especial de formacéo de heterocito (Figura 1): os heterocitos formam-se aos pares a partir da
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divisdo assimétrica de células intercalares, posteriormente ocorre a quebra do tricoma entre o

par de heterocitos tornando-os secundariamente terminais (Miller 1923, Komarek 2005).

Anabaenopsis div. assimétrica A

b Wﬂm
Jes 2 lcisesasessecersy
CI:\@W

Cronbergia QOOCIOO00O B

CKIIDC(IID
C(IIDQIIID
QOC00"Q0000

Cylindrospermopsis C
LT 1 [ i & 1T T

div. assimétrica

< 30 W
s o 0 0 O 0 =
o DV O 0 O A G i e -

__Anabaena/Nodularia

T T OOk
m EMEARIREUSEEHEE

Figura 1. A. Desenvolvimento tipico dos heterocitos no género Anabaenopsis; e nos géneros
mais proximos morfologicamente: B. Cronbergia, C. Cylindrospermopsis, D.
Anabaena/Nodularia. Adaptado de Komarek (2005) e Komarek et al. (2010). PH = pro
heterocito; H = heterocito; Seta indica regido de quebra do tricoma.
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Apesar de 0 género Anabaenopsis ser bem delimitado tanto fenotipicamente (Komarek
& Anabnostids 1989, Komarek 2005) quanto filogeneticamente (Iteman et al. 2002, Ballot et
al. 2008), a diversidade infragenérica ainda n&o € clara, visto que as espécies diferem apenas
levemente uma das outras e formas transitorias ocorrem entre quase todas as populagdes das
cerca de 20 espécies descritas (Komarek 2005).

Na Tabela 1 sdo apresentados os sinénimos das espécies mais comuns de
Anabaenopsis e na Tabela 2 a distribuicdo geografica das mesmas. Observa-se que as
espécies de Anabaenopsis estdo distribuidas principalmente em paises tropicais e apenas
citadas para algumas localidades de clima temperado, geralmente no periodo quente (verdo)
(Koméarek 2005).
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Tabela 1. Sindnimos das espécies
(2005) e Komarek & Hauer (2012).

mais comuns de Anabaenopsis de acordo com Komarek

Nome valido

Sindnimos na literatura

Espécies de corpos de agua alcalina, plancténicas com aerétopos (formam floracao)

Anabaenopsis elenkinii Miller 1923

? Anabaenopsis circularis (G.S. West) Miller sensu Tiffany (1934);
Anabaenopsis elenkinii f. curta Dedusenko-Shchegoleva (1959);
Anabaenopsis elenkinii f. ovalispore Dedus.—Séegol. (1959);
Anabaenopsis circularis f. caspica Usacev in Proskina-Lavrenko &
Makarova (1968).

Anabaenopsis circularis (G.S.West)
Wotoszynska et Miller In Miller 1923

Anabaena flos-aquae var. circularis G.S.West (1907);

Anabaena (Anabaenopsis) circularis (G.S.West) Wotoszynska
(1912);

Anabaenopsis circularis (G.S.West) Wotoszynska et Miller in Miller
(1923);

Anabaenopsis circularis (G.S.West) Miller sensu Taylor, 1932.
Anabaenopsis nadsonii sensu Proskina-Lavrenko & Makarova
(1968);

? Anabaenopsis tanganyikae sensu Guarrera et al. (1972);

Anabaenopsis elenkinii f. circularis (G.S.West) Jeeji-Bai (1977).

Anabaenopsis nadsonii  Voronichin
1929

Anabaenopsis nadsonii Voronichin (1929);

? Anabaenopsis arnoldii var. natrophila Kol (1929);
Anabaenopsis kulundinensis Voronichin in Elenkin (1938);
? Anabaenopsis peruviana Tutin (1940);

Anabaenopsis sp. sensu Niemi & Hallfors (1974).

Anabaenopsis arnoldii Aptekar 1926

Anabaena flos-aquae var. circularis G.S.West (1907);

Anabaena (Anabaenopsis) circularis (G.S.West) Wotoszynska
(1912);

Anabaenopsis circularis (G.S.West) Miller (1923);
Anabaenopsis arnoldii Aptekar’ (1926);

? Anabaenopsis arnoldii var. recta Roll (1928);

Anabaenopsis arnoldii f. sensu Kiselev (1931);

Anabaenopsis arnoldii f. (,,African form*) sensu Taylor (1932);
Anabaenopsis arnoldii f. rossica Aptekar’ in Elenkin (1938);
Anabaenopsis arnoldii f. africana Taylor in Elenkin (1938);
Anabaenopsis arnoldii f. kisseleviana Elenkin (1938);
Anabaenopsis arnoldii f. philippinensis Taylor in Elenkin (1938);
? Anabaenopsis arnoldii f. recta (Roll) Elenkin (1938).
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Tabela 2. Distribuicdo geogréafica das espécies mais comuns de Anabaenopsis. Adaptado e
ampliado de Komarek (2005) e Guiry & Guiry (2013).

Pais Localizacéo Taxon Referéncia
ASIA
Iwanovo A. elenkinii Miller (1923)
Russia A. elenkinii Ballot et al. (2008)
A. elenkinii
Turcomenistdo | Mar Céspio A. elenkinii Komarek (2005)
Israel A. elenkinii Vinogradova et al. (2000)
AMERICA
Lagoa salina, salitrada e baia | A. elenkinii, A. ,
do Pantanal da Nhecolandia cunningtonii Santos & Sant’Anna (2010),
LagoasAsaI_mas do Pantanal da A. elenkinii, A. arnoldii Malone et al. (2012)
Brasil Nhecolandia
! Lagoa no Rio de Janeiro A. circularis Peixoto & Huszar (1983)
Lagoa do Violdo, RS A urcu!arls (A. elenkinii f. Carvalho et al. (2008)
circularis)
Reservatorios no Estado de SP | A. tanganyikae Sant’Anna (1991)
Cuba Laguna de Baconao, Santiago A. tanganyikae Komarek (1984)
Uruguai Lagura Pajarera A. elenkinii UNESCO (2009)
. . Ballot et al. (2008),
Meéxico #ggﬁistlapaTE’);CrgﬁZ'Chap?uulltzzsgc’ 'co\i.rculgl?: k,’lkmtlénga/l-w\&/ikagf' Komérek, & Komarkova-
' T Legnerova (2002)
Coldémbia Laguna del Parque Norte A. elenkinii, A. hungarica Ramirez (1994)
Estados . - -
Unidos Lago Erie, A. elenkinii Smithi (2010)
AFRICA
Lagos Elmenteita, Nakuru e - ..
Quénia Sonachi / Nakuru, Simbi, 2 gr?n;milkéeA. abijatae / izlrlr?étrek ?;005?. (2008),
Elmenteita e Magadi - tangany
. A elenkinii / A. | Ballot et al. (2008),
Uganda Canal Kazinga tanganyikae Komarek (2005)
Chade A. tanganyikae Komarek (2005)
EUROPA
Lago Langer; outros 33 lagos - Ballot et al. (2010); Dolman
Alemanha no norte da Alemanha A elenkinii et al. (2012)
Republica A. elenkinii Komarek (2005)
Tcheca
Roménia A. elenkinii Caraus (2012)
Hungria A. elenkinii Komarek (2005)
Ucrania A. elenkinii Komarek (2005)
Reino Unido A. elenkinii Whitton et al. (1998)
OCEANIA
Austrélia Queensland, Victoria A. elenkinii Day et al. (1995)
Nova Zelandia A. elenkinii Broady & Merican (2012)

1.2.

O conceito de espécie e especie criptica em cianobactéria

O conceito de especie em cianobactéria difere do conceito biologico de espécie, visto

que neste grupo de organismo ndo ocorre reproducdo sexuada. Assim, 0 conceito de espécie

em cianobactéria deve considerar a abordagem da taxonomia polifasica, que inclui pelo

menos alguns elementos da genética, morfologia, citologia, ultra-estrutura, fisiologia,

bioquimica e ecologia (Castenholz & Norris 2005).
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De acordo com Komarek (2010), a diversidade subgenérica de cianobactérias com
base no conhecimento atual, mostra que a categoria “espécie” é util, mas seu conceito ou
definicdo pode ser apenas uma medida convencional, com critérios distintos em géneros
diferentes. O mesmo autor aponta que a definicdo mais adequada para espécie em
cianobactéria seria a seguinte:

“Grupo de populagdes (? cepas) que pertencem ao mesmo gendtipo (género)
delimitado por caracteristicas fenotipicas estaveis (definivel e reconhecivel, com limites
distintos de variagdo) e tendo 0os mesmos critérios ecoldgicos. Elas ocorrem repetidamente (no
tempo) e em uma variedade de locais ecologicamente semelhantes”.

Atualmente, sabe-se que utilizar apenas os caracteres fenotipicos para descrever e
nomear taxons de cianobactérias ndo é o mais adequado, uma vez que € bem conhecido na
literatura que cianobactérias morfoldgica e fisiologicamente semelhantes podem ser bastante
diferentes geneticamente e cianobactérias com a mesma composicdo genética podem
apresentar fendtipos muito distintos sob diferentes condicdes ecoldgicas ou fisioldgicas (essas
ultimas, muitas vezes sdo resultantes simplesmente de expressdo diferencial de genes)
(Castenholz & Norris 2005). Conforme Castenholz & Norris (2005), as atuais regras de
nomenclatura botanica e bacterioldgica devem sem usadas para descricdo formal de novos
taxons, mas outra forma de delinear novos taxons deve ser utilizada para o crescente numero
de cepas que vem sendo descobertas e incluidas nos bancos de cultura. Estes autores sugerem
que, a0 menos temporariamente, 0s nomes genéricos tradicionais devem ser usados com 0s
nameros das cepas de cada espécime isolado ou coletado, dispensando o epiteto especifico ou
utilizando “cf.” para auxiliar os taxonomistas nas comparagdes fenotipicas, a exemplo de
muitas cepas da Colecdo de Cultura Pasteur — PCC.

Contudo, Komarek & Marés (2012) indicam que apesar de ndo existir critérios
universais facilmente definiveis e uniformes para delimitacdo de espécies, as populagdes e
linhagens dentro de um Unico género, que pertencem ao mesmo genotipo e apresentam
caracteristicas fenotipicas estaveis e limite ecolégico mais ou menos estavel devem ser
consideradas como uma unica espécie. Assim, de acordo com essa definicdo, uma espécie
deve ser geneticamente, ecologicamente e morfologicamente uniforme. E todas essas
premissas devem ser aplicadas na classificacdo moderna de cianobactérias.

Quando os taxonomistas se deparam com dois ou mais grupos de organismos que séo
morfologicamente indistinguiveis entre si, mas pertencem a diferentes linhagens evolutivas,

trata-se de um conjunto de espécies cripticas (Saéz & Lozano 2005). A busca em
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compreender a ocorréncia de espécies cripticas cresceu fortemente nas Gltimas duas décadas,
sendo considerada como fator chave para estimar a biodiversidade e sua conservacgdo
(Bickford et al. 2007). Em cianobactéria, alguns exemplos de espécies cripticas tém sido
documentados para taxons que antes eram considerados cosmopolitas: Phormidium retzii
(Casamata et al. 2003), Microcoleus vaginatus (Boyer et al. 2002, ), Coleofasciculus
chthnoplastes (Siegesmund et al. 2008).

Ballot et al. (2008) encontraram divergéncia filogenética entre cepas de Anabaenopsis
elenkinii de agua doce e de agua salobra-alcalina, bem como distintas origens geograficas, 0
que pode indicar a provavel ocorréncia de espécies cripticas dentro deste taxon. Desta forma,
0 estudo de novas linhagens de A. elenkinii pode contribuir para responder esta importante

questdo: existem espécies cripticas em Anabaenopsis?

1.3. As espécies de Anabaenopsis produzem toxinas?

De acordo com Lanaras & Cook (1994), Anabaenopsis milleri € capaz produzir
microcistina LR. Além disso, em 2007 foi documentada a mortalidade em massa de passaros,
principalmente flamingos (Phoeniconaias minor Goeffroy), associada a floragdes tdxicas de
Anabaenopsis spp. e Arthrospira fusiformis em um lago raso na Grécia (Lago Koronia)
(Moustaka-Gouni 2007). Por outro lado, o estudo realizado por Ballot et al. (2010) com a
cepa Anabaenopsis elenkinii AB2008/61 n&o detectou a producdo das cianotoxinas
neurotoxicas PSP (toxina paralisante de molusco) e anatoxia-a, e a hepatotoxica
cilindrospermopsina em analises combinadas de LC-MS/MS e ELISA, demonstrando assim
gue a cepa ndo é toxica.

Contudo, inexistem trabalhos sobre a producdo de toxinas por cepas de Anabaenopsis
elenkinii isoladas do Brasil.

1.4, Hipoteses
1.4.1. Morfologia
Hipodtese 1. A presenga de aerotopos é facultativa em Anabaenopsis elenkinii e o
habito e planctonico.

1.4.2. Filogenia
Hipotese 1: A variabilidade filogenética dos genes RNAr 16S e cpcBA-IGS

(ficocianina) corrobora a variabilidade fenotipica das espécies de Anabaenopsis.
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Hipotese 2: As populacdes de Anabaenopsis elenkinii de uma mesma regido
geografica compartilham o mesmo clado filogenético na arvore do RNAr 16S.

Hipotese 3: Existem espécies cripticas no género Anabaenopsis relacionadas ao
morfotipo de A. elenkinii que sdo diferenciadas quanto ao hébitat e origem geogréfica.

1.4.3. Ecofisiologia

Hipotese 1: O crescimento de Anabaenopsis elenkinii estd correlacionado
positivamente com o aumento do pH e negativamente com 0 aumento da temperatura.

Hipdtese 2: A temperatura influencia a frequéncia de formacdo de heterocitos em A.
elenkinii.

Hipdtese 3: Nao ha producéo de cianotoxinas por Anabaenopsis elenkinii CCI1Bt1059.

2. OBJETIVOS
> Estudar a variabilidade dos caracteres morfolégicos diacriticos de
Anabaenopsis elenkinii;
> Avaliar os efeitos do pH, temperatura e concentracdo de nitrato sobre o
desenvolvimento da cepa A. elenkinii CCIBt1059;
> Caracterizar filogeneticamente cepas de A. elenkinii do Pantanal brasileiro;

> Investigar a producdo de toxinas e de outras substancias bioativas da cepa A.
elenkinii CCIBt1059.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Estudo morfoldgico e de crescimento em laboratério

3.1.1. Isolamento e cultivo de Anabaenopsis

A cepa selecionada para o estudo ecofisioldgico e de bioativos, Anabaenopsis elenkinii
CCIBt1059, foi coletada na lagoa Salina do Meio, Fazenda Nhumirim (EMBRAPA) no
Pantanal da Nhecolandia, no periodo de seca em 19/08/20009.

Como descrito na area de estudo, a Salina do Meio apresenta as caracteristicas tipicas
das salinas do Pantanal da Nhecolandia e é relativamente bem estudada do ponto de vista
limnolégico (Mourdo et al. 1988, Mourdo 1989, Hamilton et al. 1999, Medina-Junior &
Rietzler 2005), biogeoquimico (Barbiéro et al. 2002, Barbiéro et al. 2008, Almeida et al.
2011), mineralogia dos solos (Furquim et al. 2008, Furquim et al. 2010) e composigéo de

microalgas e cianobactérias (Santos 2008, Santos & Sant’Anna 2010, Santos et al. 2012).
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Nessa lagoa, Anabaenopsis elenkinii € a espécie mais abundante, forma floracdes
principalmente nos periodos de seca e ocorre simultaneamente com Arthrospira platensis
(Santos & Sant’Anna 2010). Além destas cianobactérias, a diatomacea Craticula cf. buderi
ocorre em elevadas densidades juntamente com Anabaenopsis elenkinii (Santos et al. 2012).
No laboratorio, o isolamento das cepas de interesse foi feito por meio da técnica de
selecdo por capilaridade ou “pescaria”. Esta técnica consiste em inocular um tricoma da
amostra da natureza em tubos de ensaio com meio de cultura liquido. Com esta finalidade,
uma lamina de vidro foi flambada em chama de fogo, em seguida adicionou-se uma gota de
amostra e varias gotas de meio de cultura (BG-11m) com cicloheximida (responsavel pela
destruicdo das celulas eucariotas). Com o auxilio de micropipeta e microscéopio optico (Carl
Zeiss, Primo Star) foram retirados tricomas de Anabaenopsis elenkinii da gota da amostra,
transferindo-os para outra gota com meio de cultura limpo e assim sucessivamente, até
conseguir chegar apenas a um tricoma da espécie de interesse (Figura 2); este tricoma isolado
foi transferido para um tubo de ensaio com meio de cultura liquido e a partir deste processo de

“pescaria” foi possivel isolar clones de cada cepa de interesse.

@ O OO

Anabaenopsis

Arthrospira

Figura 2. Representacdo esquematica do isolamento de tricomas de Anabaenopsis através da
técnica de “pescaria” em lamina de microscopia.

3.2. Manutencéo das cepas isoladas e condi¢Ges experimentais
As cepas de Anabaenopsis elenkinii séo mantidas em triplicata no Banco de Culturas
de Cianobactérias do Nucleo de Pesquisa em Ficologia, o qual faz parte da Colecdo de
Culturas de Algas, Cianobactérias e Fungos do Instituto de Botanica (CCIBt). As cepas séo
mantidas em meio liquido BG-11 (Stanier et al. 1971) modificado (Tabela 3), em condi¢tes
controladas: temperatura 23+1°C, irradiancia 40 - 50 pmol fétons.m?.s™ e fotoperiodo 14-10h

claro-escuro, e sdo repicadas a cada 30-40 dias (Figura 3). Todos os procedimentos para
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manutencdo e repicagem das cepas foram feitos em camara de fluxo laminar previamente
esterilizada com luz UV durante 30 minutos. Os meios de cultura foram esterilizados em

autoclave vertical a 121°C, 1 atm durante 30 minutos.

Descarte

Apés 30 dias

Figura 3. Esquema de repicagem das cepas mantidas na Colecdo de Culturas de
Cianobactérias do Nucleo de Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica.

Os experimentos de cultivo com Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 foram realizados
em triplicata, em camaras incubadoras marca Eletrobab durante 30 dias. As condigdes nas
camaras foram as seguintes: fotoperiodo 12-12h claro-escuro, irradiancia 80-100 pmol
fotons.m™?.s* (medida na 4gua com sensor subaquatico marca Li-COR modelo LI-250
esférico) e temperatura controlada por termostato e termdmetro de méaxima e minima
colocado no interior das camaras. As condi¢des adotadas como controle foram as seguintes:
concentracdo de nitrato do meio BG-11 reduzida a 3% (45 mg.L™) (Tabela 29), pH ajustado
para 9,5 e temperatura 25°C. Esses valores foram definidos por serem 0s mais préximos das
condig@es naturais onde o material foi coletado (lagoa Salina do Meio).

Etapas do desenho experimental: a) 5 mL de indculo foram transferidos para
Erlenmeyer contendo 50 mL de meio BG-11m, sendo mantidos em rotacdo constante de 70
rpm (rotacGes por minuto) por 7 a 10 dias; b). Ap6s o crescimento da cultura, 0os 50 mL deste
inéculo foram transferidos para 500 mL de meio BG-11m mantidos a 70 rpm por 10 a 12 dias,
até que atingissem a fase exponencial de crescimento; c) Dos 500 mL do inoculo obtido, foi
coletada uma amostra de 1 mL e realizada contagem em camara de Fuchs-Rosenthal,
posteriormente efetuou-se o calculo do volume necessario a ser transferido para que a
concentracdo de células no inicio do experimento fosse de aproximadamente 1,5 x 10°
células.mL™ (Santos et al. 2011). Os cultivos experimentais foram realizados em Erlenmeyer
de 1000 mL com 500 mL de meio BG-11m, mantidos em camaras de cultura, sem aeragdo ou
agitacao.

Nas camaras de cultura, além da condigdo controle foram realizados experimentos em

triplicata nos diferentes tratamentos: pH 10,5 e 7,0, temperatura 30 e 35 °C, concentracdo de
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nitrato 750 mg/L (50%) e auséncia da fonte de nitrogénio (0%), conforme Tabela 4 e Figura
4,

Tabela 3. Meio de Cultura BG-11 (Stanier et al. 1971) e BG-11 modificado (BG-11m).

Concentracéo do
meio BG-11m
(Nitrato a 3%) (mg/L)*

Concentragéo do meio
BG-11 original (mg/L)

NaNOj; (Nitrato) 1.500 45,0*
MgSO, 7H,0 75,0 75,0
KzHPO4'3H20 40,0 40,0
CaCl,2H,0 36,0 36,0
HsBO3 2,86 2,86
MnCl,4H,0 1,81 1,81
Na,EDTA 1,00 1,00
Na,MoO44H,0 0,39 0,39
ZnS0,4.7H,0 0,22 0,22
CuS045H,0 0,08 0,08
Co(NO3),.6H,0 0,05 0,05
Na,CO3 2.000 2.000
Acido citrico 6,00 6,00
Citrato ferroso de aménio 6,00 6,00

*Condicdo controle, concentracdo de Nitrato semelhante a de ocorréncia natural na Salina do Meio.

Tabela 4. Condi¢bes do controle e dos tratamentos testados para a cepa Anabaenopsis
elenkinii CCIBt1059.

Nitrato mg/L

pH Temp. °C (BG-11
modificado)

Controle - C 9,5 25 45 (3%)
Tratamento 1 - T1 9,5 25 750 (50%0)
Tratamento 2 — T2 9,5 25 0 (0%)
Tratamento 3 - T3 9,5 30 45
Tratamento 4 — T4 9,5 35 45
Tratamento 5 - T5 10,5 25 45
Tratamento 6 — T6 7,0 25 45
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Figura 4. Representacdo esquematica dos experimentos de crescimento de Anabaenopsis

elenkinii CCIBt1059 em diferentes concentragfes de nitrato (NaNOj3), temperatura e pH,
conforme Tabela 4.

3.3. Anélise do crescimento

As curvas de crescimento foram realizadas em triplicata a partir de contagens diarias
em camaras de Fuchs-Rosenthal, considerando o limite de até 10% de diferenca na contagem
entre os dois lados da camara. A contagem foi realizada no minimo em uma area, que
corresponde a 16 quadrados da cdmara. Para avaliar o crescimento das cepas em funcéo dos
diferentes tratamentos, foi utilizado Planejamento Fatorial Multiniveis (Montgomery 1991)
31x21, com 3 variaveis (pH; temperatura; concentracdo de nitrato) em dois niveis de variagéo,
resultando 6 condicdes de cultivo, além da condicdo controle (Tabela 4).

A taxa maxima de crescimento foi calculada de acordo com a férmula de Fogg e
Thake (1987) utilizando os dados da fase exponencial de crescimento:

1= [In(N1) —In(No) / t1-to ]

onde N é o numero de células no tempo 1 e tempo zero.

O tempo de duplicagdo (G), que corresponde ao tempo necessario em dias para a
populacdo dobrar de tamanho (Fogg & Thake 1987), foi calculado pela férmula:

G=In2/p

Onde o logaritmo natural de 2 é dividido pela taxa maxima de crescimento (L),
expresso em dias.

O Rendimento Celular (R) foi calculado a partir da densidade celular no final do
experimento (30° dia) subtraido da densidade celular do inéculo inicial (~1,5 x 10°

células.mL™).

3.4. Analise morfologica
As analises morfoldgicas e morfométricas foram realizadas em amostras da natureza
(n=100) e cultivadas em laboratdrio nas condi¢fes experimentais descritas anteriormente (n =
63 para cada parametro em cada tratamento), sob microscépio binocular Zeiss Axioskop-2

(Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com contraste de fase, ocular micrometrada e camara digital
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Sony Cybershot acoplada. As medidas do comprimento e largura das células e dos tricomas
foram realizadas com o programa Zeiss Axiovision 4.6. As seguintes caracteristicas
morfolégicas foram observadas em Anabaenopsis elenkinii: 1) Morfologia geral do tricoma;
2) Morfologia das células vegetativas; 3) Comprimento e largura das 3 primeiras células
apicais em 7 tricomas; 4) Numero de espiras por tricoma; 5) Altura (largura) das espiras; 6)
Distancia entre as espiras; 7) Presenca de aerdtopos; 8) Presenca de mucilagem (através da
adicdo de nanquim); 9) Morfologia e medidas de heterocitos (minimo 20); 10) Morfologia e
medidas de acinetos (sempre que presentes).

3.5. Anélises estatisticas

Para comparagdo das médias de comprimento e largura entre material da natureza e de
cultura foi utilizado o teste-t para amostras independentes, modulo “Basic Statistics/Tables”
(Callegari-Jacques 2003). As caracteristicas métricas foram descritas estatisticamente através
do calculo de média aritmética e desvio-padrdao como medidas de, respectivamente, tendéncia
central e grau de dispersdo absoluta dos dados. A normalidade dos dados foi verificada
através do teste de Komolgorov-Smirnov (Zar 1999). As diferencas entre material da natureza
e de cultura foram testadas pelo teste de Kruskal-Wallis (ANOVA nédo paramétrica de um
fator), seguido do teste de comparacdo multipla de Dunn. Todos os célculos foram efetuados

pelo programa GraphPadPrim v. 5.1.

3.6. Estudo molecular (filogenético)
3.6.1. Extracdo de DNA e amplificacdo por PCR dos genes RNA ribossomal 16S
e cpcBA-1GS (operon da ficocianina).

A extragdo do DNA gendmico foi realizada seguindo o método descrito por Fiore et
al. (2000). Aliquotas (5 pl) dos DNAs extraidos foram acrescidos de tampao de carregamento
(azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30% e 0,1% de SYBER® Green | (Eugene, OR, EUA)) e
a integridade dos mesmos foi verificada em gel de agarose 1,2% apds corrida eletroforética
em tampédo 0,5 X TBE (1 X TBE: Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). O marcador de
tamanho e massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi
utilizado. A documentacdo do gel foi feita usando o programa “Kodak MI Application” do
“Kodak Gel Logic 212 Imaging System” (Molecular Imaging System Carestream Health, Inc,
Rochester, NY, EUA). O material foi armazenado a temperatura de -20°C até o inicio dos

procedimentos seguintes.

117



CAPITULO 3 - Anabaenopsis

A amplificacdo por PCR do gene do rRNA 16S e da regido cpcBA-IGS foi realizada
em tampdo para a reacdo de PCR 1X (20mM Tris HCI pH 8,4; 50 mM KCI); 0,2 mM de cada
dNTP; 2 mM de MgCI2; 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA); 10 ng de DNA; 05 puM do primer 27F1 (5’-
AGAGTTTGATCCTGCTCAG-3’) (Neilan et al. 1997), 0,5 uM do primer 23S30R (5’-
CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT -3”) (Lepére et al. 2000) e agua ultrapura (Milli-Q,
Millipore, EUA), esterilizada, para um volume final de 25 pL. Para cpcBA-IGS foram
utilizados os oligonucleotidios iniciadores de acordo com Neilan et al. (1995): cpcB (5°-
GGCTGCTTGTTTACGCGACA-3’), e 0 primer reverso CpCA (5°-
CCAGTACCACCAGCAACTAA-3). A reacao foi realizada em um termociclador Techne
TC-412 Thermal Cycler (Techne, Chelmsford, Essex, England), nas seguintes condigdes: 94
°C/5 min; 10 ciclos de 94 °C/45s, 57 °C/45s, 72 °C/2min; 25 ciclos de 94 °C/45s, 54 °C/45s,
72 °C/2min e extensdo final a 72 °C/7min. A verificacdo do tamanho dos produtos da PCR f

feita em eletroforese de agarose conforme descrito acima.

3.6.2. Clonagem e transformacao dos produtos de PCR

A clonagem dos produtos da PCR foi realizada utilizando o Kit de clonagem
“pGEM®-T Easy Vector Systems” (Promega, Madison, WI, EUA). A introdugdo do vetor
contendo o inserto nas células competentes de E. coli DH5a foi feita através de choque
térmico (Sambrook et al. 1989). Aliquotas de 10 puL do produto de ligagdo ¢ 50 pL de
suspensdo de células competentes de E. coli DH50 foram misturadas em um microtubo
esterilizado, o qual foi incubado no gelo durante 30 minutos. O microtubo foi transferido
imediatamente para banho-maria a 42°C e deixado por 30 segundos, sem agitar. Em seguida o
microtubo foi incubado no gelo por 2 minutos. Posteriormente adicionou-se 250 puLL de meio
SOC (Sambrook et al. 1989) a temperatura ambiente e a mistura foi incubada a 37°C, durante
1 hora, sob agitacdo de 200 rpm. As células competentes transformadas foram plaqueadas em
meio LB sdélido contendo ampicilina (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA) e X-Gal
(Invitrogen), ambos em concentragdes finais de 100 ug/mL de meio. As placas foram
incubadas por 15 horas, a temperatura de 37°C. Em seguida, uma coldnia de cor branca foi
utilizada visando confirmar a presencga dos insertos de interesse. Uma pequena quantidade de
células de cada clone transformado foi adicionada a reacdo de PCR como descrito por Nibel
et al. (1997), utilizando-se os iniciadores CYA359 (5"-GGGGAATTTTCCGCAATGGG-3)
e CYA78laR (5-GACTACTGGGGTATCCTAATCCCATT-3") e CYAT781bR (5-
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GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3") (Nubel et al. 1997). A reacdo de amplificacao
foi composta por tampdo de PCR 2 X (20 mM Tris HCI pH 8,4; 50 mM KCI); 0,2 mM de
cada dNTP; 6 mM MgCI2; 3 U de Platinum® Tagq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil); 10
ng de DNA; 0,4 pmol de cada iniciador e 4gua ultrapura (Millipore) esterilizada, para o
volume final de 25 pL. A reagdo foi realizada em termociclador Techne TC-412 Thermal
Cycler (Techne, Chelmsford, Essex, England), nas seguintes condi¢fes: 94 °C/2min; 30 ciclos
de 94 °C/1min, 63 °C/41min, 72 °C/1min e extensdo final a 72 °C/7min. A verificacdo do
tamanho dos produtos da PCR foi feita em eletroforese de agarose conforme previamente

descrito.

3.6.3. Extragéo de DNA plasmidial

A extracdo de plasmideos das células de E. coli DH5a que contenham os insertos foi
feita pelo método de preparacdo de pequena escala de plasmideo, usando hidrélise alcalina
(Birnboim & Doly 1979). As coldnias brancas foram transferidas para 4 mL de meio LB
contendo ampicilina e cultivadas por 15 horas, a 37°C, sob agitacdo de 200 rpm. Em
microtubos foram colocados 1,5 mL da cultura de células produzidas e, em seguida, foram
centrifugadas a 10.000 x g por 20 segundos. Esse procedimento foi repetido por duas vezes. O
pélete formado foi ressuspenso em 100 pL de solugdo I gelada (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0,
EDTA 10 mM e glucose 50 mM). Em seguida, 200 pL de solugdo I (NaOH 0,2 N, SDS 1%)
foram adicionados e misturados gentilmente por meio da inversdo dos microtubos. Apo6s
terem sido incubados no gelo por 5 minutos, foram acrescentados 150 puL de solugdo III
gelada (acetato de potassio 3 M e acido formico 1,8 M). Procedeu-se novamente a mistura por
inversdo e os microtubos foram incubados no gelo por mais 5 minutos. Posteriormente, foram
centrifugados a 10.000 x g durante 7 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo. Adicionou-se 270 pL de isopropanol a temperatura ambiente, misturando-se e
centrifugando-se conforme descrito anteriormente. Apds a eliminagdo do sobrenadante, o
pélete foi lavado uma vez com 250 pL de etanol 70% gelado e centrifugado a 10.000 x g por
2 minutos. O pélete foi secado e ressuspenso em 30 puLL de uma solugdo contendo Tris-HCI 10
mM, pH 8,0, EDTA 0,5 M e 10 mg RNAse/mL. Essa mistura foi incubada a 37°C por 30

minutos. Os plasmideos assim extraidos foram armazenados a -20°C até o préximo uso.
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3.6.4. Sequenciamento

A PCR para o sequenciamento dos fragmentos inseridos nos plasmideos foi feita
usando-se o kit “ABI Prism Big Dye terminator (Applied Biosystems by Life Techonologies).
Para a reacdo utilizou-se 200 ng de plasmideo contendo o inserto, 5 pmol dos iniciadores
MI13F (5’-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’) ou SP6 (5°-
ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’). Também foram utilizados outros seis iniciadores
(357F, 357R, 704F, 704R, 1114F, 1114R), visando o fechamento interno das sequéncias de
RNAr 16S, e 1 uL de “Big Dye”, 2 uL de tampao 2,5 X “Save Money” (protocolo fornecido
pelo fabricante) e 4gua ultrapura para volume final de 10 pL. As condi¢cdes de amplificacdo
foram as seguintes: 25 ciclos de 95°C/20 s, 50°C/15 s, 60°C/1 min. Apés a amplificacdo dos
fragmentos, realizou-se a precipitacdo dos mesmos conforme manual de instrucées do kit de
sequenciamento. Posteriormente, as reacdes precipitadas foram inseridas no sequenciador
capilar ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) para o sequenciamento
dos fragmentos de DNA. Os dados gerados pelo sequenciador foram coletados e processados
pelo programa “ABI PRISM® DNA Sequencing — Analysis Software” versdao 3.7 (Applied
Biosystems).

3.6.5. Processamento e andlise filogenética das sequéncias

As sequéncias geradas foram processadas para remoc¢do de bases produzidas com
baixa qualidade (indice de qualidade <20) através do pacote que contém 0s programas
Phred/Phrap/Consed (Ewing & Green 1998, Ewing et al. 1998, Gordon et al. 1998), em
sistema operacional Linux. As sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias
previamente depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando-se a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) (Altschul et
al. 1990). Para a construcdo da arvore filogenética, pelo método de méxima verossimilhanca
(Maximum Likelihood), as sequéncias obtidas e outras selecionadas de bancos de dados
publicos, foram alinhadas e editadas usando-se o pacote de programa MEGA 5.0 (Tamura et
al. 2011). Com as sequéncias alinhadas foi utilizado o programa TOPAL.i v.2 (Milne et al.
2008) para selecdo do modelo estatistico mais adequado para analise filogenética das
sequéncias selecionadas e o modelo indicado foi processado no programa MEGA 5.0. As
novas sequéncias geradas neste estudo serdo depositadas em bancos de dados publicos quando

forem publicadas em artigo especifico.
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3.7. Prospeccao de substancias bioativas

3.7.1. Estudos bioldgicos
a) Ensaios toxicoldgicos — Bioensaios em camundongos

Os materiais testados foram: 1) a floracdo coletada na lagoa Salina do Meio
(19/08/2009), formada principalmente por Anabaenopsis elenkinii (49% da densidade celular
total), por Arthrospira platensis (17% da densidade celular total) e pela diatoméacea Craticula
cf. buderi (Hustedt) Lang-Bertalot (34% da densidade celular total) e, 2) a cepa uniespecifica
Anabaenopsis elenkinii CCIBt 1059, cuja biomassa foi obtida no final da fase exponencial de
crescimento (12° dia), na condicdo do tratamento 5 (Tabela 4).

O protocolo seguido para essas analises (Harada et al. 1999) foi o0 seguinte: a biomassa
dos dois materiais foi liofilizada; o liofilizado da floracdo foi dividido em duas porgdes iguais,
sendo uma delas submetida a extracdo com &cido acético 0,1 M e a outra, com metanol 100%.
O extrato em 4&cido acético foi liofilizado e o metandlico, concentrado a vacuo para
eliminacdo do solvente organico e liofilizado.

O liofilizado da cepa CCIBt 1059 foi submetido a extragdo com acido acético 0,1 M e
0 extrato obtido foi também liofilizado.

Aliguotas de quantidades equivalentes a 20 mg de células liofilizadas de todos os
extratos foram pesadas, suspendidas em 1 mL de solucéo fisioldgica e utilizados nos ensaios
toxicoldgicos.

Estes testes foram realizados em triplicata, em camundongos machos “Swiss-
Webster”, com peso variando entre 19 e 22 g. Os animais foram observados por sete dias,
durante os quais os sinais de intoxicacdo foram anotados; apOs este periodo, foram
eutanaziados e submetidos a exames “post mortem” (Harada et al. 1999).

O grupo controle foi submetido a procedimentos idénticos, porém, receberam por via
oral, unicamente 1 ml de soro fisioldgico. A eutanasia dos animais, quando necessaria, foi

feita em camara de CO..

b) Ensaios bioautograficos para atividade inibidora da acetilcolinesterase

Preparo da solugdo enzimatica: A enzima acetilcolinesterase tipo V (Sigma, N° C
2888, 1000 V) foi dissolvida em solucdo tampdo Tris HCI (pH 7,8) e estabilizada pela adi¢éo
de albumina de soro bovino V (0,1%, Sigma, N° A-4503).

Para o estudo prévio da atividade anticolinesterasica dos extratos, optou-se por reunir

em uma Unica amostra, aliquotas das biomassas dos sete tratamentos ao qual foi submetida a
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cepa Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 (Tabela 4). Este material reunido e amostras dos
tratamentos 1 e 5 foram aplicadas a placas cromatograficas, para a avaliacdo de atividade
anticolinesterasica segundo Marston et al. (2002): 200 pg.spot™ de cada amostra, juntamente
com o controle positivo eserina (Sigma, 1 pg.spot™) foram submetidos & Cromatografia de
Camada Delgada (CCD), desenvolvida com a fase mével cloroférmio:metanol:agua (64:36:8,
vIviv). Apos o desenvolvimento, as placas foram secas, nebulizadas com a solugédo enzimatica
(6.66 U/ml) e incubadas a 37 °C, por 20 minutos. A atividade enzimética foi detectada pela
nebulizacdo de solucdo 0,25% de acetato de 1-naftila em metanol (5 ml) e 0,25% de solugéo
aquosa do sal Fast Blue B (20 ml). Inibidores anticolinesterasicos em potencial aparecem

como halos claros sobre fundo purpura (roxo) (Marston et al. 2002).

c) Ensaios bioautograficos para atividade antifungica (frente ao fungo
Cladosporium sphaerospermum Penz. CCIBt0491)

O fungo fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum CCIBt0491 é mantido no
Banco de Cultura de Fungos do Instituto de Botanica. Para estes ensaios, foram inoculadas
placas de Petri de 10 cm contendo meio BDA (Batata, Dextrose e Agar), que foram incubadas
por aproximadamente 12 dias em estufa, a 28°C. A extracdo dos esporos foi realizada com
solucdo de glicose e sais e a suspenséo obtida foi utilizada no ensaio bioautografico.

A cepa submetida a esses testes foi a de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059. Amostras
liofilizadas, pesando 400 pg, dos extratos em &cido acético 0,1 M das biomassas obtidas nos
sete tratamentos a que foi submetida esta cepa, foram dissolvidas em 10 microlitros do
mesmo solvente e aplicadas a placas cromatograficas de gel de silica (MERCK 60 Fs54). ApGs
a secagem das placas, os cromatogramas foram desenvolvidos na fase mével cloroférmio:
metanol: agua (64: 36: 8, v/v/v), em cubas de vidro, em atmosfera previamente equilibrada.

Apos a eluigdo, as placas foram secas em corrente de ar, em capela, por 1 hora, para a
remocdo completa do solvente. Em seguida, a suspensdo de esporos foi aspergida sobre as
placas que foram incubadas em camara Umida, a 28°C, por 2 dias para o desenvolvimento do
fungo (Homans & Fuchs 1970, Rahalison et al. 1994). A formag&o de halos brancos sobre a
coloracédo verde escura do fungo, no cromatograma, indica a presenca de substancias com
potencial antifungico. Como controle positivo, foi utilizado Nistatina (1,0 pg) (Castro & Lima
2011).
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d)Teste de acdo hemolitica (Rangel et al. 1997)

O sangue, obtido de camundongos Swiss, machos (25-30g) provenientes do Biotério
Central do Instituto Butantan, foi colocado em um béquer com um volume aproximadamente
30 vezes maior de solugdo fisiologica Krebs-Henseleit (NaCl 113mM; KH2PO4 1,2mM; KCI
4mM; MgSO4.7H20 1,2mM; CaCl 2 2,5mM; NaHCO3 25mM; C6H1206 11,1mM) e
mantido sob agitacdo constante por 15 minutos. A mistura foi centrifugada trés vezes por 7
minutos a 3000 rpm para lavar os eritrocitos de componentes plasmaéticos; a seguir, foi
preparada a suspensdo de eritrocitos (SE) a 4 % (V/V), em solucdo fisiolégica de Krebs-
Henseleit.

Novamente, foram analisadas amostras de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059,
idénticas as utilizadas nos testes antifingicos e anticolinesterasicos. Essas amostras foram
diluidas em solucéo fisioldgica de Krebs-Henseleit e posteriormente colocadas em placa de
ELISA com 96 pocos; a seguir, a cada uma, foram adicionados 50 pL de SE 4 %. Para o
controle negativo, foi utilizada solucéo fisiolégica como controle positivo, o detergente Triton
X-100 1% (hemdlise total). Apds uma hora de incubagdo, a temperatura ambiente, sob
agitacdo constante, a solucdo foi centrifugada a 3.000 rpm, por 5 minutos; o sobrenadante foi
transferido para placa de ELISA e a atividade hemolitica foi medida no comprimento de onda
de 540 nm.

Os resultados, se positivos, sdo analisados a partir dos logaritmos de suas médias e dos
respectivos erros padrdes. O calculo das CE50 (concentracdo efetiva média capaz de provocar
50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) sdo calculados, a
partir de regressao ndo-linear, no programa GraphPad Prism v. 5.1.

e) Ensaio de atividade antibacteriana (frente as bactérias Gram-negativa
Escherichia coli ATCC 25922 e Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923)

As bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 séo
mantidas no Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan, em freezer a —80°C em
glicerol a 20%. Para este ensaio, indculos bacterianos foram semeados em placas contendo
meio de Tryptic Soy Broth (TSB/BioRad) (Koneman et al. 1997). Apos incubagdo em estufa
incubadora BOD — REVCO, a 37°C por 16-18 horas, a pré-cultura liquida foi diluida em
solucédo salina (NaCl) a 0,85% ate atingir uma suspensdo bacteriana equivalente a 1-2 x 10®
UFC.mL™? (padrdo 0,5 da escala de McFarland), que foi semeada em placas contendo agar
Muller-Hinton com auxilio de um “swab” estéril (Bauer et al. 1966). Essas placas foram

empregadas para estes ensaios.
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Cerca de 1 mg de amostras de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059, obtidas do mesmo
modo que para os testes bioldgicos anteriores, foram filtradas em membrana de 0,22 um,
colocadas sobre discos de papel de filtro Whatmman n° 541 estéril e colocadas sobre a
superficie de cada placa, anteriormente preparada.

Apdbs a incubacdo, nas mesmas condi¢bes anteriormente especificadas, as placas
foram examinadas quanto a presenca ou auséncia de halo de inibicdo do crescimento
bacteriano. O ensaio também foi realizado em tubos de ensaio, utilizando as mesmas
concentragOes bacterianas. Os tubos foram homogeneizados e a leitura foi efetuada apds 18
horas de incubacdo a 37°C, quando foi comparada com a turbidez obtida nos tubos-controle.

Os experimentos-controle dos crescimentos bacterianos foram feitos em placas
contendo apenas &gar TSB e o teste de esterilidade dos extratos foi feito em caldo tioglicolato
de sddio, incubados a 37°C por 16-18 horas.

3.7.2. Estudos quimicos

a) Prospeccdo de metabolitos secundarios com atividade antioxidante

Os mesmos extratos de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 citados anteriormente
(Tabela 4) foram aplicados a placas cromatograficas de gel de silica (MERCK 60 Fjs4) que
foi desenvolvido com a fase movel cloroférmio: metanol: agua (64:36:8, v/v/v). Apds
secagem em corrente de ar, em capela, 0s cromatogramas foram nebulizados com solucao
metandlica (2 mg.mL™) do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), que permite detectar
substancias com atividade antioxidante a qual aparece como manchas amareladas sobre fundo
violeta caracteristico do DPPH (Hostettmann et al. 2003).

A mudanca de coloracédo da solucdo de DPPH do violeta para o amarelo ocorre devido
a transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénios de substancias antioxidantes para o

radical livre (Souza et al. 2007). Foi utilizada catequina, como controle positivo.

b) Analises qualitativa e quantitativa das microcistinas LR, RR, YR e LA, do L-
BMAA e da saxitoxina utilizando a técnica de LC-MS/MS
Amostras dos sete tratamentos aplicados a Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059, nas fases
exponenciais e estacionarias (14 frascos) foram liofilizadas, submetidas a extracdo com &cido
acético 0,1 M e os extratos obtidos foram liofilizados e utilizados nas analises.
PorgOes dos 14 liofilizados foram analisadas no Centro de Espectrometria de Massas

Aplicada (CEMSA), Séo Paulo, Brasil, por cromatografia liquida acoplada a detector de
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espectrometria de massas do tipo triplo-quadrupolo (LC-MS/MS), operando em modo de
varredura MS e MS/MS. Para a obtencdo de resultados mais precisos, foi realizada a
otimizagao das condicdes de desenvolvimento do cromatograma e o ajuste dos parametros do
detector de espectrometria de massas (MS/MS), para as substancias em questao.

Cada uma das amostras liofilizadas (1mg) foi ressuspendida em 1 mL de agua ultrapura,
agitada em vértex por 1 minuto, filtrada em membrana filtrante Millex® 0,45 um e colocada
diretamente nos pogos de uma placa de 96 orificios, para posterior inje¢do no sistema de LC-
MS/MS.

Instrumentacéo utilizada e condic¢Bes cromatogréaficas do LC-MS/MS

Nas tabelas abaixo s&o apresentados os equipamentos (Tabela 5), os reagentes (Tabela
6), as informacgdes sobre os padrbes analiticos (Tabela 7), a metodologia desenvolvida para
identificacdo (Tabela 8), os gradientes de eluicdo cromatogréafica (Tabela 9), as condicdes de
ionizacdo (Tabela 10) e os Parametros de Monitoramento de Reacdo Multipla (Tabela 11)
que foram utilizados neste trabalho no sistema de LC-MS/MS para andlise das microcistinas
LR, RR, YR e LA, da saxitoxina e do L-BMAA.

Tabela 5. InformacBes sobre os equipamentos utilizados para as analises das microcistinas
LR, RR, YR e LA; Saxitoxina e, L-BMAA.

Equipamento Modelo Fabricante
HPLC (bomba binaria, desgaseificador e forno Agilent 1260 series Agilent Technologies
de coluna)
Injetor automatico Agilent 1290 series Agilent Technologies
Espectrémetro de massas QTRAP 3200 AB Sciex
Programa de aquisic¢do dos dados Analyst 1.5.2 AB Sciex

Tabela 6. Informacao sobre os solventes e reagentes utilizados nas analises.

Reagentes Especificacio Frabricante
Agua Tipo | (H20) 18 mOhms Barnested
Acetonitrila (ACN) Grau LC-MS J.T. Baker
Acetato de Amonio Padrao Analitico Sigma-Aldrich
Acido Férmico Grau LC-MS Sigma-Aldrich
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Tabela 7. Informacdes sobre os padrdes analiticos do L-BMAA, das microcistinas* LR, RR,
YR e LA e da saxitoxina”.

Substancia Formula MW (g.mol™)
Cloridrato de L-BMAA C4H1oN,0,.HCI 154,6
Microcistina LR CagH74N 1001 994,5
Microcistina RR CgH75N13012 1037,0
Microcistina LA Cy6He7N;O1, 910,5
Microcistina YR Cs,H75N10013 1044,5
Saxitoxina C19H17N;0, -

*A solucdo padréo estoque utilizada foi adquirida junto ao Departamento de Anélises Clinicas Toxicoldgicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP: Solugdo contendo as microcistinas (LR, RR, LA e YR) na
concentragdo de 10 ug mL™ em solugdo 50% Metanol. *Devido & auséncia do padrdo analitico da Saxitoxina
(Sax), os parametros foram definidos por meio de trabalhos e metodologias publicadas (Seto et al. 2005, Johnson
et al. 2009).

3.7.3. CondicGes cromatogréaficas

Tabela 8. Metodologia desenvolvida para identificacdo das microcistinas LR, RR, YR e LA,
da saxitoxina e do L-BMAA em LC-MS/MS.

Caracteristica Detalhe

Coluna Phenomenex Luna C18(2) 50x2mm 3u

Fase movel A H,0 + 0,1 % Acido Formico + 5 mM acetato de amonio

Fase movel B Acetonitrila + 0,1 % Acido Férmico + 5 mM acetato de amdnio
Temperatura da coluna 25°C

Vazio 0,250 mL.min™

Volume de inje¢do 10 pL

Tempo de corrida 7,1 minutos

Solugdo para lavagem de agulha MeOH:H,0 (75:25) (v/v)

Tabela 9. Gradiente de elui¢cdo cromatogréfica.

Etapas Tempo (min.) Vaz&o (uL.min™) %A %B
0 3,70 250 80 20
1 0,80 250 80 20
2 0,81 250 10 90
3 6,00 250 10 90
4 6,10 250 80 20
5 7,10 250 80 20
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3.7.4. Deteccao por espectrometro de massas — Modo positivo

Tabela 10. Condicdes de ionizacdo (Electro Spray, ESI).

Parametros — Modo Positivo Valores
Curtain Gas 20 a.u.
lon Spray Voltage 5200
Source Temperature 550°C
Gas 1 (nebulizer) 55 a.u.
Gas 2 (heater gas) 50 a.u.

Tabela 11. Pardmetros de Monitoramento de Reacdo Multipla (MRM — Multiple Reaction
Monitoring) para o0 método desenvolvido. Collision Gas Dissociation (N,) = 8 a.u. Dwell time
=50 ms.

Substancia Q1 (m/z) Q3 (m/z)
L-BMAA 119,119 18082,,110000
Microcistina LR 995,600 igigg
Microcistina RR 519,800 ;igigg
Microcistina LA 910,500 ;igigg
Microcistina YR 1045,700 ;igigg
Saxitoxina* 300,100 gggigg

*Devido a auséncia do padrdo analitico da Saxitoxina (Sax), os parametros de MRM foram definidos por meio
de trabalhos e metodologias publicadas (Seto et al. 2005, Johnson et al. 2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.

Nhecolandia

Estudo morfoldgico e ocorréncia de Anabaenopsis elenkinii nas lagoas da

Na Tabela 12 sdo indicadas todas as amostras estudadas, algumas caracteristicas

fisico-quimicas e espécies dominantes nas lagoas.

Tabela 12. Posi¢do geografica, nUmero da amostra em herbario, algumas caracteristicas
fisico-quimicas da agua e espécies de cianobactérias dominantes nas lagoas do Pantanal da

Nhecolandia.
denad d Cond. Sali s
Local - Lagoa IQ . Coor enada Data de pH elétrica S2!n: Temp. Es_peae
Herbario geografica coleta (us/cm) (ups) (°C) dominante*
. . 18°58'29"S, An. elenkinii,
Salinado Meio  SP400654 19/08/2009 9,47 10600 6,3 325 .
56°38°47"W Art. platensis
18°58'29"S, An. elenkinii,
Salinado Meio ~ SP427290 27/10/2011 9,89 4060 2,1 29,7 )
56°38°47"W Art. platensis
18°58'29"S, An. elenkinii,
Salinado Meio  SP427740 06/05/2012 9,64 8770 52 - .
56°38°47"W Art. platensis
. . 18°58'29"S, An. elenkinii,
Salinado Meio  SP390917 25/09/2005 9,85 19020 11,8 233 .
56°38°47"W Art. platensis
) ) 18°58'29"S, An. elenkinii,
Salinado Meio  SP390919 21/04/2006 10,16 2870 1,4 33,3 .
56°38°47"W Art. platensis
18°58'29"S, An. elenkinii,
Salinado Meio  SP390922 28/08/2006 10,09 12070 7,3 24,7 .
56°38°47"W Art. platensis
) ) 18°58'29"S, An. elenkinii,
Salinado Meio  SP390927 04/05/2007 10,19 3890 2,0 31,0 .
56°38°47"W Art. platensis
) ) 18°58'29"S, I
Salina do Meio  SP390924 16/11/2006 10,4 4380 2,3 36,1 An. elenkinii
56°38°47"W
18°58'29"S,
Salinado Meio  SP390916 28/06/2005 9,85 6850 39 21,7 An. elenkinii
56°38°47"W
) ) 18°58'29"S, o
Salinado Meio  SP390913 08/05/2005 9,04 5500 3,1 25,0 An. elenkinii
56°38°47"W
18°58'29"S,
Salinado Meio ~ SP390910 14/10/2004 9,88 9030 53 242 An. elenkinii
56°38°47"W
18°58'29"S,
Salina do Meio SP390907 10/05/2004 9,6 - - 34,2 An. elenkinii
56°38°47"W
Salina da 18°57'35"S, An. elenkinii,
SP400842 09/05/2005 - 2380 1,1 22,9 .
Reserva 56°37'18"W Art. platensis
Salina da 18°57'35"S, An.  elenkinii,
SP401692 19/08/2009 9,68 11040 6,6 34,1 .
Reserva 56°37'18"W Art. platensis
Salina da 18°57'35"S, An. elenkinii,
SP427741 06/05/2012 10,10 5435 3,0 - )
Reserva 56°37'18"W Art. platensis
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Cond.

Local - Lagoa ID Coordenada Data de H elétrica Salin. Temp. Espécie
g Herbario geografica coleta P (uS/cm) (ups) (°C) dominante*
18°58'56"S, An.  elenkinii,
SalinadaPonta  SP400843 25/09/2005 9,9 5790 3,3 23,8 .
56°39'33"W Art. platensis
18°58'56"S, An. elenkinii,
SalinadaPonta  SP400845 22/04/2006 9,8 864 0,1 32,8 )
56°39'33"W Art. platensis
18°58'56"S, An. elenkinii,
SalinadaPonta  SP400487 28/08/2006 9,8 8970 53 228 .
56°39'33"W Art. platensis
18°58'56"S, An.  elenkinii,
SalinadaPonta  SP400849 17/11/2006 9,9 716 0,1 30,8 .
56°39'33"W Art. platensis
18°58'56"S, An.  elenkinii,
SalinadaPonta  SP401691 19/08/2009 9,22 8130 4.8 30,4 .
56°39'33"W Art. platensis
Salina  Pedra 19°10'36"S, An. elenkinii,
SP427742 26/08/2006 10,06 2100 0,9 28,0 .
do Sol 56°57'44"W Art. platensis
Salina  Pedra 19°10'36"S, An. elenkinii,
SP427743 16/11/2006 10,23 12200 7,4 32,0 )
do Sol 56°57'44"W Art. platensis
. 18°55'40"S, Art.  platensis,
Salina Pantanal ~ SP427747 16/08/2009 - - - - L
56°33'03"W An. elenkinii
Salina
19°28°39”S,
Centenario SP427277 23/10/2011 9,64 1743 0,7 26,1 An. elenkinii
56°03°37"W
Salina da 19°26°38”S,
. SP427278 23/10/2011 9,18 1105 0,3 30,6 An. elenkinii
Botina 56°03°41”"W
Art.  platensis,
Salitrada 18°58°05”’S, Spirulina
SP390925 16/11/2006 8,42 1852 0,7 32,0
Campo Dora 56°38°58”W subsalsa, An.
elenkinii
Apenas alguns
Baia da Sede 18°59°37” S, )
o SP390926 16/11/2006 7,84 2020 0,8 35,1 tricomas de A.
Nhumirim 56°37°14” W

elenkinii

*An. elenkinii = Anabaenopsis elenkinii; Art. platensis = Arthrospira platensis

Anabaenopsis elenkinii ocorreu em todas as amostras coletadas em lagoas salinas do
Pantanal da Nhecolandia, sendo abundante tanto nos periodos de seca quanto de cheia, em
valores de pH que variaram de 9,0-10,4 (media 9,8), condutividade elétrica de 716-19020
uS.cm™ (média 6413), salinidade 0,1-11,8 ups (média 3,7) e temperatura 21,7-36,1°C (média
28,6) (Tabela 12). A ocorréncia de floracbes desta espécie foram observadas principalmente
nos periodos de seca nas lagoas Salina do Meio, Salina Pedra do Sol, Salina da Ponta e Salina
da Reserva. Nas lagoas Salitrada Campo Dora e Baia da Sede Nhumirim a espécie ocorreu em
apenas uma amostra (final do periodo de seca-inicio de chuva) com poucos individuos, em pH
8,4 e 7,8, condutividade 1852 e 2020 uS.cm™, salinidade 0,7 e 0,8 ups e, temperatura 32 e
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35°C respectivamente (Tabela 12). Interessante notar que as lagoas salitradas e baias
geralmente apresentam agua doce e pH em torno do neutro (Mourdo et al. 1988, Santos &
Sant’Anna 2010) e nestas condi¢des ndo foram encontrados exemplares de A. elenkinii. No
entanto, durante periodos de longa estiagem como ocorreu em 2006 (Santos et al. 2007), estas
lagoas podem apresentar maiores concentragdes de nutrientes e elevados valores de pH
(Almeida et al. 2011), o que permitiu a ocorréncia de A. elenkinii. Este fato evidencia as
observacgdes feitas por Barbiéro et al. (2002) que mostraram que as &guas das lagoas da
Nhecolandia (salinas e baias) apresentam composi¢do quimica semelhante, variando apenas
na concentracdo de sais, que depende do grau de isolamento de cada lagoa, acdo do pulso de
inundacdo e processo de concentracdo evaporativa. Devido a essas mudancas biogeoquimicas
nas aguas, as comunidades bioldgicas refletem estas alteracbes e cada lagoa apresenta
composi¢ao de microalgas e cianobactérias tipicas (Santos 2008, Santos & Sant’Anna 2010,
Santo et al. 2012, Malone et al. 2012, Almeida et al. 2011). Portanto, a dominancia de A.
elenkinii nas lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia pode ser explicada pela
especificidade de pH alcalino (9-11), elevada condutividade (geralmente maior que 1000
uS.cm™) e temperaturas mornas (entre 22-36°C) para ocorréncia da espécie. A dependéncia
de pH alcalino para o crescimento de A. elenkinii foi comprovada experimentalmente por

Santos et al. (2011) e seréa discutida em maior detalhe no topico sobre ecofisiologia.

4.2. Caracterizacdo morfoldgica de Anabaenopsis elenkinii

Tricomas solitarios, curtos, 2-15(28) células, curvos, espiralados, raramente retos, formando
(0)0,5-3(4) voltas completas, constritos, ndo atenuados; envelope mucilaginoso hialino ou
ausente; células cilindricas, elipticas, com extremidades arredondadas, achatadas nos pontos
de contato, 3,8-11,3 um compr., (2,2)2,6-6,3 um larg., Rc/l = 1,1-3,6; conteudo celular verde-
azul claro, granuloso, geralmente com aerdtopos; heterocitos terminais solitarios ou aos pares
quando intercalar, esféricos, raramente alongados, 2,6-6,3 wm compr., 2,6-5,4 um larg., Re/l =
0,8-1,2(1,5); acinetos esféricos a elipticos, solitarios ou aos pares, distantes do heterocito, 6,2-
11,7 um compr., 4,7-8,9 um larg., Rc/1 = 1,0-2,0. (Figura 4)

Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Corumbd, Pantanal da Nhecolandia,
Salina do Meio, 19-VIII-2009 K.R.S. Santos (SP400654), 27-X-2011 K.R.S. Santos
(SP427290), 06-V-2012 C.F.S. Malone & C.L. Sant’Anna (SP427740), 25/09/2005 K.R.S.
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Santos (SP390917), 21-1V-2006 K.R.S. Santos (SP390919), 28-VIII-2006 K.R.S. Santos
(SP390922), 04-VV-2007 K.R.S. Santos (SP390927 ), 16-X1-2006 K.R.S. Santos (SP390924),
28-V1-2005 K.R.S. Santos (SP390916), 08-V-2005 K.R.S. Santos (SP390913), 14-X-2004
K.R.S. Santos (SP390910), 10-V-2004 K.R.S. Santos (SP390907); Salina da Reserva,
09/05/2005 K.R.S. Santos (SP400842), 19-VI1I-2009 K.R.S. Santos (SP401692), 06-V-2012
C.F.S. Malone & C.L. Sant’Anna (SP427741); Salina da Ponta, 25-1X-2005 K.R.S. Santos &
C.F.S. Malone (SP400843 ), 22-1V-2006 K.R.S. Santos (SP400845), 28-V111-2006 K.R.S.
Santos (SP400487), 17-X1-2006 K.R.S. Santos (SP400849), 19-VI11-2009 K.R.S. Santos
(SP401691); Salina Pedra do Sol, 26-V111-2006 K.R.S. Santos (SP427742), 16-XI1-2006
K.R.S. Santos (SP427743); Salina Pantanal, 16-V111-2009 K.R.S. Santos (SP427747); Salina
Centendrio, 23-X-2011 K.R.S. Santos (SP427277); Salina da Botina, 23-X-2011 K.R.S.
Santos (SP427278); Salitrada Campo Dora, 16-X1-2006 K.R.S. Santos (SP390925); Baia da
Sede Nhumirim, 16-X1-2006 K.R.S. Santos (SP390926).

DiscussOes taxonomicas sobre Anabaenopsis elenkinii do Pantanal foram levantadas por
Santos & Sant’Anna (2010) e Santos et al. (2011). De acordo com estes autores o material da
natureza de A. elenkinii € morfologicamente similar a A. hungarica Halasz devido ao pequeno
namero de células por tricoma (média 4, variando de 2 a 6) e pela forma cilindrica de algumas
células. Porém, o material brasileiro frequentemente apresenta tricomas mais longos, com até
12 células e células elipticas (Santos & Sant’Anna 2010) ou ainda tricomas com até 28
células, conforme observado no presente estudo para a lagoa Salina Pedra do Sol (Figura 5;
Tabela 13). Além disso, os parametros métricos sdo bem distintos: A. huncarica possui
tricomas com cerca de 2,5 um de didmetro e A. elenkinii em torno de 4,5 um de didmetro
(Komarek 2005).

Conforme observado na Tabela 13, ha sobreposicdo de medidas em todos os parametros
morfométricos documentados para a descrigdo original de A. elenkinii (Miller 1923), com o
material do Pantanal (de vérias lagoas salinas) e também com o material do lago Texcoco
(México) estudado por Ballot et al. (2008). Mas estas medidas diferem de A. hungarica, a
especie mais proxima morfologicamente. Estes resultados indicam, portanto, que o0s
parametros morfométricos do material do Pantanal fazem parte da variabilidade natural de A.
elenkinii e o numero de células por tricoma, a forma e dimensao das células vegetativas, dos
acinetos e dos heterocitos sdo as caracteristicas morfologicas mais estaveis para distinguir

Anabaenopsis elenkinii de A. hungarica e também das demais espécies do género.
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Em relacdo a presenca de aerotopos, foi observado em amostras do plancton de diferentes
lagoas salinas que ocorreram tricomas com e sem aerotopos (Figura 5: D-E, L-M). O cultivo
desses tricomas com ou sem aerétopos, mostrou que nas condi¢des de cultura os aer6topos
estavam sempre presentes. No entanto, Santos et al. (2011) observaram que apenas
eventualmente ocorreram tricomas sem aerotopos em material de cultura e esta condigéo foi
relacionada a senescéncia dos tricomas em resposta ao pH neutro (7). Conforme demonstrado
por Santos et al. (2011), é provavel que na natureza a ocorréncia de tricomas sem aero6topos se
dé em resposta a mudancas no pH e/ou indique senescéncia dos tricomas. Desta forma, a
ocorréncia de tricomas com e sem aerotopos seria parte do ciclo de desenvolvimento de A.
elenkinii. Portanto, a hipotese morfologica foi confirmada: a presenca de aerotopos é
facultativa em Anabaenopsis elenkinii e o habito é plancténico.

Na Tabela 13 foram incluidos os dados morfométricos de uma populacdo de
Anabaenopsis arnoldii Aptekar’, coletada no Lago Texcoco (Nabor Carrilo, México). Trata-se
de um taxon claramente distinto de A. elenkinii por apresentar células quase esféricas e
dimensdes superiores. O registro das caracteristicas morfoldgicas desta espécie se fez
importante para auxiliar na interpretacdo das analises filogenéticas que serdo discutidas no

préximo topico.
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Figura 5. Anabaenopsis elenkinii em amostras da natureza das lagoas Salina do Meio (A-G),
Salina da Ponta (H-1), Salina da Reserva (J-K) e Salina Pedra do Sol (L-P). Para todas as
lagoas foram observados tricomas com acinetos isolados (C-E, I, P) e aos pares (G, H, J-O),
e tricomas com aerotopos (B-D) e sem aerdtopos (E, F, L, N). Tricomas retos (F) séo de
ocorréncia rara. Escalas = 10 ym.
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Tabela 13. Caracteristicas morfolégicas de Anabaenopsis elenkinii proveniente de diversas lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia,
comparadas com as do material tipo de A. elenkinii Miller (1923), com o material do México e com A. hungarica Halasz. Foi adicionado A.
arnoldii coletado no México para comparacdo. Numeros representam a amplitude minima e maxima e entre parénteses a média * desvio padrao;
- = ndo observado ou ndo documentado.

Caracteristicas do tricoma Células vegetativas Heterocitos Acinetos
N° de N“de | Ajura do | Distancia lustracéo
espiras | células . entre Comp. | Largura | Razéo Comp. Largura Razdo Comp. Largura tipica
tricoma . Forma
por por (um) espiras (um) (um) | comp./larg. (um) (um) comp./larg. (um) (um)
tricoma | tricoma H (um)
A”;Zﬁi?ﬁﬁs's 0,212 2-12 11-16 ] 40-100 | 33-63 | 0926 | 2650 | 2649 0,8-1,2 6,5-9,0 6,5-8,0 Esférico a
; | (06203) | (4%12) | (13L5) (6.9%1,2) | (47405)| (15£03) | (35+05)| (35+04) | (1,00,06) | (78+04) | (68%01) | eliptico
Salina do Meio
A”;Zﬁi?ﬁﬁs's 0,5-3,0 5-15 17-27 | 7,4-11,0 | 51-116 | 2,2-6,0 1,1-36 3463 [3454(42| 10-14 7,0-11,7 4,7-89 Esférico a
Salinn dn Reserva | 3£ 0.8) | (9%25) | (2224) | (86+1) | (72%13)|(4040,9)| (19205) | (4920,9) |  #07) (1,2+0,1) | (9,0+12) | (6,7 +08) eliptico
A”:‘Igﬁiri‘r?ﬁs's 0,5-3,0 3-15 1122 | 4682 | 51-102 | 2759 |12-28(17| 3,258 |3,043(3,7|10-15(1L1| 62-100 | 55466 Esférico a
Salinada Ponta | (W1%05) | (7%26) | (16%27) | (63£09) | (72£11) | (4340,7)| 04) | (40206) | *03) +0,1) (7,4£1,0) | (6,020,3) eliptico
Anabaenopsis
elenkinii 0,8-4,0 5-28 13-27 4,2-8,3 5,1-10,8 2859 |12-29(,7| 3258 |[3043(3,7|10-15(,1| 6,2-10,0 5,5-6,6 Esférico a
SalinaPedrado | (2,1+05) | (722,6) | (20427) | (7,1£0,8) | (6,9+12) | (4,420,7)| +0.4) | (38206)| +03) +0,1) (7,421,0) | (6,020,3) eliptico
Sol
Anabaenopsis
elenkinii Esférico ou
Material tipoda | 0,75-2,5 - - - - 4,6-5,7 1,25-2 - 4,6-6,7 - 9,3-12 8,3-10,7 P
P eliptico
Russia
(Miller 1923)
A. elenkinii a9
AB2006/20 ) <18 ) ) 3,2-9,6 3,2-4,8 ) 3,6-5,6 3,6-5,2 ) 5,6-12,0 5,6-10,0 Esférico a Pa. R
Texcoco — México (6,1) 4,1) (4,6) (4,3) (8,7) (6,5) eliptico A

(Ballot et al. 2008)
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Caracteristicas do tricoma Células vegetativas Heterocitos Acinetos
N° de N°de | \1iira do | DiSEANCIR llustragdo
espiras células | " Lo entre Comp. | Largura Razdo Comp. Largura Razdo Comp. Largura Forma tipica
por por (um) espiras (um) (um) comp./larg. (um) (um) comp./larg. (um) (um)
tricoma | tricoma H (um)
A. hungarica Amplamente
Material tipo da (2)4(6) . . +75 25 . 2530 | 2530 10 5595 | 2642 ovl,
Hungria (Halasz levemente
1939) assimétrico
Anabaenopsis
arnoldii Lago
CTSI’:;;’CZ‘; /2"27;‘(')0102 0520 | 10-23 26-46 ) 2988 | 5084 |0514(08| 6081 |6383(70]09-11(L0 ) ) )
(col. Eberto (1,510,5) | (18%4) | (36 6,9) (5,6 £1,4) | (6,7 £0,8) 10,2) (6,8 £0,5) +0,6) +0,1)
Novelo, medidas
A. Ballot)
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4.3. Caracterizacdo filogenética de Anabaenopsis elenkinii

Pela primeira vez linhagens de Anabaenopsis isoladas do territorio brasileiro foram
estudadas do ponto de vista filogenético. Na Tabela 14 sdo listadas as cepas de Anabaenopsis
elenkinii isoladas e os genes sequenciados no presente estudo. Na Tabela 15 sdo listadas as
cepas de Anabaenopsis utilizadas nas analises filogenéticas das arvores do RNAr 16S e
cpcBA-IGS obtidas do NCBI (GenBank), e algumas caracteristicas ambientais do local de
origem das cepas (quando disponivel em literatura) também sdo apresentadas. Foi incluido
nessas analises o sequenciamento da cepa Anabaenopsis arnoldii EN201201 coletada no Lago
Texcoco, México (Tabela 15) para comparacéo.

Tabela 14. Lista de cepas de Anabaenopsis e genes sequenciados no presente estudo.

Lagoa - Data da ID Herbario 16S cpcBA-IGS

Espécie ID Cepa coleta Origem RNAr (ficocianina)
A. Salina do Meio Pantanal, MS,
~_ CCIBt1059 SP400654 ) X X
elenkinii 19/08/2009 Brasil
A. Salina da Reserva Pantanal, MS,
~_ CCiIBt3461 SP401692 ) X X
elenkinii 19/08/2009 Brasil
A. Salina Pantanal Pantanal, MS,
. CCiIBt3462 SP427747 ) X X
elenkinii 16/08/2009 Brasil
A. Lago Texcoco .
EN201201 - México X X
arnoldii* 27/02/2012

*Sequenciamento cedido pelo Dr. Andreas Ballot (coletor Dr. Eberto Novelo)
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Tabela 15. Lista de cepas de Anabaenopsis incluidas nas analises filogenéticas: em negrito as
cepas sequenciadas no presente estudo; as demais sequéncias foram obtidas do NCBI
(GenBank). Os dados de condutividade em italico foram estimados a partir da salinidade, de
acordo com a equacdo da reta extraida da tabela de conversdo de Weyl (1964).

Identificacio Cond ID ID
da cepa na| Numeroda . Sal. . GenBank
x Origem pH elétrica | GenBank
colegdo de cepa (ups) (us/cm) | RNAr 16S cpcBA-IGS
cultura H (ficocianina)
A. elenkinii cciBtigsg | SalinadoMeio, | g 47 63 | 10600 X X
Pantanal, Brasil
Salina da
A. elenkinii CCIBt3461 Reserva, 9,68 6,6 11040 X X
Pantanal, Brasil
A. elenkinii cClBtaagy | SdlinaPantanal, ) i - X X
Pantanal, Brasil
A. arnoldii* EN201201 | @90 Texcoco, | g, 5.9 9840 X X
Meéxico
. ca.
- Lago Sonachi, 10-
A elenkinii AB2002/37 Quénia 10.4° ca. 10,0 16000 AM773306 | AM773291
. ca.
- Lago Sonachi, 10-
A. elenkinii AB2002/34 Quénia 10.4° ca. 10,0 16000 AM773303 | AM773288
. ca.
- Lago Sonachi, 10-
A. elenkinii AB2002/36 Quénia 10.4° ca. 10,0 16000 AM773305 | AM773290
. ca.
- Lago Sonachi, 10-
A. elenkinii AB2002/35 Quénia 10.4° ca. 10,0 16000 AM773304 | AM773289
ca.
- Lago Nakuru, 9,8-
A. elenkinii AB2002/17 Quénia 10.4” ca. 30,0 48000 AM773300 | AM773285
. ca.
L Lago Elmenteita, 9,8-
A. elenkinii AB2002/16 Quénia 10.5” ca. 30,0 48000 AM773299 | AM773284
Lago Texcoco
A. elenkinii AB2002/20 (Nabor Carillo), - - - AM773307 | AM773292
México
A. nadsonii oLT27511 | LAdo Trasimeno - - ; FM177481 -
(Umbria), Italia
A. nadsonii 2LT27506 | L300 Trasimeno i i - | FM177482 :
(Umbria), Italia
Anabaenoosis Lagoa costeira
. P PCC 9215 (Valéncia), - - - AY038033 -
P- Espanha
. . LMECYA Lagoa, Nafarros
A. circularis 205 (Sintra), Portugal - - - EU078528 -
. . LMECYA Lagoa, Nafarros
A. circularis 206 (Sintra), Portugal - - - EU078529 -
L NIVA Canal Kazinga,
A. elenkinii CYA494 Uganda - - - AM773293 | AM773293
L NIVA Canal Kazinga,
A. elenkinii CYA501 Uganda - - - AM773309 | AM773294
A. elenkinii AB2008/61 Lago Langer, - - - - FN552382
Alemanha
A (Cyanospira) | ppoggpi0g | 1290 Simbi, i : - | AM773205 | AM773280
abijatae Quénia
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Identificacao Cond ID ID
da cepa na| Numeroda . Sal. o GenBank
~ Origem pH elétrica | GenBank
colecéo de cepa (ups) (us/cm) | RNAr 165 cpcBA-IGS
cultura H (ficocianina)
thjgfgj‘”os'o"a) AB2002/15 Langu'gﬁ'i‘;r“’ - ; - | AM773208 | AM773283
o CC87E 0 e : : - | FRI747T5 :
Cyanolspira CCAX Lago Magadi, i i i FR774777 i
capsulate Quénia
Cyanospira Cregrs | 290 Magadi, : : - | FrR774773 :
rippkae Quénia
. Lago Chade

Eiyarllgzplra 5NR8 (margem leste), - - - FR774769 -

PP Chade

*coletor Dr. Eberto Novelo; *de acordo com Ballot et al. (2005); ”de acordo com Ballot et al. (2004).

As arvores filogenéticas geradas com as sequéncias dos genes RNAr 16S (Figura 6) e
cpcBA-IGS (Figura 7) apresentaram clados relacionados com a origem geografica das cepas
e tipo de ambiente, ambas as arvores indicam que as cepas de Anabaenopsis do Pantanal
representam uma mesma espécie, claramente relacionada com linhagens de A. elenkinii
provenientes de lagoas alcalinas e salobras do México (Lago Texcoco) e do continente
africano (Quénia).

Apesar da clara delimitacdo dos clados la e Ib, a similaridade entre as linhagens desses
clados foi >99,5% para o RNAr 16S e >97,2% para cpcBA-IGS (Tabelas 16 e 17,
respectivamente), o que mostra que as linhagens do Pantanal/México e da Africa sdo
filogeneticamente relacionadas. A formacdo desses clados indica que linhagens do grupo la e
Ib estdo em processo de diferenciacdo evolutiva recente, que pode vir a ser uma espécie
criptica, mas ainda representam uma mesma unidade taxondmica correspondente ao
morfotipo de A. elenkinii. Além disso, morfologicamente as cepas do Pantanal e do México
sdo muito semelhantes (Tabela 13), assim como as caracteristicas limnoldgicas destas lagoas
(Tabela 12), inclusive com as caracteristicas ambientais dos isolados de lagos africanos, o
que corrobora com os dados moleculares.

De acordo com Stackebrandt & Goebel (1994) valores de similaridade de RNAr 16S
maiores que 97,5% devem indicar que duas cepas de bactérias pertencem a uma mesma
especie. No entanto, Oren (2004) documentou a existéncia de diferentes espécies de bactéria
com idéntica similaridade do RNAr 16S. Do mesmo modo, Fox et al. (1992) demonstraram
gue a analise de sequéncias de RNAr 16S ndo € necessariamente um bom marcador molecular
para garantir a identidade em nivel de espécie e que, embora as sequéncias 16S rRNA possam
ser usadas rotineiramente para distinguir e estabelecer relacGes entre géneros e espécies bem-
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delimitadas, espécies que divergiram muito recentemente ndo podem ser reconheciveis
unicamente através deste marcador.

Conduto, o sequenciamento do 16S é fundamental para distinguir géneros e tendéncias
evolutivas em cianobactérias (Nubel et al. 2000, Fiore et al. 2007, Ballot et al. 2008), e
inclusive a ocorréncia de espécie criptica (Casamatta et al. 2003, Kastovsky & Johansen
2008, Komarek & Marés 2012).

Considerando que o outro gene utilizado nessa pesquisa, cpcBA-IGS, é reconhecido pelo
seu potencial em apresentar maior variabilidade, e ser Gtil na diferenciacdo de linhagens de
cianobactérias em nivel de espécie (Neilan et al. 1995, Bolch et al. 1996), nossos resultados
mostraram que a topologia da arvore filogenética deste gene (Figura 7) foi praticamente
idéntica a observada para o 16S (Figura 6) e ambas indicam que as linhagens do
Pantanal/México estdo em processo de diferenciacao recente.

Caso semelhante de formacdo de clados por origem geogréafica foi documentado para
Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju no qual linhagens de
diferentes regides do mundo foram agrupadas em trés grandes grupos, 0 primeiro das
Américas, o segundo da Europa e o terceiro com cepas da Australia, e ainda assim representa
um caso tipico de dispersdo de uma mesma espécie e ndo necessariamente indica a formacéo
de espécies cripticas (Neilan et al. 2003).

Vale destacar que nas arvores filogenéticas, as cepas de A. elenkinii do Quénia foram
isoladas do Lago Sonachi - AB2002/34, AB2002/35, AB2002/36, AB2002/37 - (pH 10-10,4;
condutividade elétrica ca. 16.000 puS.cm™), do Lago Elmenteita — AB2002/16 - (pH 9,8-10,5;
cond. ca. 30.000 uS.cm™) e do Lago Nakuru - AB2002/17 - (pH 10,24; cond. 37.500 pS.cm™)
(Ballot et al. 2004, 2005, 2008), lagos que apresentam caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes as encontradas nas salinas do Pantanal, com exce¢do dos valores de
condutividade dos Lagos Nakuru e Elmenteita, que sdo de 2 a 3 vezes maiores que 0
encontrado nas salinas do Pantanal (Tabela 12, Tabela 15). Tais semelhancas das condic¢des
ambientais evidenciam a tolerancia de A. elenkinii as condicdes extremas de pH alcalino (9-
10,4) e alta condutividade elétrica nesses lagos tropicais.

A hipétese dos clados la ou Ib (Figuras 6 e 7) representarem espécies cripticas
relacionadas ao morfotipo A. elenkinii ainda ndo pode ser respondida, considerando as
elevadas similaridades filogenéticas e a sobreposicdo de caracteristicas ecoldgicas dos
isolados, tanto do Pantanal/México, quanto da Africa. Assim, consideramos que apesar de

haver variabilidade genética entre diferentes populacdes, esta variabilidade é pequena, e A.
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elenkinii parece ser uma espécic “jovem”, nos primeiros estagios de evolugdo, onde a
existéncia de espécies cripticas ainda € uma incégnita.

Consideracdes semelhantes foram levantadas recentemente por Dvorék et al. (2012), ao
observarem sobreposicdo de caracteres morfoldgicos, origem geogréfica e tipo de habitat de
diferentes linhagens de Microcoleus vaginatus provenientes de trés continentes.

Kastovsky & Johansen (2008), ao estudarem as relacBes filogenéticas entre cepas de
Mastigocladus laminosus, demonstraram a dificuldade em caracterizar uma espécie criptica.
De acordo com esses autores, a baixa similaridade (97%) observada entre duas cepas
morfologicamente indistinguiveis, indica que sdo duas espécies cripticas distintas, apesar dos
autores ainda ndo possuirem dados suficientes para propor estes td&xons como espécies
distintas.

No presente estudo as seguintes hipoteses filogenéticas foram confirmadas: 1) A
variabilidade filogenética dos genes RNAr 16S e cpcBA-IGS (ficocianina) corrobora com a
variabilidade fenotipica das espécies de Anabaenopsis; e, 2) As populacdes de Anabaenopsis
elenkinii de uma mesma regido geografica compartilham o mesmo clado filogenético na
arvore do RNAr 16S. No entanto, a hipdtese de haver espécies cripticas no género
Anabaenopsis relacionadas ao morfotipo de A. elenkinii e diferenciadas quanto ao habitat e
origem geogréafica, ndo pode ser confirmada conforme os argumentos apresentados acima.
Portanto, estudos devem ser realizados para compreender a diversidade intraespecifica e o
significado evolutivo deste importante género de cianobactéria de lagoas alcalinas tropicais.
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Figura 6. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca do gene do gene RNAr 16S (1200
pb). Em vermelho as cepas de Anabaenopsis estudadas. Valores de porcentagem de
reamostragem (1000x) sdo apresentados na base dos clados.

141



CAPITULO 3 - Anabaenopsis

/ s Anabaenopsis elenkinii AB2002 17 AM??SZBS\

65| Anabaenopsis elenkinii AB2002 34 AM773288
Anabaenopsis elenkinii AB2002 36 AM773290
Quénia 100 | Anabaenopsis elenkinii AB2002 37 AM773291 a

Pantanal Anabaenopsis elenkinii AB2002 35 AM773289 |
100 o Anabaenopsis elenkinii CCIBt3461
I\ Anabaenopsis elenkinii AB2002 16 AM773284
( Anabaenopsis elenkinii AB2006 20 AM773292
Pantanal

México 86 I:Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 b
k 98 Anabaenopsis elenkinii CCIBt3462 /

. ( |— Anabaenopsis arnoldii EN201201 Texcoco
Itallfl,. Anabaenopsis elenkinii AB2008 69 FN552383
Australia, )00 _ o
Uganda, o Anabaenopsis elenkinii NIVA CYA501 AM773294 | |
México - Anabaenopsis elenkinii AB2008 61 FN552382

Anabaenopsis elenkinii NIVA CYA494 AM773293

Anab. is abijatae AB2002 15 AM773283
| ANADaCNOpsIS abljatae }Cyanospira rippkae (Conforme Sili et al. 2011)

100! Anabaenopsis abijatae AB2002 08 AM773280

Nodularia harveyana CCAP1452 1 AY768467

e |
0.01

Figura 7. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca do operon da ficocianina —
CpcBA-IGS (473 pb). Em vermelho as cepas de Anabaenopsis estudadas. Valores de
porcentagem de reamostragem (1000x) sdo apresentados na base dos clados.

Tabela 16. Similaridade (%) p-distans entre o clado | a,b e o clado Il do gene RNAr 16S (ver

Figura 6).

Clados Clado | a Clado I b Clado Il
Clado | a 99,9-100,0

Clado I b 99,5-99,7 99,6-99,8

Clado Il 92,2-92,7 97,8-98,9 99,4-100,0

Tabela 17. Similaridade (%) p-distans entre o clado | a,b e o clado Il do operon da ficocianina
- cpcBA-IGS (ver Figura 7).

Clados Clado 1 a Clado I b Clado Il
Clado | a 99,9-100,0

Clado I b 97,2-97,6 98,7-99,6

Clado Il 91,7-92,4 92,2-92.7 99,2-100,0
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4.4. Estudos ecofisioldégicos com Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059

Na Figura 8 sdo apresentadas as curvas de crescimentos de todos os tratamentos para
A. elenkinii e na figura 9 sdo apresentadas as curvas de crescimento e a razdo densidade de
heterocito/célula vegetativa (= frequéncia de heterocitos) para cada tratamento: concentracdo
de nitrato (T.1 e T.2), temperatura (T.3 e T.4) e pH (T.5 e T.6) comparados a condicao
controle. As curvas de crescimento em biovolume apresentaram 0 mesmo comportamento que
a de densidade de células, portanto, optamos em apresentar as curvas em densidade de
células.mL™ para permitir comparacao com os dados de frequéncia de heterocitos (Figura 9).

—— Controle 3% NaNOj 25°C, pH 9,5
7
1.0x10" 41— 1.1 50%NaNO,
——  T.2 0% NaNO3
8.0x10% 4 —— T.330°C
“ —— T.435°C
E 6.0x106 — T.5 pH 10,5
‘_35 T.6 pH 7,0
(5 4.0x106
2.0x10°6 —
0

Figura 8. Curvas de crescimento de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 nos diferentes
tratamentos testados. Meio BG11 modificado, fotoperiodo 12-12h luz-escuro, irradiancia 80-

100 pmol.fotons.m”s”. Barras indicam desvio padréo (n = 3).
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Figura 9. Curvas de crescimento (graficos da esquerda) e razdo densidade de heterocito/célula
vegetativa (graficos da direita) de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 nos diferentes tratamentos
comparados a condigdo controle (BG-11 3% NaNOs;, pH 9,5, temperatura 25°C). A-B. Efeito da
concentragdo de nitrato; C-D. Efeito da temperatura; E-F. Efeito do pH.
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4.5. Efeitos da disponibilidade de nitrogénio (Nitrato de Sédio-NaNO3) sobre o
desenvolvimento de A. elenkinii

Na Tabela 18 e Figura 10 estdo apresentadas as taxas de crescimento calculadas para a

fase exponencial de cada tratamento e também o rendimento celular obtido ao final do

experimento (30 dias).

Tabela 18. Fase de crescimento exponencial, taxa maxima de crescimento, tempo de
duplicacdo e rendimento celular de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 nos diferentes
tratamentos. Meio BG-11 modificado, fotoperiodo 12-12h luz-escuro, irradiancia 80-100
umol féton.m2.s™. Médias (n =3) seguidas por letras distintas diferem entre si (P< 0,05).

Taxa Tempo de Rendimento
Fase exponencial méaxima de po d :
Tratamentos . . duplicacao celular 30 dias
(dias) cresmmelnto (dias) (cells.ml™)
(u; dia™) '
Controle*
(3%NaNO3, pH 3-10 0,118 6,262 800.833¢
9,5,25°C)
LllNo (50% 3_14 0,19" 3,67™ 9.265000”
a 3)
L-ZNO (0% 7_10 0,31° 2,01° 4.549166°
a 3)
T.3(30°C) 3-10 0,15 4,61% 431.250°
T.4 (35°C) 810 0,13% 5,28% 46.666°
T.5 (pH 10,5)* 4-12 0,21° 4,56° 6.210833'
T.6 (pH 7,0)* 6_10 0,17% 2,67 839.166°

*Dados recalculados de Santos et al. (2011)

A maior taxa maxima de crescimento ocorreu no tratamento com auséncia da fonte de
nitrogénio (T.2), que diferiu estatisticamente (P<0,05) em relacdo ao controle (3% de NaNOs3)
e ao tratamento com maior disponibilidade de nitrogénio no meio (T.1). A elevada taxa de
crescimento de A. elenkinii CCIBt1059 na auséncia de nitrogénio (T.2), pode ser explicada
pelo aumento na frequéncia de heterocitos (Figura 9, A-B). A frequéncia dessas células
especializadas na fixagdo de nitrogénio atmosférico passou de 15% no inicio do experimento
para 33% no sétimo dia de cultivo no T.2 (Figura 9, B), o que deve ter contribuido com a
disponibilidade de nitrogénio para as células vegetativas, favorecendo o crescimento
exponencial do sétimo ao décimo dia (Tabela 18, Figura 9, A). Por outro lado, durante o
crescimento exponencial a frequéncia de heterocitos diminuiu de 33% (7°dia) para 27% (10°

dia), o que deve ter provocado déficit de nitrogénio e reducdo na multiplicacdo celular,
145



CAPITULO 3 - Anabaenopsis

culminando com o fim do crescimento exponencial. Coincidentemente com a reducdo na
multiplicacdo celular (10° para 11° dia — Figura 9, A) houve aumento significativo na
frequéncia de heterocitos, 27% (10° dia) para 34% (11° dia — Figura 9, B) neste tratamento
(T.2). Esta relacdo inversamente proporcional entre frequéncia de heterocito e multiplicacdo
celular, indica que ha um balanco entre a demanda por nitrogénio para permitir aumento da
multiplicacdo celular e a capacidade de diferenciacdo de heterocitos para suprir esta demanda
em meio limitado por nitrogénio. A mesma tendéncia de reducdo na frequéncia de heterocito

durante o crescimento exponencial foi observada para condi¢do controle (Figura 9, A-B).
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Figura 10. Taxa maxima de crescimento e rendimento celular (30° dia) de Anabaenopsis
elenkinii CCIBt1059 nos diferentes tratamentos (meio BG-11 modificado, fotoperiodo 12-
12h luz-escuro, irradiancia 80-100 umol fétons.m™?.s™ ). Letras distintas indicam diferencas
significativas (P < 0,05).

No tratamento com maior disponibilidade de nitrogénio (T.1), a frequéncia de
heterocitos durante a fase exponencial de crescimento foi semelhante ao observado para o
tratamento com auséncia de nitrogénio e, portanto, maior que o observado para a condigéo
controle (Figura 9, A-B). No entanto, a partir do 15° dia a frequéncia de heterocito no T.1 foi
significativamente menor que no T.2, e a partir do 19° dia menor que na condic¢do controle,
evidenciando que a disponibilidade de nitrogénio no meio e as fases de crescimento
influenciaram a frequéncia de heterocitos em A. elenkinii. Assim, a seguinte relacdo pode ser
estabelecida: quanto maior a disponibilidade de nitrogénio, menor a frequéncia de heterocitos

(evidenciada de forma mais clara a partir do 15° dia de cultivo) e, quanto menor a
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disponibilidade de nitrogénio, maior a frequéncia de heterocitos desde os primeiros dias de
cultivo (Figura 9, A-B).

Aumento na frequéncia de heterocitos em resposta a redugdo na concentracdo de
nitrogénio foi documentada, por exemplo, para oito cianobactérias estudadas por Zapomelova
et al. (2008): Anabaena planctonica Brunnthaler, Anabaena sphaerica f. conoidea Elenkin,
Anabaena spiroides Klebahn, Aphanizomenon gracile (Lemmermann) Lemmermann, Nostoc
sp., Scytonema sp. e Tolypothrix sp; para Anabaena planctonica Brunnthaler por Wood et al.
(2010); para Anabaena cylindrica Lemmermann por Adams & Carr (1981, 1989), para
Cylindrospermopsis raciborskii por (Padisak 1997) entre outros. Devido a importancia da
fixacdo bioldgica de nitrogénio e a eficiente capacidade dos heterocitos fixarem nitrogénio
atmosférico, diversos autores realizaram estudos de revisdo sobre a formacdo de heterocitos
em cianobactérias (Wolk 1996, Adams & Duggan 1999, Adams 2000). Contudo, para A.
elenkinii os dados do presente estudo sdo inéditos.

Fazendo um paralelo com o ambiente marinho, onde a produtividade priméria do
fitoplancton é predominantemente controlada pela disponibilidade de nitrogénio (limitado por
nitrogénio), a fixacdo bioldgica de nitrogénio atmosférico poderia suprir esse déficit (Karl et
al. 2002) e, portanto, poderiamos esperar que cianobactérias heterocitadas dominassem neste
ambiente. No entanto, sabe-se que na regido pelagica dos oceanos tropicais as cianobactérias
heterocitadas sdo muito raras e dominam espécies do género nao heterocitado Trichodesmium,
que é capaz de fixar nitrogénio atmosférico através de mecanismos fisioldgicos que nédo os
heterocitos e podem ainda formar floracbes (Staal et al. 2003). De acordo com Staal et al.
(2003) e Stal (2009), as cianobactérias heterocitadas sdo as formas dominantes em lagoas de
agua doce e salobra com déficit de nitrogénio em todas as regides climaticas do mundo.

Como nas lagoas salinas do Pantanal o déficit de nitrogénio é considerado o fator
limitante para o fitoplancton (Mourdo 1989, Medina-Junior & Rietzler 2005), espera-se que
cianobactérias heterocitadas sejam dominantes nestes sistemas, como de fato ocorre com a
dominancia de A. elenkinii nessas lagoas alcalinas (Santos & Sant’Anna 2010). No entanto,
nossos resultados mostram que com abundancia de nitrogénio no meio (T.1) esta espécie pode
se multiplicar em maior profusao que na condicdo de déficit de nitrogénio (Tabela 18, Figura
9, A). Do ponto de vista ecofisioldgico, é provavel que esta resposta do crescimento de A.
elenkinii as condicbes extremas de presencga elevada (T.1) ou total auséncia de nitrogénio
(T.2) também ocorra nas condi¢fes da natureza. De acordo com Mourdo (1989) e Medina-

Junior & Rietzler (2005), a concentracdo de nitrogénio total na lagoa Salina do Meio durante
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0 periodo de seca é de 2 a 3 vezes maior que no periodo de cheia e, conforme relatado por
Santos & Sant’Anna (2010) e no presente estudo, floracBes de A. elenkinii foram observadas
nesta mesma lagoa principalmente nos periodos de seca, 0 que evidencia a capacidade de
aclimatacdo desta espécie as variagdes sazonais que ocorrem nas lagoas salinas do Pantanal,
justificando sua dominéncia tanto no periodo de seca como de cheia.

Recentemente, Dolman et al. (2012), ao realizarem um estudo em 102 lagos do norte
da Alemanha, encontraram A. elenkinii em apenas 33 lagos que apresentavam maior
enriquecimento de nutrientes, e demonstraram ainda que a maior dominancia da espécie
ocorreu nos lagos com baixa concentracdo de nitrogénio e elevada concentracao de fésforo.
Estas condicdes limnologicas sdo semelhantes as que ocorrem nas lagoas salinas do Pantanal
(Mourdo 1989, Medina-Junior & Rietzler 2005) e corroboram com a especificidade ecoldgica
que A. elenkinii apresenta.

Em relacdo aos pardmetros morfométricos, selecionamos a largura das células
vegetativas e heterocitos (caracteres taxonémicos mais utilizados para diferenciar as espécies
de Anabaenopsis) para ilustrar o efeito dos tratamentos sobre estas caracteristicas. Conforme
observado na Figura 11, existe clara tendéncia de aumento da largura celular durante a fase
exponencial de crescimento e reducdo significativa durante a fase estacionaria. Comparado ao
material da natureza (Salina do Meio, coleta 19/08/2009), a largura das células vegetativas foi
significativamente maior durante a fase de crescimento exponencial no controle, T.1 e T.2
(Figura 11, A-B), e durante a fase estacionaria houve reducéo na largura celular em todos os
tratamentos, aproximando-se dos valores observados na amostra da natureza. Esta observacéo
parece indicar que a populacdo de A. elenkinii encontrava-se na fase estacionaria de
crescimento na ocasido da coleta na lagoa Salina do Meio. No entanto, Santos et al. (2011) ao
estudarem o efeito do pH nesta mesma espécie, encontraram diferencas significativas na
largura celular tanto na fase exponencial quanto estacionaria ao comparar com o material da
natureza, e os maiores valores de largura celular também foram observados na fase
exponencial de crescimento. Apesar da ampla variagdo na largura das células e heterocitos na
condicéo de cultura, esta variabilidade permanece dentro do documentado para a espécie (ca.
4-6 um larg. células e ca. 3-5 um larg. heterocitos), portanto considerada como parte da

variabilidade morfoldgica de A. elenkinii (Figuras 11 e 12).
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Figura 11. Variabilidade da largura das células vegetativas (A) e heterocitos (B) de
Anabaenopsis elenkinii em amostra da natureza (Salina do Meio) e em diferentes
tratamentos nas fases de crescimento exponencial e estacionaria. Caixas simbolizam médias
e desvio padrdo (95% de ocorréncia), linha no interior das caixas representa a média dos
valores, e as barras verticais indicam valores minimo e maximo observados. Letras distintas
indicam diferencas significativas (P<0,05).
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Figura 12. Aspecto geral dos tricomas de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 em
diferentes condicOes de cultura e dias de crescimento. A-D. Condicdo controle, meio BG-
11 3% NaNOs, pH 9,5, temperatura 25°C; E-H. Tratamento 1, BG-11 50% NaNOg; I-L.
Tratamento 2, BG-11 0% NaNOsz; M-P. Tratamento 3, temperatura 30°C; Q-T.
Tratamento 4, temperatura 35°C. Escalas = 10um.
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4.6. Efeitos da temperatura sobre o desenvolvimento de A. elenkinii

Em relacdo a temperatura, apesar das taxas de crescimento ndo apresentarem
diferengas estatisticas entre os tratamentos controle (25°C), T.1 (30°C) e T.4 (35°C), o
rendimento celular foi claramente distinto entre as diferentes temperaturas testadas (Tabela
18, Figura 9). O maior rendimento celular foi observado na temperatura de 25°C, que foi
cerca de 2 vezes superior ao observado a 30°C e cerca de 17 vezes maior que o observado a
35°C (Tabela 18, Figura 9). Esses resultados mostram que a temperatura 6tima para o
crescimento de A. elenkinii € de 25°C e as temperaturas de 30 e 35°C limitam o seu
crescimento.

Considerando que nossos resultados mostram efeito negativo do aumento da
temperatura sobre o crescimento de A. elenkinii, um provavel aquecimento global da ordem
de 1,4 a 5,8°C nos préximos 100 anos (IPCC 2007) poderia ocasionar reducdo do crescimento
de A. elenkinii nas lagoas salinas do Pantanal e até mesmo permitir a substituicao de especies.
Este fato podera trazer importantes modificacbes para 0s processos bioldgicos e
biogeoquimicos destas lagoas alcalinas tropicais e, ainda, podera favorecer a dispersdo de A.
elenkinii para regiGes com temperaturas mais amenas, como os paises de regides temperadas
(Wiedner et al. 2007).

Apesar do consenso cientifico de que o aumento da ocorréncia de floragdes de
cianobactérias pode estar relacionado com as mudancas climéticas globais (Paer & Huisman
2008), temperaturas elevadas também podem impedir a formacdo de floragdes. Contudo,
devemos ser cautelosos nessas consideracfes, visto que em condi¢fes naturais, além da
temperatura, diversos outros fatores podem interferir no crescimento das espécies, como luz,
nutrientes, pH, entre outros.

A frequéncia de heterocitos durante a fase de crescimento exponencial (até 10° dia)
nas temperaturas 30°C e 35°C foi estatisticamente semelhante. Em ambas as temperaturas
ocorreram maior proporc¢ao de heterocitos que na condigéo controle (25°C) (Figura 9, C-D).
Estes resultados mostram que o aumento da temperatura influenciou a diferenciacdo de
heterocitos e a formacdo dessas células especializadas na fixacdo de nitrogénio deve
contribuir com algum mecanismo fisiologico que sinaliza aumento na demanda de nitrogénio
para reduzir o estresse de temperatura (considerando que essas temperaturas elevadas
reduziram o crescimento da espécie — Figura 9, C).

O efeito da temperatura sobre a diferenciacdo de heterocito € algo mencionado na

literatura apenas recentemente. De acordo com Zapomelova et al. (2008), a correlacdo entre a
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frequéncia de heterocito e temperatura parece ter sido relatada pela primeira vez por estes
autores. Tradicionalmente é sabido que a disponibilidade de nitrogénio influencia na
formacgéo de heterocitos (conforme discutido acima), mas o efeito da temperatura sobre a
frequéncia de heterocitos ainda é uma novidade que precisa ser mais bem estudada.

O efeito da temperatura ainda nédo foi estudado para outros isolados de Anabaenopsis
elenkinii, o que impossibilita comparacdo com nossos resultados. No entanto, diversos
estudos foram realizados com outras espécies de cianobactérias, por exemplo, Saker &
Griffiths (2000) estudaram o efeito da temperatura (de 20 a 35°C) sobre o crescimento de sete
cepas de Cylindrospermopsis raciborskii isoladas do norte da Australia e as maiores taxas de
crescimento, para todas as cepas, foram observadas entre 25 e 30°C. O estudo realizado por
Castro et al. (2004) nas temperaturas de 19 e 25°C sobre o crescimento de uma cepa de
Cylindrospermopsis raciborskii isolada da Represa Billings (S&o Paulo, Brasil) documentou
crescimento trés vezes maior na temperatura de 25°C comparada ao cultivo em 19°C. Ainda
em relacdo a C. raciborskii, o estudo recente de Bittencourt-Oliveira et al. (2012) com cepas
espiraladas e retas isoladas do Brasil nas temperaturas de 21 e 31°C, mostrou que ambos 0S

morfotipos apresentaram maiores taxas de crescimento na temperatura 31°C.

Efeitos do pH sobre o desenvolvimento de A. elenkinii

Os efeitos de diferentes valores de pH - 7, 9,5 e 10,5 - correspondentes aos tratamentos
T.6, controle e T.5 respectivamente, sobre o desenvolvimento de A. elenkinii CCIBt1059 foi
recentemente publicado por Santos et al. (2011) e fazem parte dos resultados obtidos no
presente estudo (Anexo 1).

Neste trabalho, os autores apresentaram a primeira evidéncia experimental do efeito do
pH no desenvolvimento e na morfologia de A. elenkinii, e comprovaram a dependéncia de pH
altamente alcalino (10,5) para o desenvolvimento 6timo da espécie, mostrando que em valores
de pH mais baixos (7 e 9,5), a limitag&o do crescimento pode ocorrer em termos de densidade
celular e biomassa (Tabela 18). Quanto aos aspectos morfoldgicos, Santos et al. (2011)
mostraram que ocorre ampla variacdo no comprimento e largura das células vegetativas e
heterocitos, mas esta variagdo ainda encontra-se dentro da amplitude aceitavel para A.
elenkinii.

Santos et al. (2011) ndo encontraram acinetos em nenhum tratamento de pH estudado,
e argumentaram que o pH néo deve influenciar a diferenciagéo desta célula de resisténcia em

A. elenkinii. No entanto, o efeito do pH influenciou na germinacdo de acinetos na especie
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Anabaenopsis arnoldii (Reddy 1984), o que indica que a resposta a este parametro varia
dependendo da espécie.

Semelhante ao observado nos tratamentos de pH (Santos et al. 2011), em nenhum dos
demais tratamentos testados ocorreram acinetos. Estes resultados indicam que a formagéo de
acinetos em A. elenkinii parece ndo estar ligada a mudancas no pH, disponibilidade de
nitrogénio e temperatura, pelo menos nas amplitudes de variacdo testadas.

Considerando que os acinetos sdo formados sob condigdes de estresse ou quando as
culturas se aproximam da fase estacionaria (Moore et al. 2005, Everson et al. 2011),
realizamos dois experimentos pilotos na tentativa de forcar condicbes de estresse em A.
elenkinii CCIBt1059. No primeiro experimento, mantivemos a cepa sob luz continua (80-100
pmol.fotons.m2.s-1) durante 60 dias, e no segundo, a cepa foi mantida no escuro durante 40
dias. Para ambas as condic¢des (luz continua e escuro) a cepa foi mantida em meio BG-11 3%
nitrogénio, temperatura 25°C, pH 10,5 (conforme T5) e observada a cada trés dias. Para nossa
surpresa, em nenhuma dessas condi¢des testadas a cepa apresentou acinetos. Desta forma, a
pergunta “quais fatores influenciam a formagao de acinetos em A. elenkinii?”, permanece em
aberto.

Vale destacar que nas amostras das lagoas salinas do Pantanal, tricomas com acinetos
sdo comuns e ocorrem tanto em amostras em floracdo (principalmente nos periodos de seca)
guanto em amostras com menor dominancia desta espécie (periodos de cheia). Nas condictes
da natureza, deve haver algum fator sinalizador para a formacdo de acinetos e este fator
parece estar relacionado com a competicdo entre outras espécies do fitoplancton,
principalmente a diatomacea dominante, Craticula cf. buderi (Hustedt) Lange-Bertalot e a
cianobactéria ndo heterocitada Arthrospira platensis. Conduto, outros estudos precisam ser
realizados para responder estas possibilidades.

4.7. Prospeccao de substancias bioativas
4.7.1. Estudos bioldgicos
a) Ensaios toxicologicos — Bioensaios em camundongos
1) Floragéo da lagoa Salina do Meio
As respostas fisioldgicas aos extratos em &cido acético e metandlico da floragdo da

lagoa Salina do Meio, observadas nos animais-teste, estdo discriminadas na Tabela 19.
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Tabela 19. Sinais de intoxicacao e alteracdes macroscopicas apresentadas pelos camundongos
apos administracdo por via intraperitoneal de extratos em acido acético e metandlico da
floracdo da lagoa Salina do Meio (19/08/2009) formada pelas cianobactérias Anabaenopsis
elenkinii (49% da densidade celular total) e Arthrospira platensis (17%), e pela diatoméacea
Craticula cf. buderi (34%).

o ) L Tempo de Principais achados post-
Extrato Sinais de intoxica¢éo™ .

observagao mortem

Contracéo abdominal, dificuldade . i

y Eutanasia apos .
. de locomocdo (arrastar de patas ) Nenhuma anormalidade aparente
Metanolico . . y 7 dias de o

traseiras) e piloerecdo (n=3), e, B nos 6rgdos

observagao

dispneia (n=2)

Acido acético

Agitacdo, coceira, piloerecdo,
contracdo abdominal e dispineia
(n=3), diarreia  (n=2), e,
dificuldade de locomogéo

(arrastar de patas traseiras) (n=1)

Eutanésia apos
7 dias de

observacéo

Hemorragia leve no figado (n=1) do
animal que apresentou arrastar de
patas traseiras, 0s demais nao
apresentaram nenhuma

anormalidade aparente nos érgaos

* Os sinais de intoxicagdo cessaram apds 2 horas da administracao.

2) Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059

As respostas fisiologicas ao extrato em 4&cido acético de Anabaenopsis elenkinii

CCIBt1059 observadas nos animais-teste, estdo discriminadas na Tabela 20.

Tabela 20. Sinais de intoxicacao e alteragdes macroscépicas apresentadas pelos camundongos
ap6s administracdo por via intraperitoneal do extrato em &cido acético de Anabaenopsis
elenkinii CCIBt1059, no final do crescimento exponencial (12 dias) cultivado nas condicOes

do T.5.

Extrato

Sinais de

intoxicacao*

Tempo decorrido Principais achados

até a morte post-mortem

Dispneia, piloerecdo,

contragfes  abdominais,

A. elenkinii CCIBt1059 diarreia, dificuldade de

em 4cido acético

locomogdo (arrastar de
patas traseiras), perda de

reflexos

Eutanasia ap0s 7 dias de Pulmfes hemorragicos,

observacdo

figado com bolhas

* Os sinais de intoxicagdo cessaram ap0s 2 horas da administracéo.

Estes resultados mostraram que o extrato bruto da lagoa Salina do Meio ndo apresenta

toxicidade letal para camundongos. No entanto, o arrastar de patas traseiras, observada no
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extrato metanolico e a diarreia observada no extrato acido acético, indicam que substancias
com diferentes atividades estdo presentes na lagoa e podem ser provenientes da cianobactéria
dominante Anabaenopsis elenkinii ou ainda do sinergismo desta espécie com a diatoméacea
Craticula cf. buderi, também abundante na amostra da lagoa Salina do Meio.

Conforme observado no bioensaio (Tabela 20), o extrato em &cido acético da cepa A.
elenkinii CCIBt1059 também néo foi toxico (letal) para camundongos, considerando que nao
houve morte dos animas durante o periodo de observacdo padrdo de sete dias (Harada et al.
1999). Apesar de ndo ocorrer morte dos animais-teste, a ocorréncia de pulmdes hemorragicos
e figado com bolhas, indicam que o extrato em &cido acético de A. elenkinii CCIBt1059
apresenta algum metabdlito que merece ser mais bem investigado.

Respostas semelhantes as observadas nos animais tratados com os extratos da floragdo
da lagoa Salina do Meio e da cepa A. elenkinii CCIBt1059, foram também observadas nos
estudos sobre drogas anticolinesterasicas com camundongos (McGleenon et al. 1999, Xavier
2008), e de acordo com esses autores, tais respostas estdo relacionadas com acoes
muscarinicas e nicotinicas, bem como sobre o sistema nervoso central.

Entre as manifestacfes muscarinicas ocorrem dispnéia, colicas abdominais e diarreia,
entre as resultantes da hiperestimulacdo dos receptores nicotinicos destacam-se cdibras
musculares, fraqueza motora, taquicardia, paralisia e piloerecdo, e, entre aquelas devido ao
sistema nervoso central, sdo tremores, ataxia e dificuldade em andar. O grau, a progresséo e a
persisténcia de observagfes clinicas dependem da via de administracdo, da estrutura do
composto bioativo e da magnitude da exposic¢do (Andrade Filho & Romano 2001).

A estrutura do composto define a natureza da ligacdo para a enzima
acetilcolinesterase, que pode ser reversivel ou irreversivel, sendo que o composto
intermediario de acdo curta ou média apresenta efeito reversivel, enquanto o de acdo
prolongada é irreversivel. Esses compostos de acdo prolongada sdo considerados toxicos
(Nair et al. 2004).

Os sinais clinicos de regressdo completa ocorreram ap6s duas horas nos trés grupos de
camundongos testados (Tabela 19 e 20). Os resultados do ensaio de atividade
anticolinesterasica para a cepa A. elenkinii CCIBt1059 (que serdo apresentados abaixo) e
observagdes clinicas do bioensaio com esta mesma cepa, indicam que o extrato em &cido
acético contém os compostos que inibem a enzima acetilcolinesterase, de forma temporaria ou

reversivel.
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Além de permitir uma observacdo detalhada das respostas bioldgicas aos compostos
ativos, uma consequéncia importante do bioensaio em camundongos € a possibilidade de
determinar a natureza e extensdo dos efeitos adversos de uma dose Unica ou uma dose
excessiva de um toxico ou um composto terapéutico (Xavier 2008). Portanto, nossos
resultados indicam que os extratos tanto da floracdo quanto da cepa isolada ndo sdo letais e
causaram respostas fisioldgicas associadas com as agbes farmacologicas de compostos
anticolinesterasicos, o que abre caminho para uma interessante linha de pesquisa a ser

desenvolvida com esta espécie.

b) Ensaios bioautograficos para atividade inibidora da acetilcolinesterase
O resultado para o teste realizado com material reunido dos sete tratamentos extraido
em &cido acético foi fortemente positivo (Figura 13, B) e as em metanol (Figura 13, A), ndo

continham substancias ativas.

Figura 13. Cromatograma do extrato de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 revelado para
deteccdo de atividade anticolinesterasica. O aparecimento de mancha branca sobre o fundo de
coloragdo roxa indica inibicdo da atividade da enzima acetilcolinesterase. Assinalado em
vermelho destacam-se as regifes onde ocorreu inibicdo. A. Extrato metandlico e, B. Extrato
acido acético dos sete tratamentos integrados na fase estacionaria; C. Extrato acido acético no
tratamento 5 (pH 10,5) na fase estacionéria; D. Extrato em &cido acético no tratamento 1 nas
fases exponencial (T1 14d) e estacionaria (T1 30d), e, do tratamento 5 na fase exponencial
(T5 12d).

As amostras em acido acético dos tratamentos 1 e 5, analisadas separadamente,
apresentaram atividade positiva fraca (Figura 13, C e D). Em ambos os tratamentos a
atividade anticolinesterasica foi levemente mais pronunciada no extrato da fase exponencial

de crescimento (comparar Figura 13, C e D-T5). Apesar da atividade nos extratos analisados
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em separado ser mais fraca que o observado no extrato integrado, os halos de inibicédo
préximos ao ponto de partida da amostra foram correspondentes em todas as condi¢oes.
Conforme demonstrado para os bioensaios em camundongo com extrato em acido
acético da cepa na condicdo do tratamento 5, hd uma relacdo entre os sintomas apresentados
pelos animais-teste e a presenca de substancia com atividade anticolinesterasica de carater

reversivel.

c) Ensaios bioautograficos para atividade antifungica (frente ao fungo

Cladosporium sphaerospermum Penz. SPC 491)
Os ensaios antifungicos realizados com amostras dos tratamentos a que foi submetida

a cepa Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 apresentaram resultados positivos apenas na

condicdo controle, tratamento 4 (temp. 35°C) e tratamento 5 (pH 10,5) (Figura 14).

157



CAPITULO 3 - Anabaenopsis

I I IO I I III
Exponencial Estacionaria

I I IO I I I I I m I @I III
Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria

I I I | I I I I I I I I
Exponencial Estacionaria Exponencial Estacionaria

I II I I I I I I I I I I

Exponencial Estacionaria Exponencial Estaciondria
Figura 14. Atividade antifingica (contra o fungo Cladosporium sphaerospermum) de
extratos em acido acético de diferentes tratamentos nas fases exponencial e estacionaria de
Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059. A. Controle (BG-11 3% NaNOg, temperatura 25°C, pH
9,5); B. Tratamento 1 (BG-1 50% NaNOg3); C. Tratamento 2 (BG-11 0% NaNO3); D.
Tratamento 3 (temperatura 30°C); E. Tratamento 4 (temperatura 35°C); F. Tratamento 5 (pH
10,5); G. Tratamento 6 (pH 7,0). Setas indicam regido de ocorréncia da atividade antifungica
(halos de inibicao).

Na condicao controle e no tratamento 5, a atividade antifungica ocorreu somente com
0s extratos da fase exponencial de crescimento (Figura 14, A, F). No tratamento 4, a
atividade antifingica foi observada para os extratos tanto da fase exponencial como

estacionaria.
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De acordo com os experimentos de desenvolvimento da cepa A. elenkinii CCIBt1059,
0 menor rendimento celular foi observado na tratamento 4 (35°C), portanto, considerado uma
condicdo limitante para o crescimento da espécie em cultura. A producdo de metabolitos com
atividade antifungica observada nesta condigdo indica que o stress de temperatura causou

alteracdes no metabolismo da espécie levando a producdo de compostos antifungicos.

d) Teste de acdo hemolitica (Rangel et al. 1997)

Teste de acdo hemolitica
No presente estudo, os extratos em acido acético de Anabaenopsis elenkinii

CCIBt1059 nos sete tratamentos testados apresentaram resultados negativos para atividade
hemolitica em sangue de camundongo (Tabela 21).

O teste de acdo hemolitica é atil como indicador da toxicidade de cianobactérias em
causar hemolise sanguinea. A hemolise ocorre devido aos danos causados nas membranas de
eritrécitos através de um mecanismo de formacgdo de poros, uma agdo detergente ou uma
atividade de lipase (Bi et al. 2011). Estudar a ocorréncia de hemolise causada por
cianobactérias pode facilitar a avaliacdo do seu impacto sobre a qualidade da &gua, sobre a
morte de peixes (por afetar as branquias), e abrir caminho sobre a pesquisa do impacto

bioldgico e ecoldgico da hemolisina de cianobactérias na natureza (Liu et al. 2008).

Tabela 21. Teste de acdo hemolitica com extratos em acido acético de Anabaenopsis elenkinii
CCIBt1059 cultivada em diferentes tratamentos.

Tratamentos e dias de retirada do extrato (fase exponencial e estacionaria)

Controle T1 T2 T3 T4 TS5 T6

10 30 14 30 10 30 10 30 10 30 12 30 10 30

Acéo

hemolitica

Até o presente ndo ha dados na literatura sobre atividade hemolitica produzida por
especies de Anabaenopsis. No entanto, para a cepa Synechocystis sp. PCC 6803 foi
encontrada a producdo da proteina hemolisina com potente atividade hemolitica em eritrocitos
de coelho e ovelha (Liu et al. 2008). De acordo com Bi et al. (2011), a hemolisina produzida
pela cepa Synechocystis sp. PCC 6803 também causou hemolise aos eritrocitos de ratos, mas

ndo aos eritrocitos de humanos e peixe. Os referidos autores afirmam que sdo necessarios
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mais estudos para determinar de forma mais precisa 0 processo empregado por esta

hemolisina nos danos causados aos eritrécitos.

e) Ensaio de atividade antibacteriana [frente as bactérias Gram-negativa
(Escherichia coli ATCC 25922) e Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923)]

Os extratos em 4&cido acético de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 nos sete
tratamentos testados apresentaram resultados negativos para atividade antibacteriana frente as
bactérias Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus ATCC
25923 (Gram-positiva) (Tabela 22).

Tabela 22. Ensaio de atividade antibacteriana (contra as bactérias Escherichia coli ATCC
25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positiva)) dos extratos
em acido acético de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 cultivada em diferentes tratamentos.

Tratamentos e dias de retirada do extrato (fase exponencial e estacionaria)

Presenca de halo [ Controle T1 T2 T3 T4 T5 T6

inibitério para:
10 | 30 | 14 | 30 | 10 | 30 | 10 | 30 | 10 | 30 | 12 | 30 | 10 | 30

Escherichia coli

Staphylococcus R - - - - - - - - - - - - -
aureus

De acordo com Noaman et al. (2004), a producdo de metabdlitos com atividade
antibacteriana é um fator que depende de diversas variaveis, como temperatura, pH, tempo de
incubacdo e meio de cultura utilizados durante o cultivo de cianobactérias. Assim, uma
possivel explicacdo para a auséncia de atividade antibacteriana poderia estar relacionada as
condi¢Bes adotadas no cultivo de A. elenkinii. No entanto, os tratamentos testados sdo
bastante amplos e foram utilizados extratos tanto da fase exponencial (onde geralmente ocorre
maior produgdo de metabolitos) quanto da fase estacionaria, o que nos permite inferir
seguramente que nas condicdes testadas A. elenknii CCIBt1059 ndo produz metabolitos com
atividade antibacteriana frente as bactérias Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923.
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4.7.2. Estudos quimicos

a) Prospeccao de metabdlitos com atividade antioxidante
Os testes com as amostras dos sete tratamentos a que foi submetida a cepa
Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 apresentaram resultados negativos para atividade

antioxidante (Figuras 15 e 16).

Figura 15. Cromatograma do extrato &cido acético de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 de
placas reveladas com solugéo de DPPH. A. Controle (BG-11 3% NaNOg, temperatura 25°C,
pH 9,5) no 10° e 30° dia de cultivo; B. Tratamento 1 (BG-1 50% NaNOs3), no 14° e 30° dia de
cultivo; C. Tratamento 2 (BG-11 0% NaNOs), no 10° e 30° dia de cultivo; D. Cataquina
usada como controle positivo. Seta indica regido da atividade antioxidante.
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Figura 16. Cromatograma do extrato acido acético de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 de
placas reveladas com solucdo de DPPH. A. Tratamento 3 (temperatura 30°C), no 10° e 30°
dia de cultivo; B. Tratamento 4 (35°C) no 10° e 30° dia de cultivo; C. Tratamento 5 (pH
10,5), no 12° e 30° dia de cultivo; D. Tratamento 6 (pH 7,0), no 10° e 30° dia de cultivo;
E,F. Cataquina usada como controle positivo. Seta indica regido da atividade antioxidante.

b) Andlises qualitativa e quantitativa das microcistinas LR, RR, YR e LA, do L-
BMAA e da saxitoxina utilizando a técnica de LC-MS/MS

Os extratos em &cido acético de Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 apresentaram
resultados negativos para a presenca das microcistinas LR, RR, YR e LA, para o L-BMAA e
para saxitoxina, como mostrado na Tabela 23 e Figuras 17, 18 e 19, onde estdo mostrados 0s

cromatogramas de todos os tratamentos e dos padrdes.
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Tabela 23. Resultado das anélises em LC-MS/MS dos extratos em &cido acético 0,1 M de
Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 em diferentes tratamentos. ND: Analito ndo detectado; -:
Abaixo do limite de deteccdo do método; TR: Tempo de retengdo (minutos). Microc.:
Microcistina.

Tratamentos e dias de retirada do extrato (fase exponencial e estacionaria)
Composto TR

) ) Cont. T1 T2 T3 T4 T5 T6
analisado | (min.)

10 | 30 | 14 | 30 | 10 | 30 | 10 | 30 | 10 | 30 | 12 | 30 | 10 | 30

Microc. RR | 4,36 - - - - - - - - - - B - _ -

Microc. LA | 5,08 - - - - - - - - - - - - - -

Microc. LR | 4,57 - - - - - - - - - - - - - _

Microc. YR | 454 | - | - | - | - | - | -1 -1 -1-1-1-71-71-71-

LBMAA | 051 | - | - | - | - | -1 -1 -1 -1-1-T1T-1T-71T+-7T-+-

Saxitoxina - ND | ND | ND | ND [ ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND | ND
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Figura 17. Cromatograma obtido para as amostras do extrato em &cido acético 0,1 M de
Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059. A,B. Controle (BG-11 3% NaNOs, temperatura 25°C, pH
9,5) no 10° e 30° dia de cultivo; C,D. Tratamento 1 (BG-1 50% NaNOj3), no 14° e 30° dia de
cultivo; E,F. Tratamento 2 (BG-11 0% NaNOs3), no 10° e 30° dia de cultivo; G,H. Tratamento
3 (Temperatura 30°C), no 10° e 30° dia de cultivo.
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Figura 18. Cromatograma obtido para as amostras do extrato em acido acético 0,1 M de
Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059. A,B. Tratamento 4 (35°C) no 10° e 30° dia de cultivo;
C,D. Tratamento 5 (pH 10,5), no 12° e 30° dia de cultivo; E,F. Tratamento 6 (pH 7,0), no 10°
e 30° dia de cultivo.
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Figura 19. Cromatograma obtido para os padrdes analiticos das microcistinas (LR, RR, YR e
LA), do L-BMAA.

Apesar da producdo de cianotoxinas ter sido documentada para Anabaenopsis milleri
(Lanaras & Cook 1994) e para Anabaenopsis arnoldii (Mohamed & Shehri 2009), Ballot et
al. (2010) ndo detectaram producao de cianotoxinas para Anabaenopsis elenkinii isolado de
um lago da Alemanha. Nossos estudos corroboram os resultados obtidos por Ballot et al.
(2010) ao demonstrar que a cepa de A. elenkinii do Pantanal também nédo é produtora de
cianotoxinas. De acordo com esses resultados negativos para a produgdo de cianotoxinas,
podemos concluir que a hipotese ecofisioldgica Il foi confirmada, ou seja, ndo ha producéo

de cianotoxinas por Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 e esta cepa apresenta grande potencial

de uso futuro em aplica¢des biotecnoldgicas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com base na analise taxondmica critica das duas espécies de cianobactérias mais
comuns e abundantes nas lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia e os estudos
morfolégicos, filogenéticos, ecofisioldgicos, de bioatividade e quimicos das cepas
Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 e Arthrospira platensis CCIBt3335, as seguintes
considerac0es finais podem ser destacadas:

1) Apesar da ocorréncia de Anabaenopsis elenkinii e Arthrospira platensis ser comum
nas lagoas salinas do Pantanal da Nhecolandia, foi a primeira vez que cepas destas espécies
foram isoladas do territorio brasileiro e caracterizadas por abordagem polifasica, que abrange
morfologia, filogenia e aspectos ecofisilogicos, bioldgicos e quimicos.

2) As cepas Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 e Arthrospira platensis CCIBt3335
ndo produzem as microcistinas LR, RR, YR e LA, L-BMAA e saxitoxina, portanto,
apresentam grande potencial para serem cultivadas para producdo de biomassa, livre de
toxinas. Estes resultados sdo particularmente relevantes para a Arthrospira platensis, que é
reconhecida e comercializada mundialmente, devido ao seu alto teor de proteina e valor
nutricional.

3) O tratamento com maior disponibilidade de nitrogénio (T1: BG-11 50% NaNO3; 750
mg.L™"), pH 9,5, temperatura 25°C, fotoperiodo 12-12h luz-escuro, irradiancia 80-100
umol.fotons.m-2.s™* proporciona a melhor condicdo para o crescimento das duas espécies
estudas, e recomenda-se 0 seu uso para estudos futuros. Além desta condicdo, o Unico
tratamento em que a cepa Arthrospira platensis também cresceu, foi no tratamento 5, pH
10,5, BG-11 3% NaNOs; 45 mg.L™ (demais condicdes igual ao anterior), indicando a forte
dependéncia desta espécie tanto da elevada disponibilidade de nitrogénio, quanto do elevado
pH.

4) O crescimento de Anabaenopsis elenkinii esta correlacionado positivamente com o
aumento do pH e a condicdo 6tima para o seu crescimento foi pH 10,5, demonstrando o
caréater alcalifico desta espécie.

5) Foi confirmado, através da analise do ciclo de desenvolvimento em cultura e
também em material da natureza, que a presenca de aerdtopos é facultativa nas duas espécies
e 0 habito é planctdnico.

6) A auséncia de caliptra nas células apicais, tanto em material da natureza quanto de

cultura, € uma caracteristica morfologica estavel de Arthrospira platensis e a presenca de
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tricomas regularmente espiralados e hormogonios retos ou curvos sdo caracteristicas
inerentes ao seu ciclo de desenvolvimento.

7) A variabilidade filogenética dos genes RNAr 16S e ITS (16S-23S) ndo expressa a
variabilidade fenotipica das espécies de Arthrospira; no entanto, as populacfes de A. platensis
de uma mesma regido geografica compartilham o mesmo clado filogenético, agrupando as
cepas do Pantanal com as do México e Peru, principalmente, formando um “clado das
Américas”.

8) A temperatura influencia a frequéncia de formacéo de heterocitos em A. elenkinii.
Ao que tudo indica, esse € o segundo relato na literatura que mostra que além da
disponibilidade de nitrogénio, a temperatura também interfere na frequéncia dessas células
especializadas na fixacdo de nitrogénio (N,), em cianobactérias. Nas temperaturas elevadas
(30 e 35°C) a frequéncia de heterocitos foi maior que a 25°C durante a fase exponencial de
crescimento, indicando que o aumento na formacdo de heterocitos é uma estratégia em
resposta ao stress de temperatura.

9) N&o foi possivel confirmar a hipotese de existir espécies cripticas no género
Anabaenopsis relacionadas ao morfotipo de A. elenkinii. No entanto, as arvores filogenéticas
do RNAr 16S e ITS (16S-23S) indicam que as cepas de A. elenkinii do Pantanal e México
estdo em processo de evolucdo recente, intimamente relacionadas com as cepas africanas.
Esta interessante linha de pesquisa poderd no futuro demonstrar se 0s tdxons das Ameéricas
estariam ou ndo se diferenciando em uma nova especie.

10) O extrato em acido acético da cepa A. elenkinii CCIBt1059 no tratamento 5 (pH
10,5) apresentou atividade anticolinesterasica e 0s bioensaios em camundongos com este
mesmo extrato, apresentaram respostas fisioldgicas associadas com a¢des farmacoldgicas de
substancias que inibem a enzima acetilcolinesterase, de forma temporaria ou reversivel, o que
abre caminho para novas e promissoras investigacOes a serem desenvolvidas com esta
espécie, para o isolamento de potenciais agentes terapéuticos. Também, no tratamento 4
(35°C), a cepa apresentou atividade contra o fungo fitopatdgeno Cladosporium
sphaerospermum Penz. SPC 491, possibilitando o desenvolvimento de estudos para o
isolamento de bioativos.

11) Os extratos em &cido acético e metandlico de Arthrospira platensis CCIBt3335 na
fase exponencial de crescimento, no tratamento com maior disponibilidade de nitrogénio (T1),
apresentaram forte atividade contra o fungo fitopatogeno Cladosporium sphaerospermum

Penz. SPC 491, o que demonstra o potencial desta cepa para pesquisa de compostos
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antifangicos. Além desta atividade, os extratos em acido acético, tanto no tratamento 1
(mais nitrogénio) quanto no tratamento 5 (pH 10,5), apresentaram atividade antioxidante,
outra possibilidade a ser explorada, visto que substancias antioxidantes sdo consideradas
muito importantes por serem capazes de sequestrar as espécies reativas de oxigénio e diminuir
0s processos inflamatorios, sendo uteis inclusive no tratamento da Doenca de Alzheimer.

12) Por fim, consideramos que o isolamento e o estudo polifasico das cepas
Anabaenopsis elenkinii CCIBt1059 e Arthrospira platensis CCIBt3335 representam um
importante passo para estudos futuros e abrem caminho para o potencial uso biotecnoldgico

de linhagens de cianobactérias isoladas do Pantanal brasileiro.
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ANEXO 1 — Artigo Santos et al. (2011): Effects of the pH on growth and morphology of
Anabaenopsis elenkinii Miller (Cyanobacteria) isolated from the alkaline shallow lake of the

Brazilian Pantanal
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Effects of the pH on growth and morphology of Anabaenopsis elenkinii MiLLER
(Cyanobacteria) isolated from the alkaline shallow lake of the Brazilian
Pantanal

Kleber Renan de Souza SantOos, Fernanda Rios JaciNnavicius & Célia Leite
SANT’ ANNA

Laboratory of Phycology, Institute of Botany, Av. Miguel Estéfano 3687, CEP 04301-902, Sdo Paulo—SP, Brazil;
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Abstract: Anabaenopsis elenkinii MILLER forms bloom in the alkaline shallow lakes of the Brazilian Pantanal. The
A. elenkinii CCIBT1059 strain was isolated from one of these alkaline lakes and the experiments were made in
growth chamber during 30 days, under modified medium BG-11 (3 % NaNO,), temperature 25 °C, photoperiod
1212 light—dark cycle and irradiance of 80-100 pmol photons m2s™! at three different pH values: 7.0, 9.5 and
10.5. In relation to growth rate and cell yield the higher values were observed at pH 10.5. Morphologically, the
longest trichomes were found at pH 7 (maximum 45 cells) in comparison with pH 9.5 (maximum 32 cells) and
pH 10.5 (maximum 23 cells). The occurrence of heterocytes was observed in all treatments, but akinetes were
never formed. The morphometric variability within each treatment between exponential and stationary growth was
clearly higher than the variability among different treatments in most cases. Our results indicate that A. elenkinii is
typical of alkaline systems and also that in lower pH values the growth limitation can occur in terms of number of
cells and biomass. This study represents the first experimental evidence of the effects of pH on growth rate, cell
yield and morphometric variability of A. elenkinii.

Key words: alkaline lakes, Anabaenopsis elenkinii, Brazilian Pantanal, Cyanobacteria, pH, wetland

Introduction vity, nutrients concentrations, cyanobacteria
density and the lack of fish in the alkaline lakes
from Pantanal of Nhecolandia are comparable

to those of shallow lakes from arid regions of

The Pantanal is a large wetland of about 160,000
km? located in the center of the South American

continent (Junk et al. 2006). The Brazilian
Pantanal is divided into eleven sub-regions that
are characterized by the relief, soil, vegetation and
flood pulse (SiLva & ABpon 1998). The studied
sub-region, Pantanal of Nhecolandia, displays
hundreds of typical and exclusive shallow lakes
with high pH values (>9). Therefore, these lakes
can be considered as extreme environments for
most life forms (KrisTjANssoN & HREGGVIDSSON
1995). These alkaline lakes were isolated from
rivers or streams and the main source of water is
rainfall and groundwater (BarBIERO et al. 2002).
In the alkaline lakes there are no macrophytes or
fish and the dominant organisms are cyanobacteria
(SanTOs & SANT’Anna 2010).

The high values of pH, electric conducti-

Australia (Hart et al. 1991), Nigeria (EGBORGE
1994), Ethiopia (TupoRANCEA & HARRINSON 1988)
and Africa (BALLOT et al. 2008).

In these Brazilian extreme lakes,
Anabaenopsis elenkinii Miller is the dominant
organism and forms blooms (Fig. 1 a,b), mainly
in the dry season (SANTOS & SANT’ ANNA 2010).

In spite of being the dominant species in the
alkaline lakes from the Pantanal and potentially
toxic (CarvaLHo et al. 2008), A. elenkinii is still
little known in terms of development. Thus,
our objective is to investigate the effects of
pH on growth and morphology of A. elenkinii
CCIBT1059, isolated from Brazilian Pantanal.
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Table 1. Growth rate, duplication time and cell yield of the Anabaenopsis elenkinii strain CCIBT1059, in the exponential
growth at different treatment of pH. The cultures were incubated at 25°C, irradiance of 80—100 pmol photons.m2.s' ona 12-12
hr light-dark cycle on modified medium BG-11 (3% NaNO,). Different letters after the date indicate significant differences

atp <0.05 (n=3).

Exponential Growth rate Duplication Cell yield
growth (u; day™) time (R; cells.ml)
(day) (G; day™)
pH 7.0 6to8 0,259° 2,687 8391667
pH 9.5 2to4 0,261° 2,67° 800833
pH 10.5 4to07 0,349° 1,99° 6210833°

Materials and Methods

The studied nonaxenic strain CCIBT1059 is kept
in modified liquid medium BG-11 (3% NaNO,,
indicated as BG—11m), pH 9.5, temperature 23 + 1 °C,
photoperiod 14-10 light-dark cycle and irradiance of
40-50 pmol photons.m=2.s™' (provided by common day
light fluorescent lamps and measured with a quanta
meter sensor Li-COR model LI-250 spherical) in the
Cyanobacteria Culture Collection of Institute of Botany,
Sdo Paulo, Brazil. If was isolated from the alkaline
shallow lake named “Salina do Meio” (18°58°29”
S and 56°38°47” W ), State of Mato Grosso do Sul,
Brazilian Pantanal.

The morphological and metric (n = 200)
characterization of material from nature and from
culture were done under light microscope (Zeiss
Axioplan 2). The classification system of HOFFMANN et.
al. (2005) and taxonomic review of KomAREK (2005)
were adopted.

At the end of the exponential phase, one aliquot
of the strain CCIBT1059 was taken and incubated over
ten days in the growth chamber under the following
conditions: BG—11m, pH 9.5, temperature 25 °C,
photoperiod 12—12 light-dark cycle and irradiance of
80-100 pumol photons.m2.s™! . This adapted culture
was used as inoculums for the pH treatments, initiated
with 1.5 x 10* cells.ml ™. Cells were inoculated into 11
glass balloons with 500 ml of medium BG—11m. The
pH was adjusted varying the amount of NaOH 0.1M
and HCI 0.1M in the medium. The treatments (n = 3)
were the following: pH 7.0, 9.5 and 10.5.

During 30 days, daily analyses in Fuchs—
Rosenthal counting chamber were performed for
determining the growth (cells.ml™") and biovolume
(mm’.I") for every treatment. Growth rates were
calculated during the exponential phase and are
presented as relative growth rate (u, day'). Mean
doubling time represents the time period necessary to
duplicate the cell population (G, day™), both estimated
according to FoGc & THakE (1987). The cell yield (R;
cells.ml™), corresponding the maximum number of
cells subtracted of the cell number of the inoculums,
was also calculated.

All treatments were analyzed using the analysis
of variance (ANOVA) and Tukey test (Program
GraphPad Prism version 5.0). Results of all tests were
considered significant at 95% confidence if p < 0.05 for
a given F statistic test value.

Results

Morphological characteristics of A. elenkinii
The following morphometric parameters, observed
during the exponential growth of all treatments
(Fig. 2, Supplementary Table 1. — electronic
version only at fottea.czechphycology.cz),
showed significant differences when compared
with nature material: lower values of cell length
in the treatments, higher values of cell width in
the treatments, lower values of cell length/width
ratio in the treatments, and higher values of length
and width of heterocytes and number of cells in
trichomes were also observed in the treatments (p
< 0.0001). Regarding the number of coils, more
tightly coiled trichomes were observed only at
pH 10.5 in comparison with nature material (p <
0.0001).

During the stationary growth (Fig. 2),
significant differences were observed in all
treatments when compared with nature material in
the following parameters: lower values of length
and width of cells were observed in all treatments (
»<0.0001) and number of cells in trichome as well
as length and width of heterocytes showed higher
values in treatments (p < 0.0001). Regarding the
length/width ratio of cells, significant difference
were observed at pH 9.5 (p <0.0001) and 10.5 (p
< 0.003) and lower values were observed in these
treatments. Furthermore, the length/width ratio
of heterocytes higher values were observed at pH
7.0 (p <0.003) and 9.5 (p < 0.0001). As with the
exponential growth, more tightly coiled trichomes



Fottea 11(1): 119-126, 2011 121

Fig. 1. Aspects of alkaline lake and species studied: (a) general view of the lake “Salina do Meio” — photo A. Pott; (b) occurrence
of bloom of the Anabaenopsis elenkinii in lake; (c—z"") A. elenkinii; (c—j) nature material; (k—z"*) strain CCIBT1059; (k—p) pH
10.5onday 0, 7, 10, 14, 20 and 30 respectively; (q—v) pH 9.5 on day 0, 4, 10, 14, 20 and 30 respectively; (w—z"") pH 7.0 on day
0, 8, 10, 14, 20 and 30 respectively. Scale bar 10pm.
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Fig. 2. Box and whisker plots of morphological characteristics of Anabaenopsis elenkinii strain CCIBT1059 in the nature
material and exponential and stationary growth at different treatment of pH. Whiskers represent minimum and maximum
values, boxes symbolize + standard deviation, and “+” inside boxes are mean values. L/w = length/width.

(p < 0.0001) were observed only at pH 10.5 on
stationary growth in comparison with nature
material (Fig. 2).

According to figure 2, the variability within
each treatment between exponential and stationary
growth was clearly higher than the variability

among different treatments in most cases.
Regarding the length of cells, statistical differences
were observed only at pH 7.0, in which higher
values were encountered at stationary growth. The
length of heterocytes showed statistical difference
only at pH 10.5 and lower values were observed at
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Fig. 3. Growth rate and cell yield of Anabaenopsis elenkinii strain CCIBT1059 on exponential growth at different treatment of
pH. The cultures were incubated at 25°C, irradiance of 80—100 pmol photons.m=.s™ on a 12—12 hr light—dark cycle on modified
medium BG-11 (3% NaNO,). Error bars denote the standard deviation (n = 3). Asterisks above the bars indicate significant

differences at p < 0.05.
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Fig. 4. The growth curves (Biovolume mm?®.1™") of Anabaenopsis elenkinii strain CCIBT1059 at different pH treatments. The
cultures were incubated at 25°C, irradiance of 90 pmol photons.m2.s" on a 12—12 hr light—dark cycle on modified medium
BG-11 (3% NaNO,). Error bars indicate the standand deviation (n = 3).

stationary growth (p < 0.05). However, the width
of cells and heterocytes showed lower values at
stationary growth in comparison with exponential
growth at pH 7.0, 9.5 and 10.5. The number of
cells and coils per trichomes and the length/width
ratio of heterocytes showed statistical difference
between both phases of growth only at pH 9.5, in
which slightly coiled trichomes were observed on
exponential growth, whereas a higher number of
cells per trichome and heterocytes slightly longer

were encountered on stationary growth (Fig. 2,
Supplementary Table 2 — electronic version only
at fottea.czechphycology.cz). In nature material
and in all treatments, the coiled trichomes were
the dominant form, but in each treatment a small
percentage of straight trichomes were observed at
stationary growth (Fig. 1 c—x).

The longest trichomes were found at pH
7 (maximum 45 cells on day 14) in comparison
with pH 9.5 (maximum 32 cells on day 10) and
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pH 10.5 (maximum 23 cells on day 8). Although
statistical analyses showed significant difference
in the number of cells per trichomes, the real
difference in the mean values was slight (ca. 1
cell). Moreover, the average during the cultivation
time (30 days) was approximately 8 cells per
trichome in all treatments (Suppl. Tables 1, 2).

Growth of A. elenkinii
The effect of different pH on growth rate (1; day '),
cell yield (R; cells.ml™) and duplication time (G;
day™") of the A. elenkinii strain CCIBT1059 are
shown in Fig. 3 and Table 1. Higher values of
growth rate and cell yield were observed at pH 10.5
and were statistically different from pH 7 (p <
0.05; p (< 0.0001) and 9.5 (p w < 005 p <
0.0001). Consequently, the duplication time of
cells was lower at pH 10.5 and higher at pH 7
and 9.5 (Table 1). In pH 7 and in pH 9.5 were
not observed statistically difference in relation
to growth rate, cell yield and duplication time of
cells.

Figure 4 shows the growth -curves
(biovolume mm3.1!) of A. elenkinii at different
treatments of pH.

Discussion

Morphologically, the nature material of 4. elenkinii
is similar to that of Anabaenopsis hungarica
Halasz because of the small number of cells/
trichome (average 4, varying from 2 to 6 cells)
and by the cylindrical cells (Fig. 1, c—j). However,
the Brazilian material frequently presents longer
trichomes (up tol2 cells) and elliptical cells
(Santos & SANT’AnNA 2010). Besides, the metric
parameters are also very distinct: 4. hungarica
presents 2.5 um wide trichomes and the A.
elenkinii trichomes are wider (4.5 pm) (KoMAREK
2005). According to morphometric parameters,
the material from Pantanal (from nature and from
culture) is similar to A. elenkinii and the variability
observed was considered as part of the natural
variability of this species (KomMAREK 2005, SANTOS
& SANT’ANNA 2010).

The occurrence of terminal and intercalary
pairs of heterocytes was observed in all treatments
(Fig. 1 k—=z”), but akinetes were never formed
during the cultivation time. Based on our results,
the occurrence of heterocytes was proportionally
equal to the density of trichomes in all treatments
(not shown), indicating that the pH does not affect

the heterocyte formation.

Akinetes were found only in nature, where
they appeared during the dry season of the years
2006 and 2009 (pH 9.5-9.9 and water temperature
25-32 °C) and on the rain season of 2006 (pH
10.2 and water temperature 33 °C) (SanTos &
SaNT’ANNA 2010). The absence of akinetes in the
analyzed treatments indicates that the tested culture
conditions do not represent stress conditions that
induce the production of resistance structures. For
this reason, in spite of the lower growth rate at pH
7.0 and 9.5 (Table 1) compared with the literature
(growth rates of 0.3—1.4, according to Mur et al.
1999), akinetes were never formed. Although the
influence of pH on akinetes sporulation has been
documented for Anabaenopsis arnoldii APTEKAR
by Reppy (1984), our results indicate that pH
does not seem to be directly involved in akinetes
formation of A. elenkinii from the alkaline lakes
of Pantanal. Environmental features such as
temperature (SHAFIK et al. 2003; Moore et al.
2004), phosphorus concentration (Moore et al.
2004) and light intensity (Moork et al. 2005)
showed great influence on akinetes formation of
Cylindrospermopsis raciborskii (WOLOSZYNSKA)
SEENAYYA et SuBBA Raju. However, ZAPOMELOVA
et al. (2008) studied the effects of the temperature,
light intensity and nutrient composition on
morphological traits of Nostocaceae (Anabaena,
Aphanizomenon,  Nostoc, Scytonema  and
Tolypothrix), but did not manage to prove the
influence of these parameters on the akinetes
formation.

In all treatments, A. elenkinii strain
CCIBT1059 showed tendency to decrease the
cell width at the stationary growth compared with
that at the exponential growth (Fig. 2). The same
observation was documented to C. raciborskii
(Hawkins et al. 2001). The length/width ratio of
cells tends to increase during the cultivation time
because the cell width decreases independently of
pH.

AccordingtoHarris(1986),phytoplanktonic
cells with high growth rate tend to have a smaller
cell volume. In spite of no significant difference on
the growth of 4. elenkinii between the treatment at
pH 7 and that at pH 9.5, variability of the width and
length/width ratio of cells was observed. Treatment
at pH 9.5 presented shorter cells than that at pH
7.0, both in the exponential growth phase and at
the stationary phase (Fig. 2). Another interesting
aspect observed was the morphological similarity
of the trichomes between the treatment at pH 7.0
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and that at pH 10.5 during the exponential growth,
except for the number of coils/trichome (Fig. 2).
The higher values of growth rate and cell
yield observed at pH 10.5 indicate that A. elenkinii
is typical of alkaline systems and also that in
lower pH values the growth limitation can occur
in terms of density and biomass (Table 1). Thus,
the bloom formation of 4. elenkinii in the alkaline
lakes from Brazilian Pantanal is favored by the
high pH values towards its high productivity.
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