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1. INTRODUCAO

Nos dias atuais as preocupacdes com o meio ambiente vém se intensificando frente a
deterioracdo antrdpica dos recursos naturais, especialmente a 4gua. A agua doce disponivel do
planeta corresponde a menos que 2,5% do volume total de d4gua da Terra; destes, apenas 0,3%
sdo encontrados em aguas superficiais, como rios ¢ lagos. Embora o Brasil detenha
aproximadamente 14% das dguas doces do planeta, os problemas de gerenciamento dos
recursos hidricos afetam diretamente a quantidade e qualidades dessas aguas (Tundisi 2003;

Bicudo et al. 2010).

Os reservatorios sdo sistemas artificiais construidos para atender as diversas demandas
das atividades humanas e sustentam organismos, popula¢des e distintas comunidades, que
interagem entre si € com um conjunto complexo de -caracteristicas hidroldgicas e

climatologicas (Tundisi 2005).

Grande parte dos reservatorios da Regido Metropolitana de S&o Paulo encontra-se em
meio a avancada e desordenada ocupacdo urbana, que agrava os impactos e adiciona inimeros
danos a qualidade da agua (Tundisi 2005). O despejo de efluentes organicos e industriais € um
dos fatores que interfere na qualidade da agua, promovendo a eutrofizagdo artificial e o
desenvolvimento de floracdes de microalgas e principalmente de cianobactérias (Tundisi
2003). Ainda, de acordo com Paerl & Huisman (2008), as mudancas climaticas podem
potencializar a ocorréncia das floragdes. A elevagdo da temperatura (acima de 25°C) favorece
as cianobactérias no crescimento ¢ duplicagdo celular (diferente de outras espécies do
fitoplancton, como diatomaceas ¢ algas verdes). As floracdes apresentam também riscos a
saude publica, pois durante a senescéncia das cianobactérias que compunham a floragéo pode

ocorrer a liberacdo de cianotoxinas na agua (Huszar et al. 2000).

Cianobactérias sdo organismos procariontes fotossintetizantes e estd inserido no
Dominio Bactéria. Todas possuem clorofila a, carotendides, xantofilas e ficobiliproteinas; trés
géneros possuem clorofila a e b (antigas Prochlorophyta) e apenas a espécie marinha
Acaryochloris marina Miyashita & Chihara possui clorofila d; sua parede celular € similar a
de bactérias gram-negativas com lipopolissacarideos, agucares ¢ aminoacidos (Lee 2008). A
reprodugdo ¢ exclusivamente assexuada e ocorre por simples divisdo celular. Alguns géneros
produzem baedcitos ou exdcitos, algumas cianobactérias se reproduzem pela formacdo de

hormogonios (fragmentos de tricoma) (Melcher 2007; Graham & Wilcox 2000).



Nos ecossistemas as cianobactérias compdem diferentes comunidades, podendo ser
planctonicas, perifiticas, aerofiticas, endoliticas; vivem, também, em simbiose com outros
organismos como os fungos, com os quais formam os liquens e no interior de raizes de
vegetais superiores. S20 capazes de habitar diversos ambientes e possuem ampla distribui¢ao
geografica, desde os ambientes aquaticos (dulcicolas, salinos, salobros), solos umidos, até as

fontes termais; entretanto a maioria € de d4gua doce (Graham & Wilcox 2000).

As cianobactérias sdo mencionadas como os primeiros organismos fotoautotroficos do
planeta, sendo provavelmente, os responsaveis pela liberagdo de oxigénio na atmosfera
primitiva; os registros fosseis que evidenciam o surgimento do grupo datam de 3,5 milhdes de
anos (Graham & Wilcox 2000; Whitton & Potts 2000). Dessa maneira, compdem um dos
grupos mais diversos e abundantes, conferida por sua vasta diversidade metabdlica (Fiore &
Honda 2008). Sua historia evolutiva lhes conferiu adaptagdes que garantem seu sucesso
ecologico; toleram condigdes com pouco oxigénio, luz ou nutrientes; variacdes de

temperatura, irradiancia e salinidade (Whitton & Potts 2000).

Uma das caracteristicas peculiar ao grupo so as vesiculas gasosas, também chamadas
de aerotopos, constituidas por um conjunto de proteinas hidréfobas, que sdo permedveis a
gases, mas impermeaveis a agua. Os aerotopos permitem a flututabilidade do organismo na
coluna d’agua, que ¢ induzida pela irradidncia: em baixos valores de irradiancia, os aerétopos
sdo formados, de maneira que o organismo flutua nas camadas mais superficiais. Dessa forma
os aerdtopos auxiliam tanto o acesso aos nutrientes, quanto a exposi¢do a luz solar (Visser et

al. 2005; Lee 2008)

Outra caracteristica peculiar do grupo é o complexo enzimatico nitrogenase
responsavel pela fixagdo de nitrogénio a partir de N, em condi¢des anaerdbias. Portanto, a
fixagdo de nitrogénio deve ocorrer separadamente da fotossintese, uma vez que o oxigénio
inativa a nitrogenase. Essa separacdo dos processos dentro do organismo pode ser espacial
(em células diferentes) e/ou temporal (em periodos diferentes). Para as cianobactérias
heterocitadas esse processo ocorre em células especiais, os heterocitos. Alguns representantes
de Lyngbya, Gloeothece e Cyanothece realizam o processo numa separacdo temporal em
condicdes sem luz. Outras cianobactérias filamentosas ndo-heterocitadas, como
Trichodesmium, também s3o capazes de fixar nitrogé€nio, realizando-o em células
denominadas diazocitos; que ndo parecem ser morfologicamente distintas das demais células

vegetativas, como ¢ o caso dos heterocitos. Ainda, Plectonema boryanum Gomont, a



cianobactéria filamentosa ndo heterocitada, ¢ capaz de criar condigbes andxicas para a

realizac@o do processo (Fiore & Honda 2008).

Além disso, as espécies heterocitadas de cianobactérias podem formar acinetos, que
sdo células de resisténcia com parede espessada e acimulo de nutrientes em seu interior. Em
condi¢des adversas, ficam em repouso e germinam quando as condigdes tornam-se novamente
favoraveis, promovendo a germinagdo de novos filamentos (Lee 2008, Graham & Wilcox

2000).

As toxinas sintetizadas por cianobactérias sdo conhecidas como cianotoxinas que sdo
classificadas segundo sua agdo farmacologica em: hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas e

dermatotoxinas (Cood et al. 2005, Carvalho 2006).

Devido a presencga de lipopolissacarideos (LPS), constituintes da parede celular de
todas as bactérias Gram-negativas, todas as cianobactérias sdo tdxicas, dermatotoxicos e se
ingeridos induzem neutropenia, trombocitopenia, niveis anormais de glicose, acidose e
alcalose, podendo levar a morte (Carvalho 2006). Porém, cerca de 60% das espécies
sintetizam também outras substancias toxicas, as cianotoxinas (Van Apeldoorn et al. 2007).
Por isso, as floragdes ou mesmo a constante presenga de cianobactérias, podem trazer danos a
saude publica, principalmente se ocorrerem em mananciais utilizados para abastecimento

publico ou recreacgéo (Sant’Anna & Azevedo 2006).

Na classe das hepatotoxinas estdo as microcistinas (heptapeptideos ciclicos) e as
nodularinas (pentapeptideos). Ambas inibem as proteinas fosfatases dos hepatdcitos de
mamiferos, causando hemorragia intrahepatica e como conseqiiéncia, a morte por choque
hipovolémico (Dittman & Wiegand 2006). As microcistinas sdo sintetizadas pelos géneros
Anabaena, Microcystis, Oscillatoria, Planktothrix, Nostoc, Anabaenopsis, Hapalosiphon
enquanto as nodularinas s@o produzidas somente pelo género Nodularia (Van Apeldoorn et

al. 2007).

A classe de neurotoxinas ¢ formada por quatro grupos distintos de alcaldides, além de
um aminoacido. No primeiro, estdo as saxitoxinas, alcaldides triciclicos do tipo carbamato,
que bloqueiam os canais de sddio das células nervosas dos mamiferos, causando paralisia e
faléncia respiratéria; foram isoladas de Anabaena, Cylindrospermopsis, Planktothrix e

Lyngbya (Carvalho 2006, Van Apeldoorn et al. 2007).

O segundo grupo ¢ formado pelas anatoxinas-a, alcaldides tropanicos que se ligam

irreversivelmente a receptores de acetilcolina e s@o encontradas em representantes de
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Anabaena, Oscillatoria, Planktothrix, Cylindrospermum, Aphanizomenon e

Cylindrospermopsis (Wiegand & Pflugmacher 2005).

A anatoxina-a(s) ¢ um alcaldide organofosforado que bloqueia a atividade da
acetilcolinesterase, causando fraqueza muscular, dispnéia e convulsdes, seguida de morte.

Essa toxina ¢ sintetizada por Anabaena (Carvalho 2006, Van Apeldoorn et al. 2007).

No quarto grupo estd o aminoacido neurotoxico de efeito cronico, P-metil-
aminoalanina (BMAA), descoberto em Nosfoc simbiontes de raizes de cicadaceas que
acumulavam essa toxina em suas sementes. Esse aminoacido pode ser produzido pelas

cianobactérias de vida livre e ndo somente pelas simbiontes (Cox et al. 2005).

As citotoxinas sdo alcaldides guanidinicos ciclicos denominados cilindrospermopsinas
que inibem sintese protéica, causando desestruturacdo e necrose no figado, além de danos em
células renais, cardiacas e pulmonares. Foram isoladas de representantes de
Cylindrospermopsis, Aphanizomenon, Raphidiopsis, Umezakia ¢ Anabaena (Wiegand &
Pflugmacher 2005).

O primeiro caso provavelmente relacionado a intoxica¢do humana por cianotoxinas no
Brasil aconteceu em 1988, quando 2.000 pessoas apresentaram gastroenterites apos ingerirem
agua do reservatorio de Itaparica, na Bahia; dessas, 88 foram a o6bito (Teixeira et al. 1993). Ja
em Caruaru, Pernambuco, a administra¢do intravenosa, durante sessdes de hemodidlise, de
dgua contaminada com microcistinas, resultou na morte de 52 pacientes (Azevedo et al.
2002). Entretanto, o primeiro registro comprovado de toxina produzida por cianobactérias no
Brasil foi descrito por Azevedo et al. em 1994, para o Lago das Gargas, Sdo Paulo, com a
deteccdo de microcistina proveniente de floragcdes de Microcystis aeruginosa (Kiitzing)

Kiitzing.

A ameaga que as cianotoxinas representam, adquire maior vulto quando observamos
que outros organismos aquaticos utilizados como alimentacdo dos seres humanos (peixes e
bivalves) podem acumular essas substancias em suas glandulas ou musculos (Wiegand &

Pflugmacher 2005).

Por esse motivo, ¢ imprescindivel que seja feita a correta identificagdo de
cianobactérias presentes em amostras de agua, pois dela v3o depender as acdes das
companhias de saneamento, no que se refere a transposi¢do entre bacias e ao tratamento da

agua (Carvalho 2003).



O estudo taxonOmico de cianobactérias vem passando por mudangas com o
surgimento da biologia molecular, alem das modifica¢des oriundas dos estudos sobre o
desenvolvimento em cultura, bioquimica, fisiologia, ultra-estrutura e ecologia do grupo

(Hoffman et al. 2005).

Nesse contexto, a avaliagdo de cepas provenientes de populagdes naturais mantidas em
condi¢des controladas de cultivo permite a observacdo de seu desenvolvimento e assim

objetivam solucionar problemas taxonomicos (Honda & Azevedo 2004).
1.1. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO PARA O ESTADO DE SA0 PAULO

Os estudos sobre o desenvolvimento in vitro de cianobactérias vém sendo
desenvolvidos, especialmente sob o ponto de vista taxondmico e morfologico. Quanto as
pesquisas sobre cianotoxinas, muitos trabalhos partem de floragdes com materiais ndo
identificados, ou ainda identificados por analises moleculares, sem informa¢des sobre a
variabilidade fenotipica e morfométrica destes organismos (Furtado 2007, Carvalho et al

2008, Molica & Azevedo 2009).

A primeira tentativa, bem sucedida, de avaliar a validade taxondmica foi realizada por
Bicudo (1985). O autor estudou Borzia trilocularis Cohn ex Gomont (Oscillatorialles), isolada
de um lago artificial do Jardim Botanico de Sdo Paulo, a fim de comprovar se este
representava de fato um género ou apenas um hormogoénio de outra cianobactéria. O autor
avaliou caracteristicas morfométricas e confirmou, através da observag¢do da reprodugio

vegetativa, a validade do taxon.

Entretanto, os trabalhos referentes as cianobactérias que abordam o cultivo e
desenvolvimento tém inicio no Brasil, apenas a partir de 1990. De forma geral, nestes
trabalhos foram discutidos a importancia do uso de material em cultura tanto para definir

estagios de vida, como também para avaliar a variabilidade fenotipica.

Dentro deste contexto, um trabalho pioneiro foi realizado por Azevedo (1991) que
analisou e cultivou material edafico do Jardim Botanico de Sao Paulo. A autora identificou 24
taxons de cianobactérias, sete foram novas citagdes para o Brasil ¢ dez para o Estado de Sao
Paulo. O material coletado do solo foi mantido em cultura e possibilitou, posteriormente, o
cultivo de cepas uniespecificas para melhor observacdo de suas estruturas e crescimento.
Dessa forma, ambos os materiais, da natureza e¢ de cultura, foram utilizados para a
identificacdo taxondémica dos organismos. Outros importantes trabalhos foram publicados
com descri¢cdes de espécies novas para a ciéncia e que utilizaram a cultura para descrever o
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desenvolvimento das espécies, como: Rhabdogloea brasilica Azevedo & Kovacik (Azevedo
& Kovacik 1996), Hormothece geitleriana Azevedo & Sant'Anna (Azevedo & Sant’Anna
1994), Coelosphaerium evidenter-marginatum Azevedo & Sant’ Anna (Azevedo & Sant’Anna
1999), Eucapsis densa Komarek & Hindék (Azevedo et al. 2003), Sphaerocavum brasiliense
Azevedo & Sant’Anna (Azevedo & Sant’Anna 2003). E a proposi¢do de novas combinagdes
taxonomicas como Geitlerinema amphibium (C.Agardh ex Gomont) Anagnostidis

(Bittecourt-Oliveira et al. 2009).

Honda e Azevedo (2004) isolaram 27 cepas de cianobactérias provenientes de um
reservatorio oligotrofico do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), S&o Paulo. O
material coletado foi inserido no Herbario (SP) e o isolado na colecdo de culturas de algas e
cianobactérias do Instituto de Botanica. Foram identificados 12 tdxons, sendo Merismopedia
africana Komarek & Cronberg e Dzensia sp. citados pela primeira vez no Brasil. Toda a
identificacdo do material foi baseada entdo no material fixado da natureza e no isolado vivo
mantido em cultura. Os autores concluiram que o cultivo mostrou ser uma ferramenta
importante, pois permitiu visualizar caracteristicas de desenvolvimento e motilidade que néo
puderam ser registrados nas amostras fixadas. Ainda, comentaram que este tipo de estudo
permite avaliar a microbiota potencial do ambiente, uma vez que muitos organismos presentes
na natureza em baixas densidades sdo omitidos, por ndo serem observados em populagdes. No
entanto, estes se desenvolvem em cultura e assim podem ser observados e registrados para a

flora estudada.

Honda (2005), ao estudar o desenvolvimento in vitro de trés espécies de Microcystis
isoladas de corpos d’agua do Estado de Sdo Paulo, avaliou caracteristicas morfométricas
diacriticas de diferentes populagdes naturais e em cultura sob diferentes condigcdes de
irradiancia e temperatura. De modo geral, ndo houve diferenca nos caracteres morfologicos
analisados (forma da coldnia, distribuicdo das células, didmetro celular, e espessura da
mucilagem) entre populagdes naturais e cultivadas, o que possibilitou a identificacdo e a

validacdo das caracteristicas diacriticas utilizadas no estudo.

Vieira et al. (2005) documentaram a primeira floragdo de cianobactérias para a regido
Amazodnica; ao avaliar a biodiversidade e toxicidade de cianobactérias das aguas superficiais
de um reservatorio destinado ao abastecimento publico e seu afluente, antes ¢ apds o
tratamento nos lagos Agua Preta e Bolonha localizados em Belém, no Par4. A toxicidade foi
testada através de bioensaios em camundongos e revelou a presenga de hapatotoxinas em 43%

das 39 amostras de cianobactérias isoladas, sendo 38% atribuidas as amostras de Microcystis
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viridis (A.Braun) Lemmermann ¢ 12% a Radiocystis fernandoi Komarek & Komarkova-
Legnerova. Esta cepa de Radiocystis fernandoi foi posteriormente estudada quanto a sintese
de metabolitos toxicos. Os extratos da cepa foram considerados hepatotoxicos para

camundongos ¢ a toxicidade atribuida a microcistina-LR (Lombardo et al. 2006).

Melcher (2007) estudou as relacdes morfoldgicas e filogenéticas de cianobactérias
heterocitadas cultivadas: Aphanizomenon, Cylindrospermopsis e Raphidiopsis. Este trabalho
objetivou descrever e comparar dez linhagens brasileiras além de investigar a potencial
produg@o de toxinas destes organismos. Todas as linhagens apresentaram ampla variagdo
morfoldgica. Apenas o carater razdo comprimento/diametro da célula apical foi destacado
como adequado para distinguir os géneros. A toxicidade foi testada através de bioensaio em
camundongos, sendo que as linhagens de Cylindrospermopsis e Raphidiopsis apresentaram

resultados positivos para neurotoxinas, € Aphanizomenon ndo apresentou toxicidade.

Honda (2009) pesquisou o desenvolvimento in vitro de Anabaena (Nostocales). Isolou
e analisou 23 cepas de cianobactérias pertencentes a distintos corpos d’adgua dos Estados de
Sdo Paulo e Ceara. O cultivo foi testado com meios de cultura modificados a partir dos meios
AA/4, ASM-1, BGN, sendo que ASM-1 ndo foi favoravel ao desenvolvimento dos
organismos. Cinco morfoespécies foram identificadas e as caracteristicas diacriticas
ressaltadas foram: a espira ¢ importante para diferenciacdo de A. crassa (Lemmermann)
Komark.-Legn. & Cronberg, A. circinalis Rabenhorst ex Bornet & Flahault e A. cf. fallax
(Lemmermann) Komark.-Legn. & Cronberg;, o comprimento do acineto para A.
aphanizomenoides Forti e A. planctonica Bruunthaler; e por fim, a bainha foi suficiente para

separar A. crassa das outras.

Quanto a sintese de cianotoxinas, a grande maioria dos gé€neros citados como
potencialmente tdxicos sdo registrados em reservatdrios de abastecimento. Dentre trabalhos
que abordam este assunto destacam-se: Sant’Anna et al. (2007), ao estudarem as
cianobactérias dos reservatorios de abastecimento da Bacia do Alto Tieté, Regido
Metropolitana de Sdo Paulo (RMSP), concluiram que 35% dos tdxons encontrados pertenciam
aos géneros Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Planktothrix, Microcystis e
Raphidiopsis, que sdo potencialmente produtores de cianotoxinas. Carvalho et al. (2007), ao
avaliarem a presenca de microcistinas dissolvidas na agua dos reservatorios Billings e
Guarapiranga (RMSP), detectaram microcistinas em todas as amostras do reservatorio
Billings, além de identificarem 19 cianobactérias, das quais nove eram relatadas como

potenciais produtoras de cianotoxinas.



Furtado et al. (2009) isolaram 10 linhagens de cianobactérias provenientes de lagoa de
estabilizagdo em Cajati, SP, distribuidos nos géneros Synechococcus, Merismopedia,
Limnothrix, Leptolyngbya e Nostoc. Foram realizados estudos morfologicos ¢ analises
moleculares com base na seqiiéncia do gene RNAr16S. Entretanto, em seus resultados, os
taxons ndo foram identificados em nivel especifico. Também foi realizado teste ELISA para
microcistinas nas amostras ambientais e nos materiais isolados. Em oito amostras foram
encontrados valores superiores aos permissiveis (1,0 pg. L) pela legislagdo brasileira e pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS); sendo duas de amostras ambientais, e seis de

cianobactérias isoladas.

A revisdo de espécies de cianobactérias brasileiras produtoras de toxinas realizada por
Sant’Anna et al. (2008) relacionou a ocorréncia dos taxons, a classe da toxina e seus métodos
de detecgdo. Algumas condi¢des ambientais foram relacionadas as 32 espécies citadas. As
autoras mencionaram que floragdes tdxicas de Microcystis ocorreram nas regides tropicais e
subtropicais do pais, enquanto floragdes toxicas de Anabaena foram restritas principalmente
as regides subtropicais. As autoras concluiram que, de forma geral, as cianobactérias cocdides
produzem microcistinas, salvo algumas excecdes, e as filamentosas sintetizam estas e outras

cianotoxinas.



2. OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo taxondmico in vitro de seis cepas uniespecificas, isoladas de
populagdes naturais e mantidas em condigdes controladas de cultivo; além de investigar o

potencial dessas cepas quanto a sintese de cianotoxinas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar e acompanhar as caracteristicas morfométricas de cepas uniespecificas de

cianobactérias.

o Investigar a presenca de cianotoxinas (microcistinas, saxitoxinas, e f-metilaminoalanina)

quimica e biologicamente nas cepas estudadas.



3. MATERIAL E METODOS

O estudo taxonémico e quimico de cianobactérias foi desenvolvido a partir de cepas
selecionadas da Colecdo de Cultura de Cianobactérias do Nucleo de Pesquisa em Ficologia

(figura 1). Esta colecdo faz parte da Colecdo de Culturas do Instituto de Botanica (CCIBt).

Assim sendo a Colegdo de Culturas de Cianobactérias esta situada no Nucleo de
Pesquisa em Ficologia, no Laboratério de Culturas de Algas Marinhas e Cianobactérias Dra.
Marilza Cordeiro-Marinho. Esta cole¢do destina-se a estudos taxondmicos, bioldgicos,
fisiologicos, filogenéticos e bioquimicos. Atualmente possui cerca de 330 cepas, das quais,

45% estdo completamente identificadas e 26% ja foram estudadas quanto a toxicidade.
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Figura 1. Aspecto geral das cepas mantidas na Cole¢do de Culturas de Cianobactérias do

Nucleo de Pesquisa em Ficologia.

As cepas para o desenvolvimento do presente estudo foram selecionadas segundo os
critérios: auséncia de identificacdo de género e espécie; auséncia de estudos anteriores sobre a
toxicidade da cepa; cepas provenientes de amostras coletadas em reservatorios e, finalmente;
cepas com representantes de diferentes tipos de talos: cocdide, filamentoso homocitado e

filamentoso heterocitado. Assim, seis cepas atenderam aos critérios mencionados (tabela 1).
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Tabela 1. Relagdo das cepas de cianobactérias estudadas pertencentes a Colegdo de Culturas
do Instituto de Botanica (CCIBt): numero da cepa, codigo antigo da cepa, tipo de talo, data e

local de coleta e principal utilizagdo do reservatorio.

Cepa Tipo de talo  Data de coleta Local de coleta Utilizacéao
CCIBt 3085 Cocdide abril 1997 Reservgtorlo abastecimento
Guarapiranga

cciBr3loy  [ilamento abril 1998 Reservatorio abasteciment
homocitado Atibainha stecimento
Filamento . Lago piscicultura .

CCIBt 3163 homocitado janeiro 2000 Ribeirio Preto aquicultura

CCIBt 3246 Cocdide margo 2003 Res§rYator1o abastecimento

Billings

CCIBt 3244 Fllamepto setembro 2003 Lago das Gargas ornamental
homocitado
Filamento . Viveiro de aquicultura .

CCIBt 3287 heterocitado fevereiro 2009 Intituto de Pesca aquicultura

Isolamento de cepa: Ressalta-se que das seis cepas selecionadas para o
desenvolvimento deste estudo, cinco ja haviam sido isoladas e eram mantidas em cultura e a
cepa CCIBt 1058 foi submetida ao procedimento de plaqueamento para obtengéo de cultura
uniespecifica. A amostra da natureza foi coletada em viveiro experimental do Nucleo de

Aquicultura de Pindamonhangaba, do Instituto de Pesca, em fevereiro de 2009 (tabela 1).

O plaqueamento consiste em inocular trés gotas da amostra natural viva em placas de
Petri com meio de cultura ASM-1 sdlido, ao qual foi adicionado o antibiético cicloheximida
(na concentragdo 0,05 mg.L'l), para inibir o crescimento de organismos eucariontes. Em
seguida, o material foi espalhado com auxilio do tridngulo de vidro esterilizado; a placa foi
vedada e mantida em condigdes controladas e constantes de temperatura 23+2°C, irradidncia

40-50 umol.m'z.s'1 e fotoperiodo 14-10 h claro-escuro.

Ap6s 10 dias foi observado o crescimento de diferentes massas de cianobactérias em
microscopio Optico. As massas de interesse foram selecionadas e repicadas para tubos de
ensaio com meio de cultura liquido com cicloheximida. Este procedimento foi repetido até
obtencdo de culturas uniespecificas, que passam a ser mantidas, periodicamente, em meio
liquido sem cicloheximida. A composi¢ao quimica do meio de cultivo ASM-1 estd descrita na
tabela 2 e 3. Para o preparo do meio solido foram adicionados agar 13 gL no meio de

cultura.
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Tabela 2. Composicdo das solugdes estoques destinadas ao preparo de meio de cultura ASM-

1, conforme Gorham et al. (1964), com modifica¢des (Zagatto & Aragdo 1992).

Solucio Estoque Componentes Quantidade (g.L'l)
NaNO; 1,7
A (200 mL agua destilada) Mg SO4.7H,0 0,49
Mg Cl,.6H,0 0,41
CaCl,.2H,0 0,29
KH,P04.3H,0 1,14
B (100 mL agua destilada) Na,HPO,4.12H,0 1,78
H;BO; 2,48
MnCl,.4H,0 1,39
FeCl;.6H,0 1,08
C (100 mL agua destilada) ZnCl, 0,335
CoCl,.6H,0 0,019
CuCl,.2H,0 0,0014
D (100 mL agua destilada) EDTA* 1,86

* acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés ethylenediamine tetraacetic acid).

Para o preparo do meio ASM-1 foram utilizadas as quantidades abaixo discriminadas

de solugdo-estoque diluidas em 1.000 mL em agua destilada (tabela 3).

Tabela 3. Quantidades de solugdes estoques utilizadas no preparo de 1.000 mL do meio

ASM-1.
Solucio Estoque Quantidade (mL.L'l)
A 20
B 2
C 0,1
D 0,4

A solugdo diluida deve ter o pH ajustado para o valor 7,4.

3.1. MANUTENCAO DE CULTURAS UNIESPECiFICAS PARA ESTUDOS TAXONOMICOS:

As cepas foram cultivadas e mantidas em triplicatas, ou seja, em trés tubos de ensaio
distintos, cada um deles contendo 15 mL de meio de cultura ASM-1 liquido, esterilizados em
autoclave, por 30 minutos, a temperatura de 121°C e sob pressdo de 1,5 atm (Stanier et al.
1971). O meio de cultivo foi trocado a cada 30 dias, em cadmara de fluxo laminar previamente

esterilizada por exposi¢do, por 30 minutos, a luz UV, precedida por desinfec¢do com alcool
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70%. A repicagem foi realizada a cada 30 dias, com auxilio de pipetas tipo Pasteur,

previamente esterilizadas, para dois tubos com meio de cultura autoclavado (figura 2).

As cepas foram mantidas na Colecdo de Cultura de Cianobactérias do Nucleo de
Pesquisa em Ficologia, sob as seguintes condi¢des: temperatura de 23+2°C, irradiancia de 40-

50 pmol.m™s™ e fotoperiodo de 14 - 10h claro-escuro (Azevedo & Sant'Anna 2003).
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Figura 2. Esquema do procedimento de repicagem das cepas de cianobactérias, utilizado

durante o periodo de estudo (Jacinavicius 2010).
3.1.1 ESTUDOS TAXONOMICOS

Para o estudo taxonomico convencionou-se denominar de ameostra a por¢do ou
aliquota da cepa retirada no momento da repicagem e de populacéio o conjunto de individuos

dos quais foram obtidos as informag¢des morfoldgicas e métricas.

A identificacdo em nivel infragenérico foi feita com base nas caracteristicas
morfoldgicas e métricas das populagdes. Para a analise taxondmica foram retiradas amostras
de cada uma das cepas durante dez meses. Para andlise morfoldgica e métrica dessas
populagdes, foram examinadas, no minimo 50 individuos (n=50) em cinco ldminas de cada

amostra, durante os 10 meses.

As amostras foram examinadas em microscopia fotonica, Microscépio Binocular Carl-
Zeiss, modelo Axioskop-2, com reticulo micrometrado acoplado em aumentos de 400 ¢ 1.000
vezes ¢ as medidas celulares foram realizadas com auxilio do programa Axio Vision 4.6,
Zeiss. As medidas foram tomadas de forma aleatdria entre os espécimes. Foi utilizado

contraste de fase e nanquim, para evidenciar bainhas mucilaginosas.
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As caracteristicas morfoldgicas ¢ métricas avaliadas foram: forma, comprimento ¢
diametro das células; presenca ou auséncia de aerotopos, granulos ¢ bainha. Para as formas
cocodides, foram observados os planos de divisdo das células; quando colonial, foram
observados o arranjo e a distribui¢do das células, na colonia. Para os talos filamentosos, foram
observadas: forma e estrutura dos tricomas/filamentos; forma das células vegetativas;
constricdo nos septos; presenga de necridios; caliptra e presenca de ramificagdes. Ainda, para
as formas filamentosas heterocitadas foram observadas: presenca, numero, forma, dimensdes

e posi¢des de acinetos e heterocitos no tricoma.

O sistema de classificagéo utilizado foi o de Hoffman ez al. (2005) e a identificacdo foi
realizada com base em bibliografia especializada, incluindo floras (ex. Desikachary 1959,

Komarek & Anagnostidis, 1999 e 2005), artigos, revisdes e teses.

Para cada taxon identificado foi apresentado classificagcdo, descri¢do, ilustragoes,
material examinado, distribuicdo geografica para o estado de Sao Paulo e comentarios. Para a
distribuicdo geografica dos tdxons estudados, foram utilizados trabalhos exclusivamente

taxonomicos com descri¢des e ilustragoes.

As amostras estudadas foram fixadas em formol 4%, e depositadas no acervo do
Herbario Cientifico do Estado “Maria Eneyda P. Kauffaman Fidalgo” (SP) do Instituto de
Boténica de Sdo Paulo. Estas amostras estdo relacionadas a seguir, em ordem numérica

crescente de seus respectivos nimeros de acesso ao herbario:

1. CCIBt 3085 - SP401467: BRASIL. SA0 PAULO: Sdo Paulo, Reservatdério Guarapiranga,
IV-1997, CETESB s.n. (Amostra em meio liquido).

2. CCIBt 3102 - SP401468: BRASIL. SA0 PAULO: Nazaré Paulista, Represa Atibainha, IV-
1998, M.T.P. Azevedo s.n. (Amostra em meio liquido).

3. CCIBt 3163 - SP401469: BRASIL. SA0 PAuULO: Ribeirdo Preto, Lago de criacdo de

peixes, 1-2000, C.L. Sant’Anna s.n. (Amostra em meio liquido).

4. CCIBt 3246 - SP401470: BRASIL. SA0 PAULO: Sao Paulo, Instituto de Botanica, Lago da
Gargas, IX-2003, C.L. Sant’Anna s.n. (Amostra em meio liquido).

5. CCIBt 3244 - SP40171: BRASIL. SA0 PAULO: Sdo Paulo, Reservatorio Billings, 111-2003,
CETESB s.n. (Amostra em meio liquido).
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6. CCIBt 3287 - SP401472: BRASIL. SA0 PAULO: Pindamonhangaba, Instituto de Pesca,
viveiro experimental de aquicultura, 11-2009, C.T.J. Mercante s.n. (Amostra em meio

liquido).
Tratamento estatistico

A andlise descritiva dos resultados meétricos das populacdes foi realizada pelo
programa GRAPH PAD PRISM. Foram feitos graficos de caixas esquemadticas que
determinam a mediana e os quartis; como medidas de tendéncia central foi usada a média

aritmética e a mediana e como medidas de dispersdo os quartis (Q1, Q4) e o desvio padrio.
3.2. CULTIVO E OBTENCAO DE BIOMASSA PARA ESTUDOS QUIMICOS E BIOLOGICOS

As condigdes fixadas para o desenvolvimento de todas as cepas destinadas a producdo
de biomassa foram as mesmas utilizadas para a manuten¢do da Cole¢do de Cultura de

Cianobactérias do Nucleo de Pesquisa em Ficologia.

A producdo de biomassa para realizacdo dos estudos quimicos foi feita a partir de 5
mL de indculo da cepa, transferidos para erlenmeyer contendo 50 mL de meio ASM-1 liquido
esterilizado (Stanier et al. 1971). Apds um periodo de crescimento (que variou de duas a trés
semanas) sob agitacdo constante (70 rpm), os 50 ml foram transferidos para erlenmeyer com
500 mL de meio, mantidos sob agitagdo com igual freqiiéncia rotacional por duas a trés
semanas. A biomassa obtida foi transferida para erlenmeyer contendo 5.000 mL de meio de
cultura, que foi submetido a aerag@o constante, por periodo de duas a trés semanas (figura 3).
As cepas filamentosas foram cultivadas sob as mesmas condi¢des, porém sem agitacdo.

Assim, foram cultivados 10 L de cada cepa para obtencéo de biomassa.

As culturas foram periodicamente examinadas ao microscopio para confirmar a

inexisténcia de contaminagdo no meio.

A biomassa obtida foi levada para o Laboratorio de Quimica do Nucleo de Pesquisa
em Ficologia para os estudos quimicos das substancias ativas, sob a supervisdo da Dra.

Luciana Retz de Carvalho.
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Figura 3. Esquema do procedimento de multiplicagdo das cepas para a obtengdo de biomassa

com os respectivos tempos de crescimento.

Obtencio dos extratos: Para cada cepa, a biomassa obtida em cultura foi submetida a
liofilizagdo; o material liofilizado foi dividido em duas porgdes sendo a primeira delas
submetida a extrag¢@o (4 x) com 4acido acético 0,1 M por exposi¢do a ultrassom (4 x 10 min.,
50 W). Os extratos combinados foram centrifugados, liofilizados e pesados (Pyo & Shin
2002). A segunda porcao foi submetida a extragdo com metanol 100%, também por exposicdo
a ultrassom (4 x 10 min., 50 W), sendo os extratos metanolicos combinados, concentrados

para a eliminag¢do do solvente organico e o residuo obtido, liofilizado e pesado.
3.2.1. PESQUISA QUIMICA DE SUBSTANCIAS ATIVAS

A pesquisa quimica de substancias ativas foi realizada por Cromatografia Planar (CP).

Além disso a cepa CCIBt 3163 foi testada quanto a atividade anticolinesterasica.

Pesquisa cromatografica de microcistinas: Para essa analise, 1 mg de extrato em
acido acético, liofilizado, de cada cepa foi dissolvido em metanol/agua 75:25 (v/v) e aplicado
a placas de gel de Silica (20x20 cm, 0,25 mm, Kieselgel 60GF,s4, E.Merck), juntamente com
o padrdo. O cromatograma foi desenvolvido com a fase movel cloroféormio/metanol/agua,
64:36:8, v/v/v; (Poon et al. 1987; Harada et al. 1988, 1991, 1999), em atmosfera equilibrada
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pela colocagdo do solvente 20 min. antes das placas. Apds a corrida cromatografica, a placa
foi seca em corrente de ar, avaliada sob luz ultravioleta (A 254 nm e 365 nm) e derivatizada

com tetrametil benzidina (TMB) (Pelander et al. 2000).

Para essa derivatizagdo, a placa seca foi exposta, por 20 minutos, ao gas cloro, gerado
pela mistura de volumes iguais de HCl 10% e solug@o de permanganato de potassio 5%, em
seguida, aerada por 15 segundos ¢ nebulizada com TMB. Microcistinas sfo visiveis como

manchas amarelas, em fundo azul.

Pesquisa de saxitoxinas: Para essa andlise, 1 mg de extrato em &acido acético,
liofilizado, de cada cepa foi dissolvido em dgua deionizada e aplicado a placas de gel de Silica
(20x20 cm, 0,25 mm, Kieselgel 60GF;s4, E.Merck). O cromatograma foi desenvolvido no
mesmo sistema de eluentes utilizado para a pesquisa de microcistinas. A placa foi seca em
corrente de ar por uma hora, nebulizada com peroxido de hidrogénio 1%, aquecida a 100 °C
por 10 min e observada sob luz ultravioleta-A 365 nm. Saxitoxinas sdo visiveis como manchas

fluorescentes (Buckley ef al. 1976).

Pesquisa do aminoacido B-metilaminoalanina: Para essa andlise, 1 mg de extrato
em acido acético, liofilizado, de cada cepa, foi dissolvido em 4gua deionizada e aplicado a
placa cromatografica de gel de silica 60 F,s4, juntamente com o padrdo. O cromatograma foi
desenvolvido em butanol:acido acético:agua 4:1:1, v/v/v e a seguir foi secado em corrente de
ar. Apos a secagem, o cromatograma foi nebulizado com ninidrina ¢ aquecido a 110 °C, por

15 minutos (Merck 1971).
3.2.2. PESQUISA BIOLOGICA DE SUBSTANCIAS ATIVAS

Pesquisa de cianotoxinas “in vive”: Os bioensaios em camundongo foram realizados
segundo método preconizado pela Organizacio Mundial da Saude (Harada et al. 1999), no
Laboratdrio de Imunopatologia do Instituto Butantan, pela Dra. Marisa Rangel. Este teste
consiste na administracdo da amostra por via intraperitonial (i.p.), em camundongos machos
“Swiss-Webster”, pesando de 19 a 21 g. Cada animal-teste recebe o equivalente a 20 mg de

extrato liofilizado, reconstituido com 750 pL de 4gua destilada, sendo utilizadas triplicatas.

Os animais foram observados durante sete dias quanto aos sinais de intoxicagdo e as

mudangas comportamentais, conforme tabela 4.
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Tabela 4. Sinais de intoxica¢do dos animais-teste durante os bioensaios: modo de agio;

cianotoxina, tempo decorrido até a morte, género, sintomatologia (adaptado de Calijuri ef al.

20006).
Modo de Cianotoxina Tempo até a Género Sintomatologia
acio morte
Hepatotoxina Microcistinas 5 minutos a 2 Microcystis, Anabaena, Diarréia, vomitos,
horas Planktothrix, Nostoce  fraqueza, palidez, e
Oscillatoria morte por hemorragia
Nodularinas Nodularia intrahepatica.
Neurotoxina  Saxitoxinas, em geral até 20  Oscillatoria, Anabaena, Paralisia progressiva dos
minutos (raro Cylindrospermopsis, musculos, respiragdo
até 12 horas) Planktothrix, Lyngbya ~ abdominal exagerada,
Anatoxinas Anabaena, Oscillatoria ~ convulsoes, e morte por
e Cylindrospermum parada respiratoria em
poucos minutos.
Citotoxina Cilindros- Até 7 dias Cylindrospermopsis Inibe a sintese protéica,
permopsina Aphanizomenon causa necrose no figado

€ rins

Pesquisa de inibidores de Acetilcolinesterase: O extrato metanolico da cepa CCIBt
3163 estudada foi submetido a cromatografia em gel de silica, empregando-se a fase movel
CHCI3/MeOH/H,O 64:36:08 (v/v/v). Este ensaio foi realizado no Nucleo de Pesquisa em
Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto de Botanica, com a colaboracdo da Dra. Maria

Claudia Marx Young e Dra. Luce Maria Branddo Torres.

Apds a eluigcdo, as cromatoplacas foram secas em corrente de ar e sobre elas foi
nebulizada a enzima acetilcolinesterase (500 U), dissolvida em tampéo Tris 0,05 M (pH 7,8) e
estabilizada pela adi¢do de 150 pg de albumina de soro bovino. As placas foram incubadas a
37 °C, durante 20 minutos. A seguir, as placas foram nebulizadsa com solugdo de 1-naftil
acetato em etanol e de Fast Blue B salt em agua que, reagindo com a enzima, mudou a
colorag@o das placas para purpura, em 1 a 2 minutos. Se presentes, substancias inibidoras da
acdo da enzima acetilcolinesterase formam manchas brancas, visiveis contra o fundo parpura
(Marston et al. 2002). Como padrdo positivo foram utilizados 5 pL de solucdo-mée do
alcaloide fisostigmina, em concentragdo de 1 mg/mL (3,63 mM) (Kiely et al. 1991,
modificado por Rhee ez al. 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTUDOS TAXONOMICOS

A partir da analise taxonomica das seis cepas estudadas foi possivel identificar cinco

taxons assim distribuidos: trés subclasses, cinco ordens, cinco familias e cinco géneros:

I. SUBCLASSE SYNECHOCOCCOPHYCIDAE
Ordem Synechococcales
Familia Synechococaceae
Rhabdoderma sancti-pauli CCIBt 3244
Ordem Pseudanabaenales
Familia Pseudanabaenaceae
Leptolyngbya angustissima CCIBt 3102
II. SUBCLASSE OSCILLATORIOPHYCIDAE
Ordem Chroococcales
Familia Chroococaceae
Cyanosarcina sp. CCIBt 3085
Ordem Oscillatoriales
Familia Phormidiaceae
Phormidium formosum CCIBt 3163 / CCIBt 3246
III. SUBCLASSE NOSTOCHOPHYCIDAE
Ordem Nostocales
Familia Rivulariaceae

Calothrix elenkinii CCIBt 3287

DESCRICAO TAXONOMICA:

I. SUBCLASSE SYNECHOCOCCOPHYCIDAE
Synechococaceae
Rhabdoderma Schmidle & Lauterborn 1900.
Rhabdoderma sancti-pauli Azevedo, Sant’Anna, Senna, Komarék & Komarkova. Hoehnea
30: 286. figs. 5-7. 2003. CCIBt 3244
Figura 17 a-n

Colonias irregulares, formadas por numerosas células irregularmente distribuidas em

envelope mucilaginoso incolor, inconspicuo, difluente, homogéneo. Células cilindricas,
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arcuadas ou sigmoides com extremidades arredondadas, 0,5-3,3 vezes mais longas que largas,
1,1-4,5 um compr., 0,6-1,7um diam.; conteudo celular verde azulado, homogéneo. Divisdo
celular simétrica ou assimétrica. Pseudofilamentos presentes. Reprodug@o por fragmentacao

da colonia por dissolug¢@o do envelope mucilaginoso.

Material examinado: BRASIL, SA0 PAULO: Sdo Paulo, Reservatorio Billings, I1I-
2003. CETESB, s.n. (SP401471).

Distribuiciio geografica no Estado de Sio Paulo: Lago do IAG, Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga (Honda & Azevedo 2004, Ferragut et al. 2005); como R. sigmoidea var.
minor (Azevedo et al. 1996). Trata-se da primeira citagdo da espécie para o Reservatorio

Billings.

Comentario: O género Rhabdoderma possui em torno de 10 espécies, sendo a espécie
tipo R. lineare Schmidle & Lauterborn. Os representantes do género sdo caracterizados por
colonias irregulares; com células cilindricas, como bastonetes com extremidades
arredondadas, distribuidas num envelope mucilaginoso, fino, hialino, inconspicuo. As células
se dispdem irregularmente na colonia, normalmente distantes umas das outras, podendo se
arranjar em pseudofilamentos, orientadas em uma direcdo (enfileiradas). As espécies do
género podem ser planctdnicas, perifiticas, bentonicas ou epifiticas; que vivem em ambientes
aquaticos continentais diversos; salinos, acidos, riachos, ou lagos; em sua maioria na regidao
temperada (Honda & Azevedo 2004). Komarek & Anagnostidis (1999) ressaltam que nestas
regides as espécies de Rhabdoderma ocorrem em ambientes aquaticos principalmente

oligotroficos.

Rhabdoderma sancti-pauli foi recentemente descrita para a ciéncia (Azevedo et al.
1996). No estado de Sao Paulo sua ocorréncia foi registrada em lagos com diferentes graus de
trofia no Parque Estadual das Fontes do Ipiranga (PEFI), como no Lago do IAG, um
reservatorio raso, oligotréfico, por Honda & Azevedo (2004), que observaram populagdes em
material cultivado a partir de amostras naturais do mesmo lago, e por Ferragut et al. (2005)
que registraram-na no perifiton e no plancton; as autoras mencionam ainda, a sua ocorréncia

no Lago das Gargas, que € um ambiente eutroéfico, como R. sigmoidea var. minor.

No presente trabalho foram registradas colonias irregulares, densas, como observado

por Honda & Azevedo (2004), em culturas da mesma espécie.

A variabilidade métrica registrada ao longo dos dez meses de observagdo (figuras 4 e
5) para as populacdes analisadas de Rhabdoderma sancti-pauli (CCIBt 3246), indica que a
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cepa mantida em cultura, conserva suas medidas, especialmente o didmetro celular,
considerado constante entre os meses 4 a 10 (figura 5 B). As dimensdes celulares descritas
originalmente para a espécie apresentam limites maximos maiores de comprimento (2,9-5,7
pm compr.; 0,9-1,5 pm didm. em Azevedo et al. 1996) que os apresentados na populagdo
deste estudo, € o maior conjunto de medidas obtidas neste estudo estd em torno dos valores
minimos (2,0-2,5 pm compr.; 1,0 um didm.), e de didmetro similares aos da descri¢do
original. Avaliando o comprimento celular ao longo dos meses, a maior amplitude de variag@o
foi observada no oitavo més (figura 4 ¢ 5). Assim, as condi¢des de cultura ndo alteraram as
medidas das células da espécie em questdo, sendo entdo uma boa caracteristica para separar

entre as espécies do género.

Rhabdoderma sancti-pauli
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Figura 4. Médias e desvio padrdo do comprimento (um) e do didmetro celular (um) (n=50)

de Rhabdoderma sancti-pauli (CCIBt 3246) ao longo dos dez meses de estudo em cultura.
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Figura S. Graficos de caixas esquematicas (medianas, quartis, n=50) do comprimento celular
(um) (A) e didmetro celular (um) (B) de Rhabdoderma sancti-pauli (CCIBt 3246) ao longo

dos dez meses de estudo em cultura.
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Familia Pseudanabaenaceae

Leptolyngbya Anagnostidis & Komarek 1988.

Leptolyngbya angustissima (West & G.S.West) Anagnostidis & Komarek, Algolog. Stud.,
80: 390. 1988. Basonimo: Phormidium angustissimum West & G.S.West, J. Bot. 35: 298.
1897. CCIBt 3102

Figura 18 a-m

Filamentos formando biofilmes, densamente emaranhados 1,4-1,7(2,2) um. Tricomas
cilindricos retos ou flexuosos, ndo atenuados, ndo captados, constritos. Bainha mucilaginosa
estreita, fina, firme, hialina, fortemente aderida ao tricoma. Células 1-3,5 vezes mais longas
que largas, 1,5-4,3 um compr., 1,0-1,4 um didm.; conteudo celular homogéneo, verde-azulado
palido, sem granulos; células apicais com dpices arredondados. Reproducédo por fragmentacio

do tricoma sem a formagdo de células necridiais.

Material examinado: BRASIL, SA0 PAULO: Nazaré Paulista, Reservatério Atibainha,
IV-1998, M.T.P. Azevedo s.n. (SP401468).

Distribuicio geografica no Estado de Sao Paulo: Lago do IAG, Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga (Ferragut et al. 2005); Pesqueiros em diferentes municipios: Embu das
Artes, S@o Paulo e Caucaia do Alto (Rosini 2010). Trata-se da primeira citagdo da espécie

para o Reservatdrio de Atibainha

Comentario: O género Leptolyngbya possui em torno de 100 espécies; € caracterizado
por filamentos estreitos, longos, emaranhados; envoltos por uma bainha de mucilagem; cujas
células se dividem simetricamente por fissdo binaria com ou sem formagao de necrideos. A

reprodugdo ocorre por hormogonios (Sant’Anna et al. 2006).

As populagdes analisadas concordam com a descricdo elaborada por Komarek &
Anagnostidis (2005), embora a razdo comprimento/largura das populagdes analisadas seja
menor que os valores apresentados na literatura. A mudanca de tais caracteristicas métricas
também pode ocorrer devido ao longo tempo de cultivo in vitro destes organismos, como

documentado e discutido por Albertano & Kovacik (1994).

No material estudado nfo foi registrado a formagdo de granulos nos septos,
diferentemente do que foi registrado por Johansen et al. (2008) em material proveniente de
rochas umidas do Parque Great Smoky Mountains (EUA) e de Rosini (2010) para populagdes

de pesqueiros na Regido Metropolitana de Sdo Paulo.
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O material estudado foi isolado de amostra de agua proveniente do Reservatdrio
Atibainha, municipio de Nazaré Paulista, coletada em abril de 1998. Carvalho (2003) avaliou
a comunidade fitoplanctonica de diferentes reservatérios do Estado de Sdo Paulo, entre
setembro de 1997 e junho de 1998, e registrou para este reservatorio Leptolyngbya sp.
Portanto, a ocorréncia de espécimes do género ja havia sido registrada no ambiente, embora
ndo foi possivel confirmar se compreende o mesmo tdxon; pois ndo foram apresentados
descri¢do e ilustragdo; embora as coletas tenham sido realizadas no mesmo ano 1998. O
Reservatdério Atibainha foi classificado pela autora como oligotréfico em todo o periodo

estudado.

De acordo com Komarek & Anagnostidis (2005), Leptolyngbya angustissima é
relatada como componente do perifiton de ambientes aquaticos continentais, amplamente
distribuida nos tropicos e subtropicos; também registradas sob rochas e solos; no entanto, os
autores ndo mencionaram as condi¢des de trofia dos ambientes aquaticos nos quais foram
registradas. No Estado de Sdo Paulo, L. angustissima ocorre em ambientes oligotréficos
(Reservatorio Atibainha e Lago do IAG - Ferragut et al. 2005) e recentemente foi registrada

em ambientes eutrofizados como pesqueiros por Rosini (2010).

A tabela 5 apresenta as principais caracteristicas de Leptolyngbya angustissima e
outras duas espécies do género registradas em ambientes oligotroficos no Estado de Sao

Paulo.

As dimensdes celulares descritas originalmente para Leptolyngbya angustissima
possuem limites maximos 1,6-5,6 um compr.; 0,6-1,0 um diam. (Komarek & Anagnostidis
(2005) maiores que os apresentados para a populagdo estudada; dentre os meses estudados,
sete deles (meses de 1 a 6 ¢ més 9) apresentaram 50% das medidas obtidas em torno dos
valores minimos de comprimento (figura 7 A) entre 2,0-2,5 pm. Ainda, avaliando o
comprimento celular, a maior amplitude de variacdo foi observada no sétimo e oitavo meés
(figura 7), o que também refletiu nos maiores valores médios obtidos nestes meses (figura 6).
A variabilidade métrica registrada ao longo dos meses de observagdo (figura 6) para as
populagdes analisadas indica que a cepa mantida em cultura, conserva suas medidas tanto o

comprimento quanto o didmetro celular (figura 7 B).
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Figura 6. Média e desvio padrdo do comprimento (um) e do didmetro celular (um) (n=50) de

Leptolyngbya angustissima (CCIBt 3102) durante os dez meses de estudo em cultura.
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Figura 7. Graficos de caixas esquematicas (medianas, quartis, n=50) do comprimento celular
(um) (A) e diametro celular (um) (B) de Leptolyngbya angustissima (CCIBt 3102) ao longo

dos dez meses de estudo em cultura.
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II. SUBCLASSE OSCILLATORIOPHYCIDAE
Chroococaceae
Cyanosarcina Kovacik 1988.
Cyanosarcina sp. CCIBt 3085
Figuras 19 a-f; 20 a-k

Colonias jovens esféricas, posteriormente irregulares formando pacotes de células
densamente agregados. Células esféricas a subesféricas, 3,0-5,9 um diam.; apds divisdo
celular agrupadas em coldnias tridimensionais facilmente dissocidveis, contetido celular
homogéneo, verde-azulado; células-filhas, 1,9-3,0 um diam. Reproducdo por liberagdo de

células ou grupo de células.

Material examinado: BRASIL: SA0 PAULO, S8o Paulo, Reservatorio Guarapiranga,
IV-1997, CETESB s.n. (SP401467). Trata-se da primeira citacdo da espécie para o

Reservatério Guarapiranga.

Comentario: Em Komarek & Anagnostidis (1999) o género Cyanosarcina pertence a
familia Chroococcaceae, caracterizada pela divisdo celular em trés ou mais planos; as células
se dividem irregularmente, ndo atingem o tamanho original antes da proxima divisdo,
formando colonias arranjadas em pacotes tridimensionais; porém as células permanecem
sempre em contato uma com a outra; sendo a espécie tipo Cyanosarcina fontana Kovacik,
descrita de material perifitico, original de regido temperada. Em Hoffman er al (2005)
Cyanosarcina assim como outras cianobactérias cocdides representantes de Chroococcales
sensu lato passaram a subclasse Oscillatoriophycidae, por possuirem tilacoides com arranjos

radiais.

O género possui de oito a dez espécies, que se desenvolvem no metafiton e perifiton,
em ambientes subaéreos, pantanos e fontes termais (Komarek & Hauer 2011). Apenas duas
espécies sdo citadas para a flora paulista: Cyanosarcina sp. foi a primeira citagdo do género
para o Brasil, descrito a partir de material edafico coletado no Jardim Botanico de Sao Paulo
por Azevedo (1991). Neste trabalho a autora comentou a semelhanga das populagdes
analisadas com representantes de Pseudocapsa (coldnias que formam pacotes de células
densamente agregadas, sem a produgdo de nandcitos, baedcitos), no entanto, como apos o0s
dois primeiros planos de divisdo, as colonias ndo apresentaram arranjo radial, a autora
identificou como Cyanosarcina sp. Sant’Anna et al. (1995) citaram para o Brasil
Cyanosarcina thalassia Anagnostidis & Pantazidou, encontrada em material epilitico,

coletada na regido supralitoranea em praias de Itanhaém, Sdo Paulo.
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Comparando a populagdo estudada com as demais espécies do género, Cyanosarcina
sp. assemelha-se a Cyanosarcina sp. observada por Azevedo (1991) e a Cyanosarcina
huebeliorum Komarek & Anagnostidis, pois possuem dimensdes celulares, cor, bainha, e
forma da colonia semelhantes (tabela 6); porém estes trés taxons diferem entre si pelo
ambiente em que foram registrados. Cyanosarcina sp. registrada por Azevedo (1991) foi
coletada entre 5-20 cm de profundidade no solo do Jardim Botanico de Sio Paulo;
Cyanosarcina huebeliorum Komarek & Anagnostidis foi mencionada de material em cultura
em uma universidade alemd, de amostras proveniente de material subaéreo, cuja localidade
ndo foi definida (Komarek & Anagnostidis 1999); e, as populacdes estudadas sdo
provenientes de amostras do reservatorio Guarapiranga, um ambiente classificado como

eutréfico desde a década de 70 (CETESB 2005).

Cyanosarcina sp. foi isolada de amostras de agua do reservatério Guarapiranga,
entretanto, nos trabalhos 14 realizados (ex. Beyruth 1996, Rodrigues 2008, Sant’Anna et al.
2007) nenhum taxon deste género foi mencionado. Honda & Azevedo (2004) discutiram
sobre organismos pertencentes a flora potencial. Em amostras da natureza, organismos
presentes em baixas densidades (espécies raras) podem néo ser registrados durante as andlises
taxondmicas, mas a partir do momento em que sZo inoculados em meio de cultura, em
condi¢des controladas, estas espécies podem vir a se desenvolver, caracterizando um conjunto
de organismos chamados de microbiota potencial do ambiente. Portanto, em acordo com os
autores, Cyanosarcina sp. poderia ser considerada entdo, um dos organismos da microbiota

potencial para o reservatdrio Guarapiranga.

A variabilidade métrica registrada ao longo dos dez meses de observagdo (figuras 8 e
9) para as populagdes de Cyanosarcina sp. indica que a cepa mantida em cultura, conservou
suas medidas. Alguns limites maximos alcangaram até 5,0 um de didm.; o maior conjunto de

medidas foi registrada entre 3,0-4,0 um diam. (figura 9).
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didmetro celular

Meses

Figura 8. Média e desvio padrio do didmetro celular (um) (n=50) de Cyanosarcina sp.

(CCIBt 3085) durante os dez meses de estudo em cultura.
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Figura 9. Grafico de caixas esquematicas (medianas, quartis, n=50) do didmetro celular (um)

de Cyanosarcina sp. (CCIBt 3085) ao longo dos dez meses de estudo em cultura.
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Phormidiaceae

Phormidium Kiitzing ex Gomont 1892.

Phormidium formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis & Komarek Algolog. Stud., 40: 405.

1988. Basonimo: Oscillatoria formosa Bory ex Gomont, Ann. Sci. Nat. Bot., 16: 230. 1892.
CCIBt 3163

Figura 21 a-n

Tricomas dispostos paralelamente em feixes, cilindricos, retos. Tricomas curvos
apenas nas duas ultimas células, levemente atenuado em direcdo ao apice, levemente
constritos, com granulos nos septos. Células subquadraticas, 0,5-1 vez mais longa que larga,
(1,7) 2,5-5,0 (6,0) pm compr., 2,0-3,8 um didm. Célula apical conico-arredondada. Conteudo
celular verde azulado, finamente granular. Motilidade intensa. Reprodug@o por fragmentacado

do tricoma sem formagéo de células necridiais.

Material examinado: BRASIL, SA0 PAULO: Ribeirdo Preto, Lago de criagdo de
peixes, 1-2000, C.L.Sant ’Anna s.n. (SP401469).

Phormidium formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis & Komarek Algolog. Stud., 40: 405.
1988. Basonimo: Oscillatoria formosa Bory ex Gomont, Ann. Sci. Nat. Bot., 16: 230. 1892.
CCIBt 3246
Figura 22 a-r
Tricomas dispostos paralelamente em feixes, cilindricos, retos. Tricomas curvos
apenas nas duas ultimas células, levemente atenuado em direcdo ao apice, levemente
constritos. Células subquadraticas 0,4-1 vez mais longa que larga, (1,6) 2,0-4,2 (6,0) um
compr., 2,0-4,4 (5,0) um didm. Célula apical conico-arredondada. Conteudo celular verde
oliva, homogéneo. Motilidade intensa. Reproducdo por fragmentacdo do tricoma por

formagoes de células necridiais.

Material examinado: BRASIL, SA0 PAULO: Sdo Paulo, Instituto de Botanica, Lago
das Gargas, [X-2003, C.L.Sant’Anna s.n. (SP401470).

Distribuicio geografica no Estado de Sao Paulo: como Oscillatoria formosa Bory
ex Gomont (Sant’Anna & Azevedo 1995). Trata-se da primeira citagdo da espécie para o

Lago das Gargas.

Comentario: O género compreende cerca de 200 espécies com diversa distribuigéo
geografica. S8o organismos filamentosos, ndo ramificados, geralmente agregados, raramente
solitarios. Tricomas retos ou ondulados, com células cilindricas ou em forma de barril, mais
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ou menos isodiamétricas ou ligeiramente mais curtas que largas. Os tricomas podem ser
constritos ou ndo, sem aerotopos, ¢ o conteudo celular granuloso ou homogeneo. Os apices

podem ser atenuados, com ou sem caliptra (Komarek & Anagnostidis 2005).

Ambeas as cepas foram identificadas como Phormidium formosum e para a discussdo, a
cepa CCIBt 3163 foi denominada como populagdo A e a cepa CCIBt 3246 como populagdo
B.

A populacdo A apresentou tricomas levemente ou ndo constritos (figura 21 d-g),
coloragdo verde azulado intenso, granulos nos septos e arranjo macroscopico regular
formando circulos na parede dos frascos, em contato com a superficie da agua, mas nido
submerso. Enquanto a populacdo B apresentou tricomas constritos, coloragdo verde oliva,
conteudo celular homogéneo e arranjo macroscopico como um biofilme submerso na agua.
Ambas as populagdes apresentaram tricomas longos, levemente atenuados em direcdo ao

apice (figuras 21 e 22) e motilidade intensa.

Estas caracteristicas aproximam morfologicamente Phormidium chalybeum (Mertens
ex Gomont) Anagnostidis & Komarek de Phormidium formosum, diferindo pela constrigdo
nos septos e dimensoes celulares. Phormidium chalybeum possui células de 0,3-0,5 vezes
mais longa que larga; com 6,0-8,5 um didm; enquanto as células de P. formosum sdo até 2,0
vezes mais longa que larga; com 3,8- 6,0 um diam. O didmetro dos tricomas da populagdo B
sempre foi menor (figura 10A), ndo atingindo as medidas minimas de P. chalybeum
(Komarek & Anagnostidis 2005). Dessa forma as medidas das populagdes das duas cepas se
sobrepdem de forma correspondente as medidas de P. formosum de acordo com a descri¢do

mais recente de Komarek & Anagnostidis (2005) e McGregor (2007).

Phormidium formosum ja foi registrado em diferentes ambientes aquaticos em varias
regides do pais: Martins (2010) registrou tricomas solitarios da espécie no plancton e no
metafiton de diferentes lagoas da regido sul de Porto Alegre, RS; Malone (2010) registrou P.
formosum nas lagoas salinas do Pantanal em Corumba, MS, e cita a ocorréncia da espécie em
Caceres, MT; Rosini (2010) encontrou esta espécie no plancton de amostras provenientes de

pesqueiros da Regido Metropolitana de Sdo Paulo.

Phormidium formosum foi citado pela primeira vez para Sdo Paulo por Sant’Anna &
Azevedo (1995). As autoras mencionaram que esta espécie apresenta distribuicio
cosmopolita, porém ndo foi citado para o Lago das Gargas (Sant’Anna et al. 1989, Tucci et

al. 2006). Komarek & Anagnostidis (2005) mencionaram a ocorréncia da espécie como
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perifitica e bentonica de diferentes ecossistemas aquaticos Iénticos, tais como lagos, fontes
termais, aguas salinas e ambientes poluidos por esgoto. No entanto, formam massas que
podem se desprender do substrato e permanecerem livres na coluna d’agua (como metafiton),

como foi discutido por McGregor (2007).

As populagdes observadas neste estudo foram isoladas de ambientes aquéticos rasos e
eutrofizados: pesqueiros (Mercante et al. 2006; Rosini 2010) e Lago das Gargas (Tucci &
Sant’ Anna 2003).

As dimensdes celulares de Phormidium formosum descritas originalmente sdo 2,0-5,6
um compr.; 3,8-6,0 um didam. A populagio A apresentou maior numero de células
isodiamétricas, com tricomas mais finos (2,5-5,0 um compr., 2,0-3,8 um didm.). Enquanto a
populagdo B, apresentou células mais largas que longas e tricomas mais largos (2,0-4,2 (6,0)

um compr., 2,0-4,4 (5,0) um diam. (figuras 10 e 11).
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Phormidium formosum CCIBt 3163
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Figura 10. Média e desvio padrdo do comprimento (um) e do didmetro celular (um) (n=50)
de das cepas de Phormidium formosum (CCIBt 3163) A e (CCIBt 3246) B ao longo dos dez

meses de estudo em cultura.
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Figura 11. Graficos de caixas esquematicas (medianas, quartis, n=50) do comprimento
celular (um) (A) e didmetro celular (um) (B) das cepas de Phormidium formosum (CCIBt
3163 A e CCIBt 3246 B) ao longo dos dez meses de estudo em cultura.

I1I. SUBCLASSE NOSTOCHOPHYCIDAE
Rivulariaceae
Calothrix C.Agardh ex Bornet & Flahault 1886
Calothrix elenkinii Kossinskaja Not. Syst. Crypt. Inst. Horti Bot. Petropol., 3:11, 1924.
CCIBt 3287

Figuras 23 a-m; 24 a-h

Tricomas heteropolares freqlientemente agregados. Bainha mucilaginosa firme,
homogénea, incolor, aberta no apice, sem formagéo de pélo terminal. Tricomas intumescidos
na base, curvos, constritos. Células subquadraticas, em forma de barril, 0,5-2,0 vezes mais
longa que larga, na base; (2,9) 3,5-7,8 um compr.; (3,5) 4,0-6,0 (7,5) um didm. Na regido
mediana do tricoma, células cilindricas 0,5-1,5 (2,5) mais longa que larga, 3,0-9,0 um compr.,
2,5-6,0 um didm. Conteudo celular granuloso, verde oliva. Heterocitos basais conicos-
arredondado a subconicos, raramente hemisféricos, 0,8-2,0 (2,3) vezes mais longo que largo;

(3,0) 4,0-6,0 (7,0) pm compr., (3,0) 3,8-6,0 um diam.
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Material examinado: BRASIL, SA0 PAULO: Pindamonhangaba, Instituto de Pesca,

viveiro de piscicultura experimental, [1-2009, C.T.J. Mercante s.n. (SP401472).
Distribuicio geografica no Estado de Sio Paulo: primeira citacio para o estado.

Comentarios: O género Calothrix possui cerca de 60 espécies, ¢ caracterizado por
tricomas heteropolares, em que a porcdo basal, heterocitada, difere da porcdo apical,
frequentemente atenuada, as vezes com formagio de pélo hialino. A por¢do basal do tricoma
geralmente estd associada ao substrato. A bainha estd sempre presente, firme, homogénea ou
lamelada, incolor ou castanha a amarelada. Os heterocitos podem ser esféricos ou
hemisféricos e ocasionalmente ocorrem heterocitos intercalares cilindricos. Apenas em

algumas espécies ocorre formagéo de acinetos (Sant’Anna et al. 2006).

A espécie que mais se aproxima da populacio estudada é Calothrix elenkinii
especialmente em relacdo as dimensdes celulares, morfologia do tricoma e caracteristicas da
bainha: incolor, ndo lamelada, aberta na porcéo apical, sem formacdo de pélo hialino (tabela
7). Assim, o material analisado concorda com a descri¢do apresentada em Desikachary
(1959). Porém, o autor ndo menciona a forma dos heterocitos, mas os ilustra como
hemisféricos (figura 24-h) enquanto que na populagédo estudada os heterocitos sdo conicos a

subconicos.

A maioria das espécies de Calothrix sdo perifiticas (Sant’Anna et al. 2006) e se
desenvolvem sobre diferentes substratos naturais ou artificiais. Segundo Desikachary (1959)
C. elenkinii ocorre sobre rochas submersas. O material estudado foi isolado de amostra de
agua proveniente de um viveiro de aquicultura, onde comumente ocorrem algas e
cianobactérias perifiticas. A populacdo estudada proveniente de ambiente de dgua doce
apresenta base intumescida, com até 10 pm didm. Outras seis espécies de Calothrix
apresentam as mesmas caracteristicas, no entanto apenas C. elenkinii apresenta bainha aberta

no apice. A tabela 7 apresenta as principais caracteristicas dessas espécies.

Poucos s@o os trabalhos que citam C. elenkinii: na Australia (Day et al. 1995);
Roménia (Caraus 2002) e Espanha (Mateo et al. 2006). Enquanto Komaroky & Padisak
(1999) relataram C. elenkinii em lista de espécies que ocorrem nos solos do Parque Nacional

KinKunsag, Hungria.

A populagdo estudada apresentou ampla variagdo morfologica (figuras 23 e 24) e

métrica (figuras 12 e 13) ao longo do periodo de estudo em cultura. Principalmente no que diz
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respeito as porg¢des basais dos tricomas, a forma dos heterocitos e a constricdo nos septos

(figuras 23 e 24).

As dimensdes celulares do comprimento das células vegetativas e dos heterocitos
descritas por Desikachary (1959) para Calothrix elenkinii ndo sdo propriamente mencionadas.
As medidas de didmetro sdo, para célula vegetativa, de 6,0-9,0 um (base do tricoma); 4,5-6,0
um (meio do tricoma) e para o heterocito, de 4,5-7,0 um. A variabilidade métrica do didmetro
das células vegetativas apresentou a maior parte do conjunto de medidas entre 4,0-6,0 um
(figura 13), que correspondem as medidas da espécie descrita em Desikachary (1959). As
medidas médias do didmetro dos heterocitos apresentaram limites minimos ainda menores

que a descricdo original 3,8-4,8 pm (figura 12B).
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Figura 12. Média e desvio padrdo do comprimento (um) e do diametro da célula vegetativa
(A) e do heterocito (um) (B) de Calothrix elenkinii (CCIBt 3287) durante os dez meses de

estudo em cultura (n=50).
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Calothrix Heterocito
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Figura 13. Graficos de caixas esquematicas (medianas, quartis, n=50) do comprimento da

célula vegetativa e do heterocito (um) (A) e didmetro da célula vegetativa e do heterocito
(um) (B) das cepas de Calothrix elenkinii (CCIBt 3287) ao longo dos dez meses de estudo em

cultura.
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4.2 PESQUISA QUIMICA DE SUBSTANCIAS ATIVAS

Para dar inicio a pesquisa quimica de substincias ativas, o peso das biomassas
liofilizadas a partir de 10 L de cada cepa cultivada, o solvente utilizado, o peso de seus

extratos e 0s seus respectivos rendimentos estdo descritos na tabela 8.

Tabela 8. Pesos das biomassas liofilizadas de cada cepa, dos extratos e seus respectivos

rendimentos.

Cepa Biomassa liofilizada (g) Solvente Extrato (mg) Rendimento
Cyanosarcina sp. 0,3683g * MeoH 0,0245 -
CCIBt 3085 0,3683 Ac. Acético 0,1490 40,46%
Leptolyngbya 0,5360¢g 0,2607 MeoH 0,0713 27,35%
angustissima . 0
CCIBt 3102 0,1136 Ac. Acético 0,0695 61,18%
Phormidium 0,7690¢g 0,3594 MeoH 0,0696 19,37%
formosum » o
CCIBt 3163 0,1740 Ac. Acético 0,0626 35,98%
Rhabdoderma 3,7164¢g 1,0056 MeoH 0,3106 30,89%
sancti pauli . o
CCIBt 3244 1,0049 Ac. Acético 0,5133 51,08%
Phormidium 0,7582¢g 0,3299 MeoH 0,0465 14,10%
Sformosum % 0
CCIBt 3246 0,2503 Ac. Acético 0,1168 46,66%
Calothrix 0,8044¢g 0,3282 MeoH 0,0790 24,07%
elenkinii . o
CCIBt 3287 0,2747 Ac. Acético 0,0948 34,51%

* = a biomassa utilizada para esta extragdo foi obtida diretamente do filtro utilizado.

Os testes cromatograficos para pesquisa da presenca de cianotoxinas apresentaram
resultado positivo para o extrato acido da cepa Phormidium formosum CCIBt 3163. Este € o
primeiro relato de producédo de toxina do grupo das saxitoxinas por uma cepa de Phormidium
formosum (figura 14).

As saxitoxinas sdo produzidas por representantes de géneros Anabaena,
Cylindrospermopsis, Planktothrix e Lyngbya (Carvalho 2006, Van Apeldoorn et al. 2007). No
Brasil a producdo destas toxinas ja foi documentada para cepas de Planktolyngbya cf.
reilingii, Raphidiopsis brookii, (Sant’Anna & Azevedo 2008) para floracdes de Anabaena
circinalis, Aphanizomenon issatschenkoi (Cuspidothrix issatschenkoi) e por distintas
popula¢des de Cylindrospermopsis raciborskii nas regides Nordeste ¢ Sul do pais (Lagos et

al. 1999, Molica et al. 2002).
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Figura 14. Cromatograma em gel de silica do extrato em acido acético da cepa CCIBT 3163
desenvolvida na fase movel cloroférmio/metanol/dgua 64:36:8 (v/v/v), derivatizada com
peroxido de hidrogénio 1% e observada e documentada sob radiacdo UV 365 nm. As setas

indicam as manchas fluorescentes que comprovam a presenga de saxitoxinas.

Estudos anteriores realizados por Lilleheil et al. (1997) na cepa Oscillatoria formosa
NIVA-CYA 92 (atualmente Phormidium formosum) mostraram sua letalidade, por testes via
oral e intraperitonial em camundongos e que a toxina presente seria a homoanatoxina-a, que

bloqueia a indug@o nervosa por ligar-se aos receptores da acetilcolina.

Posteriormente, Baker ef al. (2001) constataram a toxicidade, por testes em
camundongo, de floragdo de Phormidium aff. formosum, cujas amostras foram coletadas em
reservatorio de abastecimento no sul da Australia. Embora os autores ndo tenham identificado
a toxina como nenhuma das cianotoxinas conhecidas, nem a caracterizaram quimicamente,
realizaram testes preliminares que indicaram sua baixa solubilidade em 4gua e em solventes

organicos.

Os testes cromatograficos para pesquisa de microcistinas e saxitoxinas apresentaram

resultados negativos para os extratos de todas as demais cepas estudadas.
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Para a pesquisa de B-metil-amino-alanina foi analisado apenas o BMAA livre nos
extratos em 4cido acético de todas as cepas cultivadas, sendo que a figura 15 mostra que as

cepas CCIBt 3085, 3224, 3246 e 3287 continham tragos deste aminoacido.

Figura 15. Cromatografia em placa de gel de silica; fase movel: butanol:acido acético:agua
4:1:1, v/v/v; derivatizante: ninidrina. As setas indicam as manchas cujo Ry 0,11 coincide com

o do padrdo de BMAA.

O teste revelou que quatro das seis cepas apresentaram resultados positivos (tabela 9)
para a presenca de BMAA livre. Estudos posteriores serdo realizados para a pesquisa de

BMAA associado as proteinas.
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Tabela 9. Resultados positivos de BMAA livre encontrado em cepas no presente estudo.

Cepa Ambiente Habitat
Cyanosarcina sp. CCIBt 3085 Represa Guarapiranga Perifitico
Rhabdoderma sancti-pauli CCIBt 3244 Represa Billings Plancténico
Phormidium formosum CCIBt 3246 Lago das Gargas Perifitico
Calothrix elenkinii CCIBt 3287 Tanque de Aquicultura Perifitico

Cox et al. (2005) investigaram a producdo de BMAA em diversas cepas de
cianobactérias: nas marinhas, nas de agua doce, naquelas que vivem em simbiose, € nas de
vida livre. Dentre as cianobactérias simbiontes 73% produziram BMAA; enquanto as de vida-
livre 95% delas também produziram. Muitas destas cepas ndo estavam identificadas em nivel
especifico, porém os autores também estudaram cepas de Phormidium e Calothrix, que
apresentaram resultados positivos. Ndo ha na literatura dados relativos a produ¢do de BMAA
por cepas de Cyanosarcina ¢ de Rhabdoderma, sendo este o primeiro relato da ocorréncia

deste aminoacido nestes géneros.
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4.3 PESQUISA BIOLOGICA DE SUBSTANCIAS ATIVAS

Para a realizagdo dos bioensaios, de cada extrato foram separados 60 mg para
adminstragdo intra-peritonial em camundongos, com exce¢do do extrato metandlico de
Cyanosarsina sp. CCIBt3085, que ndo foi obtido em quantidade suficiente (tabela 10). Os

resultados dos testes toxicoldgicos realizados com as amostras estio na tabela 11.

Tabela 10. Resultados dos bioensaios realizados em camundongos (n=3) para cianotoxinas:
solventes (natureza dos extratos), resultados dos bioensaios (+ : positivo, - negativo) e
variag@o dos pesos dos animais (Peso inicial: pinicial; peso final: psna € diferenca do peso inicial

e final: Ap).

Peso
Cepa Solvente Camundongo Resultado Do @) | D) | [ Ap (8)
. I = 20,5 26,4 5.8
?ggfg’ gglsna Sp- Ac. Acético II - 21,0 26,6 5,6
11 - 21,7 24,8 3.1
I = 19,9 24,1 4.2
Lol Ac. Acético 1I 5 20,5 25,8 5,3
ang us;lfsﬁ ni’a it - 20,7 25,5 4.8
CCIBt 3102 I - 214 268 34
MeoH I - 19,7 26,7 7,0
1l - 21,3 26,0 4,7
I + 21,1 - -
- Ac. Acético il + 19,9 - =
J]; }:701: (’Z ’u ‘i’;’m it + 20,5 - -
CCIBt 3163 ! + 21,7 - -
MeoH I + 20,7 - -
11 + 19,8 . -
I - 19,3 229 3,6
~Ac. Acético I - 20,6 26,5 5,8
ﬁc}ztzll;doderma sancti T . 195 253 58
CCIBt 3244 ! - 200 252 3.2
MeoH I - 19,6 25,6 6,0
11 - 19,1 22,7 3,6
I - 21,7 242 2,5
o Ac. Acético il - 21,5 22,0 0,5
;ﬁig’;’ua;”m it . 211 26,1 5,0
CCIBt 3246 I - 21,3 24,6 3.3
MeoH I - 21,5 26,8 53
11 = 20,5 24,7 4.2
I - 21,3 26,5 52
Ac. Acético 1I 5 21,7 23,6 1,9
Calothrix elenkinii 111 = 21,2 28,5 7,3
CCIBt 3287 I S 21,1 254 43
MeoH I - 21,7 236 1,9
1l - 21,2 28,5 73
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Os sinais de intoxica¢do apresentados pelos animais, no periodo pos-administragéo
dos extratos, foram observados e anotados tendo-se como referéncia os indicadores

(parametros) escolhidos por Brito (1994). Esses sinais foram compilados na tabela 11.

Os resultados mostram que apenas os extratos de Phormidium formosum CCIBT 3163,
por administraco i.p., causaram intoxicag¢@o aguda nos animais, levando-os a dbito. Portanto
a toxicidade de saxitoxina no ensaio pelo extrato acido de Phormidium formosum CCIBT
3163 foi confirmada. O extrato metandlico também apresentou toxicidade, e alguns sinais de

intoxica¢do diferenciados estdo detalhados na tabela 11.

Tabela 11. Sinais de intoxicagdo observados nos animais-teste (n=3) que receberam extratos

(em acido acético e metandlico) da cepa Phormidium formosum CCIBT 3163.

Tempo apos

Solvente Animal-teste  Sinais observados Nl
aplicacio

A | Tremores, ofegante, convulsao morte pos 2 min.

c. ~ ; .
acético II Tremores, ofegante; convulsdo morte pds 1 min.
I Tremores, ofegante; convulsio morte pds 2 min.

Dificuldade de locomogao (contor¢do) tremores, : .
| ~ morte pos 6 min.

convulsdo

MeOH ~ ; 2

11 Tremores, convulsio, cauda em straube morte pos 2 min.

Dificuldade de locomog¢do (cambaleante);

11 ~
tremores, convulsio, cauda em straube

morte pos 4 min.

Segundo Brito (1994), esses sinais indicam que ambos os extratos de Phormidium
formosum CCIBT 3163 tiveram aglo sobre o sistema nervoso central, tais como as
cianotoxinas neurotdxicas, que bloqueiam a transmiss@o dos impulsos nervosos, levando o
animal a obito em minutos por parada respiratéria (Carvalho et al. 2006). Entretanto, essas
neurotoxinas (saxitoxinas e anatoxinas) sdo alcaldides bastante polares e sdo todos extraidos

pela solugdo de acido acético.

No presente trabalho, o extrato metandlico que apresentou toxicidade nido provocou
sinais de intoxicacdo semelhantes aos das microcistinas, heptapeptideos hepatotoxicos, que
levam o animal intoxicado ao ébito em intervalos que variam de 50 minutos a 2 horas, por
choque hipovolémico, causado por hemorragia intra-hepatica, quadro néo observado nesses
bioensaios. Por outro lado, a solubilidade e a polaridade do extrato metandlico e os testes
quimicos preliminares com ele realizados, afastam a possibilidade de a toxina ser também
uma substancia pertencente ao grupo das saxitoxinas ou das anatoxinas-a, soliveis em agua,

sendo as primeiras facilmente degraddveis em pH néo acido.
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Entre outras possibilidades, substdncias com atividade anticolinesterasica, como a
anatoxina-a(s), poderiam apresentar as mesmas reagdes nos animais que o extrato metandlico
da cepa CCIBT 3163; até o presente momento, apenas duas outras substdncias que
apresentam esta atividade foram isoladas de cianobactérias; a ja citada anatoxina-a(s) e a
nostocarbolina. A primeira ¢é sintetizada por Anabaena flos-aquae, Oscillatoria spp.,
Anabaena circinalis, Aphanizomenon flos-aquae e Cylindrospermum spp. e inibe
irreversivelmente a enzima anticolinesterase, impedindo a hidrolise da acetilcolina o que
bloqueia a transmisséo elétrica nos musculos esqueléticos estriados de mamiferos, e em dose
suficiente, leva a paralisia, asfixia e morte (Rodriguez et al. 2006). No Brasil, mais
especificamente no Rio Grande do Sul (Monserrat et al. 2001) e em Pernambuco (Molica et
al. 2005), a anatoxina-a(s) foi detectada em floragdes de Anabaena spiroides, através de teste

de inibi¢do de acetilcolinesterase.

A nostocarbolina é um alcaldide extraido de linhagem pertencente ao género Nostoc,
cuja atividade foi testada somente in vitro, desconhecendo-se seus efeitos em mamiferos; essa

substancia apresentou também ag¢fo algicida (Becher et al. 2009).

Considerando o grande interesse que substincias com atividade anticolinesterdsica
despertam devido ao papel que desempenham no controle da Doenca de Alzheimer, os
extratos foram submetidos a pesquisa desta atividade antienzimdtica. Esta doenca esta
associada a perda de neurdnios colinérgicos; uma substincia inibidora da enzima
acetilcolinesterase atuaria na fenda sinaptica, ndo degradando os neurotransmissores (Oliveira
1994). Por outro lado, dependendo da dose em que forem administrados, os
anticolinesterasicos podem ser extremamente toxicos para mamiferos, levando-os a morte por

parada respiratdria, em uma intoxicac¢do aguda, como observado nos bioensaios.

O resultado do ensaio bioautografico com a enzima anticolinesterasica esta
apresentado na figura 16. A mancha branca contra um fundo na cor purpura, com Rf =2,5,
indica a posi¢@o de substancia com efeito inibitorio sobre a enzima anticolinesterase (AChE),

contida no extrato metandlico da cepa Phormidium formosum CCIBT 3163.
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Figura 16. Bioautografia com o extrato metanolico de Phormidium formosum CCIBT 3163.
O halo (seta) indica substincia inibidora da atividade anticolinesterasica. Placa
cromatografica de gel de silica; fase mdvel composta por cloroférmio/metanol/agua 64:36:8

(v/vIv).

Estudos para verificar correlagdes entre a toxina e a substincia com atividade
anticolinesterdsica presentes no extrato de Phormidium formosum CCIBT 3163 serdo

realizados posteriormente.
4.4 COLECAO DE CULTURA DE CIANOBACTERIAS

A Colegdo de Culturas do Instituto de Botanica (CCIBt) possui atualmente cerca de
330 cepas de cianobactérias, destas 45% estdo identificadas até espécie, 12% identificadas
apenas em nivel genérico e 43% possuem identificacdo em diferentes categorias taxonomicas.
Quanto a toxicidade, 90 cepas (26%) ja foram estudadas, destas 50% apresentaram toxicidade,
sendo 42% de toxinas conhecidas e 8% desconhecidas. Os outros 50% ndo apresentaram

toxicidade.

Com intuito de facilitar o reconhecimento das cepas ja estudadas e relacionar o codigo
antigo com o cddigo novo, na tabela 12 estdo listadas as 90 cepas estudadas e seus respectivos
autores. Ressalta-se que apenas a partir de 2008, as cepas do banco passaram a ser

investigadas também quanto a presenca de BMAA.
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Tabela 12. Relagdo das 90 Cepas de cianobactérias da Colecdo de Cultura do Nucleo de

Pesquisa em Ficologia do Instituto de Botanica estudadas quanto a toxicidade; nimero da

cepa estudada (CCIBt); nimero antigo da cepa (SPC); organismo; e resultado da toxicidade.

CCIBt Organismo Toxicidade Referéncia

e Microcystis aeruginosa Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3050 Synechococcus sp. Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3053 Aphanocapsa holsatica Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3056 Synechococcus nidulans Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3059 Pseudanabaena mucicola Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3062 Synechococcus nidulans desconhecida* Sant’Anna et al.(2008)

3071 Raphidiopsis brooki saxitoxina Sant’ Anna et al.(2008)

3072 Cylindropermopsis raciborskii neurotoxina Melcher (2007)

3073 Nostoc sp. Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3076 Planktothrix sp. Negativo Gerizani & Carvalho (2007)

3077 Lyngbya cf. hieronymusii desconhecida* Sant’ Anna et al.(2008)

3078 Microcystis sp. Negativo Gerizani & Carvalho (2007)

3079 Planktothrix agardhii Negativo Gerizani & Carvalho (2007)

3080 Anabaena ambigua Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3081 Planktolyngbya cf. tallingii saxitoxina Sant’ Anna et al.(2008)

3082 Pseudoanabaena galeata Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3083 Rhabdoderma cf. lineare Negativo Gerizani & Carvalho 2007

3084 Aphanothece bachmannii desconhecida* Sant’Anna et al.(2008)

3088 Lyngbya cf. robusta desconhecida* Sant’ Anna et al.(2008)

3093 Synechococcus nidulans Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3094 Sphaerocavum brasiliense Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3097 Pseudoanabaena moniliformis BMAA Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3119 Merismopedia sp. Negativo Dassi & Carvalho (2006)

3121 Microcystis cf. protocystis Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3122 Trichormus variabilis BMAA Tsukada & Carvalho (2008)

3123 Rhabdoderma lineare var. minor - BMAA Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3126 Microcystis aeruginosa microcistina Dassi & Carvalho (2006)

3130 Microcystis aeruginosa Negativo Tsukada & Carvalho (2008)

3134 Scytonema arcangeli BMAA Tsukada & Carvalho (2008)

3135 Aphanizomenon cf. gracile Negativo Melcher (2007)

o Chlorogloea sp. Negativo Gerizani & Carvalho 2007

3136 Aphanizomenon sp. Negativo Melcher (2007)

3137 Radiocystis fernandoi microcistina LR gﬁ)gso&&sgiiyzglnoa(é%%%

3139 Aphanizomenon gracile Negativo Melcher (2007)

Continua...
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Continuagio...

CCIBt Organismo Toxicidade Referéncia

3140  Microcystis panniformis microcistina Dogo & Carvalho (2005)

3142 Planktothrix aghardii microcistina Dogo & Carvalho (2005)

3146  Microcystis protocystis microcistina Dassi & Carvalho (2006)

3148  Aphanizomenon sp. Negativo Melcher (2007)

3149  Microcystis panniformis microcistina Dassi & Carvalho (2006)

3150  Radiocystis fernandoi microcistina LR Sant’ Anna et al.(2008)

3151  Microcystis viridis microcistina Sant’ Anna et al.(2008)

3153 Chroococcidiopsis sp. BMAA Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3154  Radiocystis fernandoi Negativo Dogo & Carvalho (2006)

3156  Microcystis botrys Negativo Gerizani & Carvalho (2007)

3159  Microcystis wesenbergii microcistina Sant’ Anna et al.(2008)

3162 Tychonema sp. desconhecida* Sant’Anna et al.(2008)

3165  Rhabdoderma like Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3167  Pseudanabaena galeata Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3168  Rhabdoderma sp. Negativo Conserva & Carvalho (2011)

3170  Microcystis novacekii microcistina Dassi & Carvalho (2006)

3172  Microcystis aeruginosa Negativo Jacinavicius (2010)

3176  Planktothrix isothrix Positivo Dogo & Carvalho (2005)

3179  Sphaerocavum brasiliense Negativo Gerizani & Carvalho (2007)

3184  Microcystis sp. BMAA Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3185  Cylindrospermopsis sp. Negativo Dassi & Carvalho (2006)

3187 Calothrix sp. BMAA Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3188 Cylindropermopsis raciborskii Negativo Melcher (2007)

3195 Calothrix sp. Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
ok Microcystis aeruginosa microcistina Dassi & Carvalho (2006)

3200  Lyngbya sp. BMAA Conserva & Carvalho (2011)

3201  Aphanothece sp. Negativo Dogo & Carvalho (2005)

3206  Nostoc sp. Negativo Gerizani & Carvalho (2007)

3209  Microcystis panniformis microcistina, BMAA Conserva & Carvalho (2011)

3211  Microcystis panniformis Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3213 Geitlerinema unigranulatum  desconhecida* Dogo (2010)

3214 Geitlerinema unigranulatum  Positivo Dogo & Carvalho (2005)

3222  Geitlerinema unigranulatum  Positivo Dogo & Carvalho (2005)

3223 Geitlerinema splendidum desconhecida*, BMAA  Conserva & Carvalho (2011)

o Microcystis protocystis Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
ok Raphidiopsis brookii neurotoxina Melcher (2007)

3231 Geitlerinema unigranulatum  BMAA Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
Continua...
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Continuagio...

CCIBt Organismo Toxicidade Referéncia
o Limnothrix sp. Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3241 Geitlerinema sp. Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3248  Nostoc sp. Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3249  Nostoc sp. Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2008)
3253  Phormidiaceae Negativo Conserva & Carvalho (2011)
3254 Arthrospira platensis Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3259  Nostoc sp. BMAA Conserva & Carvalho (2011)
3264  Microcystis sp. Negativo Arjonilla-de-Mattos & Carvalho (2009)
3272  Chroococcaceae BMAA Conserva & Carvalho (2011)
3275  Phormidium sp. BMAA Pelaria & Carvalho (2010)
1046  Leptolyngbya sp. Negativo Pelaria & Carvalho (2010)
3276  Synechocystis aquatilis BMAA Pelaria & Carvalho (2010)
3277  Phormidium sp. Negativo Pelaria & Carvalho (2010)
3278  Phormidium sp. BMAA Pelaria & Carvalho (2010)
3280  Phormidium sp. BMAA Pelaria & Carvalho (2010)

3085 Cyanosarcinasp. BMAA Presente Estudo
3102 Leptolyngbya angustissima Negativo Presente Estudo
3163 Phormidium formosum Saxitoxina, desconhecida Presente Estudo
3244 Rhabdoderma sancti-pauli BMAA Presente Estudo
3246 Phormidium formosum BMAA Presente Estudo
3287 Calothrix elenkinii BMAA Presente Estudo

* houve intoxicagdo com efeitos/ sintomas diferentes dos causados pelas cianotoxinas conhecidas.
** cepas que foram perdidas por morte dos organismo ou por contaminagdo com outros microorganismos.
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Figura 17 a-n. Rhabdoderma sancti-pauli CCIBt 3244. a. Aspecto geral da colonia adulta.
b-d. col6nias adultas (contraste de fase); e. detalhe células enfileiradas; f-h. células soltas. i-k.

coldnias jovens (contraste de fase). I-m. coldnias jovens, células enfileiradas. Escalas: 10 pm.
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Figura 18 a-m. Leptolyngbya angustissima CCIBt 3102. a. Aspecto geral dos filamentos

emaranhados (contraste de fase); b. filamentos em feixes com e sem bainha; ¢. filamentos
emaranhados; d-f. filamentos (contraste de fase); g. filamento solitario; h. tricoma solitario; i.
tricomas adultos; j. detalhe do 4pice do tricoma; k. hormogonio; I-m. filamentos jovens.

Escalas: 10 pm.
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Figura 19 a-f. Cyanosarcina sp. CCIBt 3085. Colonias em diferentes estagios de
desenvolvimento. a. aspecto geral de colonia adulta. b. colonia com pacotes de células
densamente agregadas. c. colonia adulta. d. células soltas na margem de uma coldnia adulta.

e. colonia adulta em divisdo. f. colonia amorfa. Escalas: 10 pm.
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Figura 20 a-k. Cyanosarcina sp. CCIBt 3085. a-b. coldonias jovens. c. colénia jovem

esférica. d-k. células se dividindo em diferentes planos. Escalas: 10 pm.
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Figura 21 a-n. Phormidium formosum CCIBt 3163. a. Aspecto geral dos tricomas
emaranhados. b. tricomas em feixes. ¢. tricomas curvos, constritos, com apice atenuado. d-g.
tricomas ndo constritos. h. tricoma constrito (contraste de fase). i-j. tricomas curvos,
constritos, com apice atenuado. k. hormogoénio. I. aspecto macroscopico do talo em tudo de

ensaio. m. hormogonio com épice atenuado. n. hormogonio constrito. Escalas: 10 pm.



Figura 22 a-r. Phormidium formosum CCIBt 3246. a. Aspecto geral dos tricomas

emaranhados. b. tricomas emaranhados (contraste de fase). c-f. tricomas constritos, retos, nao
atenuados. g-l. tricomas constritos, curvos, com apice atenuado. m. tricomas nio constritos.
n-o. tricomas em divisdo. p. hormogoénio constrito. q. aspecto macroscopico do talo em tudo

de ensaio. r. hormogonio. Escalas: 10 pm.
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Figura 23. a-m Calothrix elenkinii CCIBt 3287. a. Aspecto geral dos tricomas
emaranhados. b-c. detalhe de bainha aberta nos apices. d-f. filamentos com heterocitos
subconicos. g. filamento com heterocito arredondado. h-m. filamentos com heterocitos

subconicos alongados. Escalas: 10 pm.
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Figura 24 a-h. Calothrix elenkinii CCIBt 3287. a-c. filamentos com heterocito conico-

arredondado. c-g. filamentos com heterocito alongado. h. filamento conforme Desikachary

(1959, prancha 114, figura 6). Escalas: 10 pm.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do estudo taxonémico in vitro e da investigacdo das toxinas das seis cepas
selecionadas, foi possivel concluir que a identificacdo taxonémica, com base em estudos
morfoldgicos e métricos, de cepas mantidas em cultura, é possivel de ser realizada, assim
foram identificados os seguintes taxons: Cyanosarcina sp. (CCIBt 3085), Rhabdoderma
sancti-pauli Azevedo et al. (CCIBt 3244), Leptolyngbya angustissima (West & G.S.West)
Anagnostidis & Komarek (CCIBt 3102); Phormidium formosum (Bory ex Gomont)
Anagnostidis & Komarek (CCIBt 3246), isolada do Lago das Gargas (Instituto de Botanica,
SP) e (CCIBt 3163) proveniente de um lago de piscicultura de Ribeirdo Preto e, Calothrix
elenkinii Kossinskaja (CCIBt 3287), isolada de amostra de viveiro de piscicultura em
Pindamonhangaba.

As populagdes de Phormidium formosum (CCIBt 3246) e (CCIBt 3163) apresentaram
diferentes resultados morfologicos (micro € macroscopicamente) e toxicologicos. Porém, as
diferencas morfologicas e métricas registradas estdo de acordo com a descri¢do da espécie na
literatura disponivel, o que justifica a identificagdo das duas cepas como da mesma espécie.
No entanto, sugere-se que sejam realizados estudos moleculares para as duas cepas,
confirmando a identidade das espécies.

Quanto a distribuicdo das espécies no Estado de Sdo Paulo, Calothrix elenkinii é
primeira citacio para o estado. As amostras que deram origem as cepas estudadas sdo
provenientes de alguns reservatdrios, onde ja foram realizados estudos limnologicos,
ecoldgicos e taxonOmicos de microalga e cianobactérias. No entanto, quatro taxons
identificados das cepas estudadas, constituem novas ocorréncias para os respectivos
ambientes de origem: Cyanosarcina sp., para o reservatorio Guarapiranga; Rhabdoderma
sancti-pauli, para o reservatorio Billings; Leptolyngbya angustissima, para o reservatorio de
Atibainha e Phormidium formosum para o Lago das Garcas, Instituto de Botanica. Discute-
se a possibilidade desses taxons pertencerem a microbiota potencial do ambiente.

A investigacdo de cianotoxinas para as cepas estudadas apresentaram respostas
positivas. As cepas CCIBt 3246 e¢ CCIBt 3163, ambas identificadas como Phormidium
formosum, apresentaram diferentes resultados toxicologicos, os extratos de CCIBt 3163
apresentaram neutoxicidade, e os extratos de CCIBt 3246, ndo. O extrato acido de CCIBt
3163 Phormidium formosum apresentou resultado positivo para saxitoxina, resultado
inédito, para a espécie; e o extrato metandlico apresentou atividade anticolinesterasica.

As cepas de Cyanosarcina sp. (CCIBt 3085), Rhabdoderma sancti-pauli (CCIBt
3244), Phormidium formosum (CCIBt 3246) e Calothrix elenkinii (CCIBt 3287) apresentaram
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resultados positivos para a presenca do aminoacido neurotéxico betametilaminoalanina
(BMAA) relacionado a doenga de Alzheimer. A pesquisa de BMAA vem sendo realizada
recentemente no mundo. Desde 2008 sdo realizadas pesquisas para deteccdo de BMAA nas
cepas da Colecdo de Cultura de Cianobactérias do Instituto de Botanica, neste periodo das 41
cepas, 19 delas apresentaram resultados positivos (incluindo os resultados obtidos no presente
trabalho), ou seja, 46%. Portanto, sugere-se, que as 49 cepas anteriormente investigadas
quanto a cianotoxinas, devam ser reavaliadas quanto a presenca ou ndo de BMAA.

Quanto a manutengdo das cepas na cultura, durante o estudo, foram feitas
modificagdes/adequagdes no procedimento de obtencdo de biomassa das cianobactérias
filamentosas. O cultivo que normalmente ¢ mantido sob agitacdo constante, para as cepas das
cianobactérias filamentosas: Leptolyngbya, Phormidium e Calothrix, foi suspenso, e, portanto,
mantidas em repouso, pois houve melhor resposta de crescimento (biomassa) nesta condicao.
Esta adaptacdo foi feita durante a determinacdo das condigdes experimentais que permitissem
o melhor desenvolvimento das cepas. Estas cianobactérias filamentosas, Leptolyngbya,
Phormidium e Calothrix, sdo comumente relatadas na literatura como pertencentes a
comunidade perifiticas, na natureza, vivendo aderidas a algum substrato, o que justifica os
melhores resultados ao adequar a cultura as informagdes ecoldgicas disponiveis sobre as
espécies.

Ressalta-se que o cultivo que apresentou melhor rendimento, ou seja, a melhor
produgdo de biomassa, foi o da cepa de Rhabdoderma sancti-pauli, produzindo 3,7 g de
material liofilizado, o que corresponde cerca de 6 vezes mais do que as quantidades obtidas
pelas demais cepas. Devido as pequenas dimensdes das células, estas devem apresentar rapida

divisdo celular, o que poderia ter favorecido o desenvolvimento de sua biomassa.

Para finalizar, ¢ importante ressaltar, que ao receber amostras para selecionar espécies
para incluir em colec¢des de culturas, ¢ significante a necessidade de manter uma sub-amostra

preservada em formol a fim de comparar as caracteristicas da populacdo de origem da cepa.
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RESUMO - (Estudos taxondmicos in vitro e prospeccdo de toxinas de cepas de
cianobactérias isoladas de reservatorios do Estado de Sido Paulo). As cianobactérias sdo
organismos procariontes que sintetizam numerosas substancias bioativas e sdo comumente
encontradas em corpos de agua doce, podendo formar floracdes. Suas toxinas podem
permanecer na agua, deteriorando a sua qualidade, ou ainda, podem ser bioacumuladas na
cadeia trofica. Dessa maneira, com o objetivo de identificar, acompanhar a variabilidade
morfométrica e investigar a potencial produgdo de toxinas foram estudadas seis cepas de
cianobactérias, provenientes de diferentes corpos d’agua do Estado de S&do Paulo, em especial,
de trés reservatdrios destinados ao abastecimento publico: Guarapiranga, Billings e Atibainha.
As cepas foram mantidas na Colecdo de Cultura de Cianobactérias do Instituto de Botéanica
(CCIBt) em condigdes controladas e constantes de: temperatura de 23+2°C, irradidncia de 40-
50 pmol.m™.s™ e fotoperiodo de 14 - 10h claro-escuro, em meio de cultura liquido ASM-1. A
cada 30 dias, durante a repicagem, foram retiradas aliquotas para a observac¢do dos
organismos. Parte deste material foi mantida viva e parte fixada com formol a 4% para
posterior analise. A andlise taxondmica foi realizada em microscopio Optico com reticulo
micrometrado e camera fotografica acoplados. Para a pesquisa de cianotoxinas foram
cultivados 10 litros de biomassa de cada cepa. Estes foram submetidos a extracdo com acido
acético 0,IM e com metanol 100% para a pesquisa de microcistinas, saxitoxinas e
betametilaminoalanina por cromatografia planar; além do teste para detec¢do de toxinas
desconhecidas segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). As cianobactérias foram
identificadas como: Cyanosarcina sp. (CCIBt3085), isolada do reservatério Guarapiranga;
Rhabdoderma sancti-pauli Azevedo et al. (CCIBt3244), proveniente do reservatdrio Billings;
Leptolyngbya angustissima (West & G.S.West) Anagnostidis & Komadarek (CCIBt3102)
procedente do reservatorio de Atibainha; Phormidium formosum (Bory ex Gomont)
Anagnostidis & Komarek (CCIBt3246), isolada do Lago das Garcas (Instituto de Botanica,
SP) e (CCIBt 3163) proveniente de um lago de piscicultura de Ribeirdo Preto; Calothrix
elenkinii Kossinskaja (CCIBt3287), isolada de amostra de viveiro de piscicultura em
Pindamonhangaba. As cepas CCIBt 3246 e CCIBt 3163 identificadas como Phormidium
formosum apresentaram diferentes resultados toxicoldgicos, os extratos de CCIBt 3163
apresentaram neutoxicidade, e os extratos de CCIBt 3246 ndo. O extrato acido de CCIBt 3163
apresentou resultado positivo para saxitoxina e o extrato metandlico apresentou atividade
anticolinesterasica. As cepas de Cyanosarcina sp. (CCIBt 3085), Rhabdoderma sancti-pauli
(CCIBt 3244), Phormidium formosum (CCIBt 3246) e Calothrix elenkinii (CCIBt 3287)

apresentaram resultados positivos para a presenca do aminodcido neurotdxico
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betametilaminoalanina, relacionado, recentemente, a doenca de Alzheimer. Em nenhum dos
extratos estudados foi detectada a presenga de microcistinas ou anatoxinas. Quanto a
distribuigdo das espécies no Estado de Sdo Paulo Calothrix elenkinii ¢ primeira citagdo para o
Estado; Cyanosarcina sp., Rhabdoderma sancti-pauli, Leptolyngbya angustissima e
Phormidium formosum constituem novas ocorréncias para o0s respectivos ambientes de

origem.

Palavras-chave:  betametilaminoalanina,  Calothrix,  cianotoxinas, Cyanosarcina,

Phormidium, Rhabdoderma.
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ABSTRACT - (Taxonomic studies in vitro and survey of toxins of strains of
cyanobacteria from reservoirs in the State of Sdo Paulo). Cyanobacteria are prokaryotic
organisms that synthesize numerous bioactive substances and are commonly found in
freshwater bodies and can form blooms. Their toxins can remain in the water, deteriorating its
quality, or may bioaccumulate in the trophic chain. Therefore, in order to identify, monitor the
morphometric variability and investigate the potential production of toxins, six strains of
cyanobacteria from different water bodies of the State of Sao Paulo, in particular, from three
reservoirs used for the public water supply, namely Guarapiranga, Billings and Atibainha,
were studied. The strains were maintained in the Cyanobacteria Culture Collection of the
Institute of Botany (CCIBt) under controlled and constant conditions: temperature 23+2°C,
irradiance of 40-50 pmol.m™.s™ and a photoperiod of 14 - 10h chiaroscuro in liquid ASM-1
culture medium. Every 30 days, during subculturing, aliquot parts were taken to observe the
organisms. Part of this material was kept alive and part preserved with 4% formaldehyde for
further analysis. The taxonomic analysis was performed using an optical microscope with
micrometer and photography camera attached. For the study of cyanotoxins, 10 liters of
biomass of each strain were grown. The biomass was submitted to extraction with 0.1 M
acetic acid and 100% methanol for the detection of microcystins, saxitoxins and beta-
methylamino-alanine through planar chromatography, in addition to test for detecting
unknown toxins according to the World Health Organization (WHO). The cyanobacteria
were identified as: Cyanosarcina sp. (CCIBt3085), isolated from the Guarapiranga reservoir;
Rhabdoderma sancti-pauli Azevedo et al. (CCIBt3244), from the Billings reservoir;
Leptolyngbya angustissima (West & GSWest) Anagnostidis & Komarek (CCIBt3102) from
the Atibainha reservoir; Phormidium formosum (Bory ex Gomont) Anagnostidis & Komarek
(CCIBt3246), isolated from the Lago das Gargas (Institute of Botany, SP) and (CCIBt 3163)
from a fish farming pond in Ribeirdo Preto; Calothrix elenkinii Kossinskaja (CCIBt 3287),
isolated from a sample from a fishpond in Pindamonhangaba, SP. The strains CCIBt 3246 and
CCIBt 3163 identified as Phormidium formosum showed different toxicological findings, the
extracts of CCIBt 3163 showed neurotoxicity and the extracts of 3246 CCIBt did not. The
acid extract of CCIBt 3163 tested positive for saxitoxin, and the methanol extract presented
anticholinesterase activity. The strains of Cyanosarcina sp. (CCIBt 3085), Rhabdoderma
sancti-pauli (CCIBt 3244), Phormidium formosum (CCIBt 3246) and Calothrix elenkinii
(CCIBt 3287) tested positive for the presence of the neurotoxic amino acid beta-methylamino-
alanine, recently associated with the Alzheimer's disease. In none of the studied extracts the

presence of microcystins and anatoxin was detected. As for the distribution of species in the
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State of Sdo Paulo, Calothrix elenkinii is the first reference to the state; Cyanosarcina sp.
Rhabdoderma sancti-pauli, Leptolyngbya angustissima and Phormidium formosum are new

occurrences in their home environments.

Keywords: beta-methylamino-alanine, Calothrix, Cyanosarcina, cyanotoxins, Phormidium,

Rhabdoderma
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