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RESUMO

FURTADO, A.L.F.F. (2007). Isolamento, Morfologia, Analises Moleculares e
Testes Toxicologicos de Cianobactérias em Lagoa Facultativa de Sistema de
Estabilizacao (Cajati-SP). Tese (Doutorado) — Escola de Engenharia de Sao
Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o Carlos, 2007.

Os sistemas de lagoas de estabilizacdo constituem uma tecnologia de
tratamento de esgoto atraente para pequenas e médias comunidades,
principalmente devido ao baixo custo, simplicidade operacional e boa eficiéncia
de remocao de poluentes organicos e patégenos. Entretanto, apresentam
elevadas concentracoes de algas, cianobactérias e outras bactérias em seus
efluentes. Neste trabalho, trés coletas foram realizas na lagoa facultativa no
municipio de Cajati — Sdo Paulo — Brasil em 16 de dezembro de 2004, 25 de
janeiro e 13 de abril de 2005. A populacdo de cianobactérias foi estimada
usando as técnicas de Numero Mais Provavel (NMP) e isolamento em meio de
cultura BG-11 com e sem nitrogénio. O NMP da populacédo de Cajati na lagoa
facultativa variou em torno de 2,3 x 10% a 1,5 x 10* células/mL. Um total de 10
linhagens, pertencentes a cinco géneros de cianobactérias (Synechococcus,
Merismopedia, Leptolyngbya, Limnothrix e Nostoc), foi isolado e identificado
morfologicamente e por andlises moleculares. A identificagdo morfolégica das
linhagens isoladas foi congruente com andlises filogenéticas baseadas nas
sequéncias do gene RNAr 16S. A amostra ambiental coletada no dia 16 de
dezembro de 2004 foi também analisada por meio da construgao de uma mini-
biblioteca do espaco intergénico (IGS) juntamente com suas regides
flanqueadoras dos genes cpcB e cpcA do operon da ficocianina. Somente trés
seqUéncias de cpcBA-IGS de boa qualidade foram obtidas dos 112 clones
gerados, as quais apresentaram baixa similaridade com seqiéncias do
GenBank. Testes foram realizados para avaliar microcistinas nas
cianobactérias isoladas e nas amostras ambientais usando o método ELISA e a
deteccdo do gene mcyA. Resultados acima de 0,1 pg/L de microcistinas foram
obtidos em seis das dez linhagens isoladas e em duas amostras ambientais.
Nao foram observadas amplificacées por PCR do gene mcyA em todas as

linhagens e amostras ambientais analisadas. Testes de bioatividade para



detectar a presenca de substancias bioativas foram conduzidos usando
extratos intra e extracelulares de cianobactérias obtidos com diferentes
solventes organicos. Alguns extratos mostraram atividades inibitérias contra
Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus
pasteuri e Staphylococcus aureus. O DNA gendémico dos isolados foi analisado
por PCR para sequéncias similares ao dominio da cetosintase (KS) do tipo | do
gene da policetideo sintase, obtendo resultado positivo para as linhagens
Leptolyngbya CENA 103, Nostoc CENA 105, Nostoc CENA 107,
Synechococcus CENA 108, Limnothrix CENA 109, Limnothrix CENA 110,
Limnothrix CENA 111 e Leptolyngbya CENA 112. Espectrometria de massa (Q-
TOF) dos isolados de cianobactérias revelou espectros de cianopeptideos
putativos. Esses resultados mostraram que as cianobactérias de lagoas
facultativas produzem uma variedade de metabdlitos secundarios bioativos de
funcdes desconhecidas.

Palavras-chave: cianobactérias, cianotoxinas, lagoas de estabilizacao,
peptideos e metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

FURTADO, A.L.F.F. (2006). Isolation, morphology, molecular analyses and
toxicology assays of cyanobacteria from facultative pond of waste stabilization
(Cajati-SP). Thesis (PhD) — Escola de Engenharia de Sao Carlos, Universidade
de S&o Paulo, Sao Carlos, 2007.

Stabilization ponds systems constitute a sewage treatment technology
attractive to small and medium communities, mainly due to low cost, operational
simplicity and good efficiency of removing organic pollutants and pathogens.
However, high concentrations of algae, cyanobacteria and other bacteria are
present in their effluent. In this work, three sampling were carried out at the
facultative pond from Cajati city - Sdo Paulo - Brazil in December 16, 2004,
January 25 and April 13, 2005. The cyanobacterial population was estimated
using the Most Probable Number (MPN) and isolation in BG-11 culture medium
(with and without nitrogen) techniques. The MPN of the population from Cajati
facultative pond varied from 2.3 x 102 to 1.5 x 10 cells/mL. A total of 10 strains,
belonging to five cyanobacteria genera (Synechococcus, Merismopedia,
Leptolyngbya, Limnothrix and Nostoc) was isolated and identified by
morphological and molecular analyses. The morphological identification of the
strains was congruent with their phylogenetic analyses based on 16S rDNA
gene sequences. The environmental sample collected in December 16, 2004
was also analyzed through the construction of a mini-library of the intergenic
spacer (IGS) together with its flanking regions of the cpcB and cpcA genes of
the phycocyanin operon. Only three cpcBA-IGS sequences with good qualities
were obtained from 112 clones, which showed low similarities with sequences
from GenBank. Tests were carried out to evaluate microcystins in the
cyanobacterial isolates and environmental samples, using ELISA assay and
detection of mcyA gene. Results above of 0.1 pg/L of microcystin were obtained
in six of the ten isolate strains and in two environmental samples. No PCR
amplification of mcyA gene was observed in all strains and environmental
samples analyzed. Bioactivity test to detect the presence of bioactive
compounds were conducted using intra and extracellular cyanobacterial
extracts obtained with different organic solvents. Some extracts showed



inhibitory activities against Salmonella typhimurium, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Staphylococcus pasteuri and Staphylococcus aureus. The genomic
DNA of isolates was analyzed by PCR for sequence similarities to the
ketosynthase (KS) domain of type | polyketide synthase with positive results for
Leptolyngbya CENA 103, Nostoc CENA 105, Nostoc CENA 107,
Synechococcus CENA 108, Limnothrix CENA 109, Limnothrix CENA 110,
Limnothrix CENA 111, and Leptolyngbya CENA 112. Mass spectrometry (Q-
TOF) of the cyanobaterial isolates revealed spectra of putative cyanopeptides.
These results showed that cyanobacteria of facultative pond produce a variety

of bioactive secondary metabolites of unknown functions.

Key words: cyanobacteria, cyanotoxins, stabilization ponds, peptides and

secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO
1.1 Consideracodes Iniciais

A contaminacdo dos recursos hidricos e dos mananciais de
abastecimento publico por rejeitos oriundos das atividades antrdpicas tem sido
um dos maiores fatores de risco para a saude humana, especialmente em
regides com condi¢oes inadequadas de saneamento e suprimento de agua.

Outra consequéncia decorrente das atividades antropicas nos
ecossistemas aquaticos €& a ocorréncia acentuada de processos de
eutrofizacdo, causando um enriquecimento artificial desses ecossistemas pelo
aumento das concentracées de nutrientes na agua, principalmente compostos
nitrogenados e fosfatados. Esse fato tem resultado em grande aumento dos
processos naturais de producao biolégica em rios, lagos e reservatorios. As
principais fontes desse enriquecimento tém sido identificadas como sendo as
descargas de esgotos domésticos e industriais dos centros urbanos e das
regides agricultaveis.

O tratamento dos esgotos domésticos representa atualmente um grande
desafio para os érgaos competentes. Varias possibilidades de tratamento que
visam minimizar seu impacto na natureza encontram-se disponiveis, desde o
tratamento considerado natural, como, por exemplo, por lagoas de
estabilizacdo, até tratamentos com desenvolvimento tecnolégico de elevado
custo e equipamentos sofisticados.

As lagoas de estabilizacdo nos paises tropicais, onde o clima é favoravel
para o tratamento, sdo em maior nimero se comparadas a outros tratamentos
para aguas residuarias. Mas esses sistemas apresentam condicdes propicias
para a intensa proliferacdo de cianobactérias, como disponibilidade de

nutrientes, luminosidade e aguas relativamente calmas. Varios géneros e



espécies de cianobactérias podem produzir uma grande variedade de
compostos toxicos nesse ambiente, incluindo hepatotoxinas e neurotoxinas,
podendo afetar a biota aquatica e gerar graves problemas na saude de
humanos e animais. Nesse contexto, as microcistinas, caracterizadas como
hepatotoxinas, tém sido as mais estudas por causarem problemas no mundo
todo.

As vantagens da utilizacdo de sistemas de lagoas de estabilizacdo séo a
nao utilizacao de energia elétrica, baixo custo comparado com outros sistemas
de tratamento, ndo ha necessidade de manutencao constante e eficiéncia é
satisfatéria de acordo com as normas vigentes, de maneira natural e
sustentavel.

Foram realizados varios estudos para a melhoria desse tratamento na
area de engenharia, como a quantidade de fluxo de esgoto afluente e efluente
do sistema, carga maxima do fluxo de esgoto no sistema, tamanho e
profundidade das lagoas, o numero de lagoas ideal, dentre outros.

O sistema de tratamento por lagoas de estabilizacdo pode ser composto
por lagoa anaerdbia, lagoa facultativa e lagoa de maturagdo. Apds o
tratamento nessas lagoas deve ocorrer a desinfeccao, como cloragdo, por
exemplo, apresentando resultado final considerado satisfatorio para o descarte
dessa agua nos corpos d’agua.

As bactérias, dentre elas as cianobactérias e as algas sao importantes
nesse tratamento como componentes ecoldgicos, ja que esses microrganismos
desempenham um papel essencial no processo de retirada de nutrientes em
excesso da agua.

As cianobactérias sdao produtoras de oxigénio através da fotossintese,
mantendo, junto com as algas fotossintéticas, o meio aerdbio das lagoas
facultativas. Mas estas mesmas cianobactérias sdo conhecidas como
potencialmente toxicas quando em ambientes eutroficos.

Até o presente momento, poucos estudos foram realizados no mundo
em relacdo a diversidade de cianobactérias em sistemas de lagoas de
estabilizacdo. Estudos taxondémicos das espécies presentes, o papel que
exercem nesse tratamento, a interacdo com os demais microrganismos e a

alteracao da estrutura de sua comunidade precisam ser melhor documentados.



Além disso, o potencial toxico das espécies presentes e o impacto do
descarte destas toxinas, quando produzidas, nas aguas dos corpos receptores
constitui um problema de saude publica, uma vez que em varios municipios
brasileiros considerados populosos, a coleta de agua ocorre préxima ao local
de descarte de efluentes resultantes dos tratamentos de aguas residuais do
municipio a jusante.

Por este motivo, o estudo mais detalhado da ocorréncia de
cianobactérias e uma melhor compreensdo dos géneros e/ou espécies
presentes e sua inter-relacdo com outros organismos em sistemas de lagoas
de estabilizacdo, assim como seu potencial para a producdo de metabdlitos
secundarios bioativos e o descarte do mesmo no ecossistema circundante, faz-
se necessario.

Foi realizado estudo da dindmica de sistemas redutores de cargas
poluidoras nas microbacias dos rios Jacupiranga e Pariquera-Acu, no Baixo
Ribeira de Iguape, visando o desenvolvimento com sustentabilidade dos
recursos hidricos dessa regido, através de Projeto Tematico financiado pela
Fapesp, processo n° 02/13449-1. Dentre esses sistemas, encontra-se o de
lagoas de estabilizacao do municipio de Cajati-SP, objeto dessa tese.

1.2 A Pesquisa e seus Objetivos

Esta presente pesquisa tem como objetivo principal o estudo de
cianobactérias presentes na lagoa facultativa do sistema de lagoas de
estabilizacdo do municipio de Cajati — SP, Vale do Ribeira de Iguape, através
de:

e Isolamento em laboratério das espécies encontradas nas amostras

coletadas, para conhecimento da populacao presente na lagoa;

e analise do gene mcyA, responsavel pela producao de microcistinas, das

amostras ambientais e das culturas isoladas;



andlise de toxinas pelo método ELISA, tanto das amostras ambientais
como das culturas isoladas;

identificagdo por microscopia tradicional dos géneros de cianobactérias
isoladas;

testes moleculares através dos genes DNAr 16S e ficocianina, para
estudo de filogenia;

Seqlienciamento do dominio da cetosintase (KS) de policetideo sintase
(PKS) tipo | das culturas isoladas, para analise de compostos bioativos;

ensaio de bioatividade, para deteccédo de possiveis compostos bioativos
produzidos pelas espécies isoladas e

espectrometria de massas (Q-TOF) dos extratos das linhagens

isoladas, para andlise dos peptideos produzidos por cianobactérias.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 As Cianobactérias

As cianobactérias possuem longa histéria evolutiva na face da Terra e
constituem um dos grupos mais diversos e abundantes de microrganismos
(WILMOTTE, 1994). Elas apresentam estrutura celular bacteriana e realizam
fotossintese oxigénica, assim como as plantas e algas (SMITH, 1983;
CASTENHOLZ e WATERBURY, 1989; STAL e MOEZELAAR, 1997). As
células contém clorofila-a e outros pigmentos acessorios caracteristicos
(ficocianina, ficoeritrina e aloficocianina) em tilacéides, que lhes conferem a
coloragao verde-azulada. Varias espécies possuem a enzima nitrogenase e
fixam nitrogénio atmosférico (STEWART, 1973; RAI, 1990), aléem de serem
capazes de precipitar carbonato de célcio e formarem estruturas conhecidas
como estromatolitos (SHOPF e WALTER, 1982).

A classificagdo das bactérias é recente e dinamica. Os microscopios dos
séculos 17 e 18 ndo possibilitavam sua identificacao, sendo classificados como
‘infusdo de animaculos”. No final do século 18, Otto Muller foi o primeiro a
tentar desenvolver um sistema para microrganismos em dois géneros, Monas e
Vibrio. Em 1870, Ferdinand Cohn ainda possuia a idéia de que as formas de
bactérias eram constantes, independentes das condi¢cdes ambientais, mas ja
reconheceu a existéncia de similaridade entre cianobactéria e bactéria
(ROSSELLO-MORA e AMANN, 2001).

Até a comprovacgao de sua natureza tipicamente bacteriana por meio de
microscopia eletrbnica e analises bioquimicas, as cianobactérias eram
geralmente consideradas como algas e estudadas por boténicos e ficologistas
(WILMOTTE, 1994). Assim, varios nomes ja foram usados para designar esses

organismos, como cianobactéria, cianoficea, ciandfitas e algas verde-azuladas.



Morfologicamente, as cianobactérias exibem variedade de formas e
arranjos, de cocos unicelulares a bacilos e mesmo coloniais, filamentosas ou
filamentosas ramificadas multicelulares (WHITTON e POTTS, 2000), com
tamanhos variando de 1 a 100 um de diametro (BROCK, 1973). Elas sao
cosmopolitas, sendo encontradas inclusive em ambientes extremos, tais como
lagos da Antértica, fontes termais, desertos aridos e solos &cidos tropicais
(CASTENHOLZ, 1973; SKULBERG, 1995; DOR e DANIN, 1996).

Nas espécies filamentosas, os filamentos podem estar envolvidos em
uma bainha mucilaginosa em forma de tubo (tricoma). Outras, unicelulares,
apresentam-se envolvidas por uma mucilagem, formando agregados celulares
visualizados a olho nu (ex: Microcystis sp.).

Por formarem um grupo morfologicamente diverso de organismos, sua
classificacdo tem sido tradicionalmente baseada em caracteres morfolégicos,
tais como estrutura da colbnia, presenca de acinetos e heterocitos, os quais
podem variar de acordo com os ambientes ou condicdes de crescimento ou até
mesmo serem perdidos durante longos periodos de cultivo (LYRA et al., 2001).

Algumas particularidades fisiolégicas importantes desse grupo incluem
resisténcia a varios metais pesados em ambientes poluidos (FIORE et al.,
2000) e producao de metabdlitos secundarios (SILVA, 2006), incluindo
potentes toxinas.

A classificacdo de cianobactérias estd em constante aprimoramento e
modificagdo. Dentre as existentes, trés se destacam: a do Manual de
Bacteriologia Bergey (CASTENHOLZ, 2001), a classificacdao de Rippka et al.
(1979) e a de Komarek (2003). Na sistematica atual, Cyanobacteria &
considerado como um Filo dentro do dominio Bacteria (CASTENHOLZ, 2001).
A classificacdo das cianobactérias segundo o Manual de Bergey de Sistematica
Bacteriolégica esta apresentada na Tabela 1 (retirado de MARQUES, 2006).



Tabela 1 — Classificacdo das cianobactérias (CASTENHOLZ, 2001).

ORDEM GENEROS

Subsecéo | Chroococcales Chamaesiphon, Chroococcus, Cyanobacterium,
Cyanobium, Cyanothece, Dactylococcopsis, Gloeobacter,
Gloeocapsa, Gloeothece, Microcystis, Prochlorococcus,

Prochloron, Synechococcus, Synechocystis

Subsecédo Il Pleurocapsales
subgrupo | Cyanocystis, Dermocarpella, Stanieria, Xenococcus
subgrupoll Chroococcidiopsis, Myxosarcina, Pleurocapsa, Hyella,
Solentia
Subsecgéo Il Oscillatoriales Arthrospira, Borzia, Crinalium, Geitlerinema, Leptolyngbya,

Limnothrix, Lyngbya, Microcoleus, Oscillatoria,
Planktothrix, Prochlorothrix, Pseudanabaena, Spirulina,
Starria, Symploca, Trichodesmium, Tychonema
Subsecado IV Nostocales
subgrupo | Anabaena, Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cyanospira,

Cylindrospermopsis, Cylindrospermum, Nodularia, Nostoc,

Scytonema
subgrupo Il Calothrix, Rivularia, Tolypothrix
Subsecdo V  Stigonematales Chlorogloeopsis, Fischerella, Geitleria, lyengariella,

Nostochopsis, Stigonema

As toxinas produzidas por cianobactérias em floracées nos reservatorios
eutrofizados e lagoas ndo possuem o seu alto potencial toxico em um simples
contato com a pele de pessoas ou com animais (podendo causar, nesse caso,
alergias e pequenas intoxicacoes). Mas, sob condi¢des especiais, podem levar
a morte se acumuladas e ingeridas em agua para consumo (KOMAREK, 2001).
Os humanos sdo mais expostos a microcistinas através de consumo de agua
contaminada ou atividades recreacionais, como por exemplo, a natacéo
(McCETHINEY e LAWTON, 2005).

Durante as duas Uultimas décadas, ocorreu a conscientizacdo do
problema causado pelas floracbes toxicas de cianobactérias, principalmente
em funcdo dos inumeros incidentes, como por exemplo a morte de mais de 60
pacientes de uma clinica de hemodidlise na cidade de Caruaru (PE), a qual foi
atribuida a presenca de cianotoxinas na agua usada para dialise (ZAGATTO et
al., 1997; JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et al., 1998; AZEVEDO, 2001).

Alguns casos de mortandade de animais domésticos no Estado de Sao Paulo



também foram relacionados as floragcdes (BEYRUTH et al., 1992). Os vérios
episédios relatados na literatura contribuiram para aumento substancial nas
pesquisas sobre cianobactérias e suas toxinas. Como resultado, varias
informacdes sobre toxidez e estruturas das cianotoxinas, assim como de
métodos analiticos para sua determinagao estao disponiveis.

Dentre as hepatotoxinas, as microcistinas tém recebido maior atencgéao,
uma vez que sao encontradas com mais freqiiéncia nos corpos d’agua. Nesse
ambiente, os géneros mais conhecidos sdo Microcystis, Anabaena, Oscillatoria
e Planktothrix (SIVONEN e JONES, 1999).

Normalmente, os levantamentos sobre ocorréncia de cianobactérias nos
corpos d’agua sao realizados através de técnicas convencionais de observacao
em microscépio Optico das amostras coletadas e/ou isolamento e cultivo dos
microrganismos. No entanto, a identificacdo de espécies por meio da andlise
morfolégica ndo permite que a mesma seja relacionada com a produgédo de
toxinas. Numa mesma populacédo, as linhagens presentes podem apresentar
diferencas quanto a toxicidade. Por exemplo, Microcystis aeruginosa possui
linhagens téxica e ndo toxica (MEISSNER et al., 1996), sendo necessaria a
analise da toxina.

Sant’Anna et al. (2004) analisaram as cianobactérias do estado de Sao
Paulo, reservatoérios da regidao do Alto Tieté, para a Ordem Chroococcales,
identificando 26 espécies, pertencentes as familias Chroococcaceae
(Chroococcus dispersus e Chroococcus distans), Merismopediaceae
(Aphanocapsa delicatissima, Aphanocapsa elachista, Aphanocapsa holsatica,
Aphanocapsa incerta, Aphanocapsa koordersii, Coelosphaerium evidenter-
marginatum, Coelomoron cf. tropicale, Coelosphaeriopsis sp, Merismopedia
glauca, Merismopedia punctata, Merismopedia tenuissima, Sphaerocavum
brasiliense), Microcystaceae (Microcystis aeruginosa, Microcystis botrys,
Microcystis novacekii, Microcystis panniformis, Microcystis protocystis,
Microcystis wesenbergii € Microcystis sp.) e Synechococcaceae (Aphanothece
conglomerata, Bacularia gracilis, Radiocystis fernandoi, Rhabdoderma lineare,
Rhabdogloea ellipsoidea). Dentre essas, seis sdo potencialmente téxicas:
Aphanocapsa incerta, Microcystis aeruginosa, Microcystis botrys, Microcystis
panniformis, Microcystis wesenbergii e Radiocystis fernandoi.



Lorenzi (2004) isolou Microcystis sp., Pseudanabaena sp. e Limnothrix
sp. em monoculturas, identificou através de mini-biblioteca de amplicons da
regiao do cpcBA cinco linhagens de Microcystis aeruginosa e duas de
Anabaena sp. Através de maior identidade pela anélise BLAST e pelo método
DGGE com oligonucleotideos iniciadores especificos para cianobactéria,
identificou Microcystis sp., Gleiterinema sp. e Synechococcus sp. de amostras
provindas das represas Billings e Guarapiranga, estado de Sao Paulo.

Nas lagoas de estabilizacdo sao freqlientes as cianobactérias das
classes Oscillatoriales (filamentosas), Chroococcales (colénias) e Nostocales
(filamentosas). A seguir, encontra-se uma breve descricdo dos géneros mais
freqientes em lagoas de estabilizacao (BENTO, 2005):

1. Oscillatoria e Planktothrix — Ambas freqliientemente dominam o plancton nas
lagoas de maturacdo. Também ocorrem nas lagoas facultativas com baixa taxa
de aplicagdo superficial. Tém habitos planctbénicos e perifiticos, ficando
aderidas em chicanas ou outras partes submersas da lagoa;

2. Microcystis — Frequentes em lagoas com baixa turbuléncia e elevada
concentracéao de DBO;

3. Merismopedia — Presentes em aguas com baixa turbuléncia, elevada
turbidez e alta concentracao de DBO;

4. Synechococcus, Synechocystis, Spirulina, Phormidium, Anabaena e Lyngbya

sao espécies ja relatadas em lagoas de estabilizacado na literatura cientifica.

Peinador (1999) estudou dois rios receptores de aguas tratadas em
sistemas de lagoas de estabilizacdo nas cidades de Canas e de Libéria, na
Costa Rica. Realizou coletas em quatro pontos de amostragem (montante 40
metros da lagoa de estabilizacdo, na lagoa de estabilizacdo, em seu ponto de
descarga no rio e 100 metros a jusante da lagoa) durante cinco anos e meio.
Na cidade de Canas, os géneros encontrados na lagoa de estabilizacdo e
descarga no rio foram: Anabaena sp., Aphanocapsa sp., Chroococcus sp.,
Gloeocapsa sp., Leptolyngbya sp., Limnothrix sp., Lyngbya sp., Microcystis
sp., Oscillatoria sp., Phormidium sp., Planktothrix sp., Porphyrosiphon sp.,
Pseudanabaena sp. € Synechocystis sp. Na cidade de Libéria, os géneros
encontrados na lagoa de estabilizacdo e descarga no rio foram: Aphanocapsa

sp., Aphanothece sp., Chroococcus sp., Cyanodictyon sp., Gloeocapsa sp.,
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Leptolyngbya sp., Limnothrix sp., Lyngbya sp., Microcystis sp., Oscillatoria sp.,
Phormidium sp., Planktolyngbya sp., Planktothrix sp. e Pseudanabaena sp. O
autor conclui que em ambas as cidades, na lagoa de estabilizacdo, a
cianobactéria predominante em 25 de 28 amostragens foi do género
Phormidium sp., além de aumento na frequiéncia de cianobactérias em lugares
com maior contaminag¢ao. Contudo, neste estudo, o autor apenas menciona 0s
géneros encontrados, mas sem a descricdo pormenorizada das amostras.

Em Marrakech, Marrocos, o sistema de lagoas de estabilizacdo foi
amplamente estudado. Esse sistema é composto por duas lagoas ovais
interligadas em série e recebem uma parte do esgoto municipal. A primeira
lagoa € anaerdbia, profundidade de 2,3 m e a segunda é facultativa,
profundidade 1,5 m. O fluxo € mantido em 5,4 L/s, com tempo de detencao
hidraulico (TDH) total em torno de 18 dias (10,5 dias na primeira lagoa e 7,5
dias na segunda). Oufdou et al. (2000) determinaram a relacao entre bactérias
e cianobactérias neste sistema, estudando duas culturas axénicas dos géneros
Synechocystis sp. e Pseudanabaena sp. isoladas da lagoa facultativa,
concluindo que estas cianobactérias estimulam o crescimento e a
sobrevivéncia de bactérias heterotréficas. Oudra et al. (2000) estudaram o
potencial téxico de Synechocystis sp. desse mesmo sistema de lagoas de
estabilizacao de Marrakech, tendo como resultado que a floracao téxica desse
género ocorreu neste sistema, podendo gerar o comprometimento do
tratamento por sua repercussdo no zooplancton, nas bactérias e nas algas
presentes. Oudra et al. (2002) detectaram e quantificaram microcistinas de
linhagens de cianobactéria desse mesmo sistema de lagoas de estabilizagao,
com presenca de Synechocystis sp. e Pseudanabaena galeata e toxicidade de
150-350 LDso-mg/kg avaliado em bioensaios com ratos, 15-56,0 ug/g por
ELISA e 842,5 ug/g por cromatografia liquida de alta eficiéncia (high
performance liquid chromatography — HPLC) para duas linhagens de
Synechocystis sp. e 57 ug/g por HPLC para Pseudanabaena galeata.

Vasconcelos e Pereira (2001) verificaram a presengca de microcistina
hepatotdxica em concentracdes que variaram no ano entre 2,3 ug/L a 56 pg/L
no efluente final de uma série de lagoas em Esmorin, no norte de Portugal.
Essas lagoas sdao compostas por dois conjuntos formados de lagoas anaerdbia,
facultativas e de maturacdo, com area de 12 ha, projetadas para receberem
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fluxo maximo de efluente de 3.200 m*/dia e carga organica maxima de 1.285
Kg DBOs/dia, podendo atender a uma populagdo de 25.000 habitantes. As
espécies encontradas no efluente foram Planktothrix mougeotti, Microcystis
aeruginosa e Pseudanabaena mucicola em densidade maxima de 2,7 x 10°
células/mL e a toxicidade foi atribuida a Microcystis aeruginosa.

Na Australia, Hamilton et al. (2005) estudaram um sistema de lagoas de
estabilizacdo em Melbourne constituido de cento e quarenta e cinco lagoas,
TDH de 9 dias para cada uma, sem dados de profundidade das mesmas, mas
estimadas pelos autores como de 80-90 cm cada. Estudaram cinco séries de
sete lagoas, nas quais nao foram observadas floracées de cianobactérias.

Cruz et al. (2003) analisaram trés sistemas de lagoas de estabilizacao
em Vitéria, Espirito Santo, sendo dois deles primarios (profundidade das lagoas
facultativas de 1,6 e 1,11 m, area Util de 17,69 e 13,479 m?, vazio média 22,0
e 44 L/s, TDH 17,9 e 39,4 dias, respectivamente) e o terceiro um sistema
australiano (profundidade da lagoa anaerébia de 2,02 e facultativa de 1,5 m,
area Util 3,346 m? vazdo média 1,81 L/s, TDH 32,1 dias). Os géneros
encontrados foram Merismopedia sp., Microcystis sp. e Oscillatoria sp. Analise
de microcistinas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foram
realizadas, com resultado negativo nas aguas da lagoa, mas positivo nos
efluentes de uma lagoa primaria (0,49 ug/L) e no sistema australiano (média de
227 ug/L), ndo atendendo ao permitido por lei pelo Ministério da Saude.

Em Porto Alegre, Maizonave et al. (2005) verificaram a presenca da
cianobactéria Sphaerocavum brasiliense, recentemente descrita a partir de
populacées de reservatérios eutréficos de Sao Paulo (SP) na comunidade
planctbnica das lagoas de maturacdo da Estacdo de Tratamento de Esgoto
Lami. A espécie foi acompanhada de outras cianobactérias, dentre as quais
estava Cylindrospermopsis raciborskii, constituindo-se no primeiro registro da
espécie Sphaerocavum brasiliense no estado do Rio Grande do Sul.

Furtado (2003) analisou a lagoa facultativa de um sistema australiano no
municipio de Sao Lourenco da Serra, SP, com 106,34 Kg DBO/hab., vazao de
4.293,21 m3.d"' e TDH de 21 dias. Encontrou floragédo de cianobactérias nesse
local, predominando as espécies Microcystis aeruginosa e Radiocystis
fernandoi (anteriormente descrita como Microcystis flos-aquae), as quais

apresentaram potencial toxico em estudos posteriores.
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Distintos sistemas de lagoas de estabilizacdo foram objetos de pesquisa
em quatro universidades para avaliagdo dessa técnica de tratamento, inseridos
no Programa de Pesquisas em Saneamento Basico (PROSAB). A USP
trabalhou em uma lagoa em escala real em Lins (SP), a UFES em sistema
piloto de reator anaerdbio compartimentado + lagoa de polimento, UFPE
sistema de reator UASB + lagoas de polimento em escala piloto e UFV em
lagoas em série em escala piloto. O sistema australiano de Lins registrou
incapacidade para o atendimento ao padrdo de emissdo de nitrogénio
amoniacal, além de apresentar coliformes termotolerantes e Escherichia coli na
ordem de 10° e 10° org/100mL, respectivamente. As lagoas avaliadas na UFES
e UFPE obtiveram resultados semelhantes, exce¢cdo a auséncia de ovos de
helmintos ou atendimento para irrigacdo. Ja o sistema avaliado pela UFV
enquadrou-se nos padrdes exigidos. Concluem em relacdo aos padrdoes de
qualidade da agua do corpo receptor que podem ser previstas dificuldades para
a descarga em aguas de qualidade mais restritivas, principalmente em termos
de fésforo e clorofila a (CHERNICHARO et al., 2006). Segundo esses autores,
a qualidade média do efluente e eficiéncia média de remocao para lagoa
anaerdbia seguida de lagoa facultativa estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Concentragbes médias efluentes e eficiéncias tipicas de remogéao dos principais
poluentes de interesse nos esgotos domésticos por lagoa anaerdbia seguida de lagoa
facultativa.

DBOs DQO SS Amoénia-N N total P total CTer Ovos

Helm.

Qualidade
média do 50-80 120-200 60-90 >15 >20 >4 10107 <1
efluente (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (NMP/ (ovo/L)

100 mL)
Eficiéncia
média de 75-85 65-80 70-80 <50 <60 <35 1-2
remocao (%) (%) (%) (%) (%) (%) (unid. log)

Este mesmo sistema de lagoas de estabilizacdo do municipio de Cajati,
objeto de estudo dessa tese, foi avaliado em funcédo de seu funcionamento em
diferentes épocas do ano. Como nao ha monitoramento de vazao na ETE, uma
estimativa foi realizada com dados de 2005, observando-se que a vazéo ficou
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abaixo daquela projetada para o sistema (54,18 L.s™). A carga organica obtida
foi abaixo da calculada no projeto para esse sistema, o que pode ter interferido
no seu desempenho. Além disso, TDH foi maior do que o calculado em projeto,
tornando a lagoa anaerdébia em facultativa e a facultativa apresentando 49,5
dias de TDH. A DBO esteve abaixo em todos os periodos analisados, com
dados muito abaixo dos descritos na literatura. A eficiéncia de reducédo do
sistema de tratamento foi maior em abril de 2005 do que outubro de 2004 (46,9
e 43,8%, respectivamente), mas na lagoa facultativa, devido a presenca de
matéria organica e organismos fitoplanctonicos, nao foi observada reducao de
DQO. As cianobactérias foram dominantes em todas as estagdes na lagoa
facultativa (MIWA, 2007). As maiores remocoes de sulfato, matéria organica e
fésforo total na lagoa facultativa foram verificadas em abril de 2005, tendo
como consequéncia maior diversidade dos diferentes microrganismos
avaliados (AGUILA, 2007).

2.2 As Cianotoxinas

O estado dos corpos d’agua caracterizado como eutrofico, isto €, com
excesso de nutrientes, como o fésforo e o nitrogénio, por exemplo, € uma das
causas de proliferacbes acentuadas de cianobactérias, conhecidas como
floragdes ou blooms. Dependendo das espécies presentes nessas floracoes, e
se suas linhagens sao toxicas, pode ocorrer producado de toxinas, as quais
estarao presentes no meio aquatico, afetando desta maneira a biota e vindo a
causar problemas de saude na populacao humana (FURTADO, 2003).

As cianobactérias em floragcdes podem degradar a qualidade da agua de
varias maneiras. A biomassa elevada como resultado pode contribuir para
problemas estéticos com a formacdo de escuma e baixa transparéncia.
Durante sua decomposicdo, a desoxigenacdo €& observada, afetando os
animais aquaticos. E o efeito considerado mais sério é a possibilidade de
producéo de toxinas por estes organismos (TARKZINSKA et al., 2001).

A contaminagdo de recursos hidricos e de abastecimento de agua por
excretas humanas permanece o maior desafio na saude humana. Mesmo com

a eutrofizacao tendo sido reconhecida como problema desde 1950, as toxinas
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de cianobactérias somente atualmente foram identificadas como consequéncia
desse processo (BARTRAM et al., 1999).

Um artigo na revista Nature, em 1878, foi considerado como o primeiro
registro documentado de envenenamento por cianotoxinas em animais,
causado por uma floracao de Nodularia sp. (DOW e SWOBODA, 2000).

O primeiro registro em saude publica com cianobactérias ocorreu em um
caso de gastroenterite afetando a populacdo que consumia agua de uma fonte
comum, ocorrida no Rio Ohio, em 1931. Um estudo epidemiolégico mais
recente, na cidade de Haimen, China, encontrou correlacdo direta entre a
incidéncia de céancer primario no figado e o uso de agua para consumo,
provindas de lagoas e tanques, sendo encontradas microcistinas nestes locais.
Na Australia, na Ilha Palm, 140 pessoas foram afetadas, principalmente
criancas, depois que floracdo de cianobactérias foi tratada com sulfato de
cobre, causando vomitos, doencas hepéticas e disfuncao dos rins, sendo o
organismo causador identificado como Cylindrospermopsis raciborskii
(NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM USA, 2003).

Eventos de floragcdes de cianobactérias foram freqlentes em locais de
abastecimento de &agua no Brasil. Em fevereiro de 1996, no centro de
hemodialise de Caruaru — Pernambuco, ocorreu sintomas de intoxicacao em
110 pacientes ap6s tratamento de rotina, relatados como hepatotdxicos,
atribuidas a chamada “Sindrome de Caruaru” (LAGOS et al., 1999). De 17 a 26
de maio de 1996, 116 dos 130 pacientes (89%) apds o tratamento no centro de
hemodialise tiveram distlrbios visuais, nauseas e vomitos (KOMAREK et al.,
2001). Nas primeiras duas semanas apdés o episédio, 23 pacientes haviam
falecido com sintomas neuroldgicos ou de faléncia do figado (HAIDER et al.,
2003). O sangue desses pacientes foi analisado por HPLC, sendo que todos 0s
expostos foram positivos para microcistina (KUIPER-GOODMAN et al., 1999).
Andlise do fitoplancton do Reservatério de Tabocas, o qual abastece a regido
de Caruaru, demonstrou que o principal grupo presente, em marco de 1996,
era de cianobactéria (99% da densidade total) (CARMICHAEL et al., 2001). Os
nameros de pacientes atendidos e do resultado fatal variam de acordo com a
fonte, mas o fato relevante é que essas mortes foram resultado de efeitos de
toxinas produzidas por cianobactérias.
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Na regidao de Paulo Afonso, na Bahia, ap6s a construgéo do reservatério
de ltaparica em 1988, ocorreram 2.000 casos de gastroenterite, sendo que 88
resultaram em mortes. Amostras de sangue e fezes dos pacientes indicaram
presenca de toxinas produzidas por cianobactéria. Os géneros Anabaena sp. e
Microcystis sp. estiveram presentes na agua bruta numa concentracao de
1.104 a 9.755 colbnias por mL (DEBERT, 2002).

Os dois eventos mais letais mundiais com toxinas atribuidos as
cianobactérias ocorreram no Brasil, conforme descritos acima: o caso do
reservatério de Itaparica em 1988 e o de Caruaru, no centro de hemodidlise
(HAIDER et al., 2003).

As cianobactérias tém demonstrado serem produtoras de ampla
variedade de compostos téxicos (BAKER et al., 2002). Em todo o mundo, cerca
de 60% de todas as amostras de cianobactérias investigadas demonstraram
conter toxinas (WHO, 1998).

A produgao de metabdlitos bioativos como os alcaléides neurotéxicos
(anatoxina-a,  anatoxina-a(s), saxitoxinas), alcaléides hepatotoxicos
(cilindrospermopsinas) e peptideos ciclicos hepatotoxicos (microcistinas,
nodularinas) causam impactos no aspecto social, econémico e ambiental
através de floracdes de cianobactérias (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM
USA, 2003).

Segundo Wilson et al. (2000), as hepatotoxinas podem causar danos ao
figado, as neurotoxinas afetam os nervos, as citotoxinas atuam nas células,
algumas toxinas causam reacoes alérgicas, além da cilindrospermopsina, que
causa danos ao figado (semelhantes aos sintomas de hepatite).

Programas regionais e nacionais de amostragem de cianobactérias e
analises de sua toxicidade comecaram a acontecer em varios paises,
principalmente depois de danos associados a saude humana. A alta incidéncia
de deteccdo de toxinas associada com programas de monitoramento, além do
reconhecimento de problemas em saiude em animais e humanos, aumentou a
necessidade de se desenvolver politicas de reducdo das populacdes de
cianobactérias e diminuir o risco de exposi¢cao a estas toxinas (CODD, 2000).
Os humanos sdo mais expostos a microcistinas através de consumo de agua
contaminada ou atividades recreacionais, como a natagdo (McELHINEY e
LAWTON, 2005). Durante a fase de crescimento, a produg¢do de cianotoxinas
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ocorre dentro das células e a maior proporcao destas permanece nesse espacgo
intracelular, cerca de 90%, até a decomposicdo dos microrganismos, quando a
toxina € liberada para o meio. Nesse momento aumenta a probabilidade de
danos associados a saude caso ocorra contato com essa toxina liberada.

As cianotoxinas estdo divididas em trés grandes grupos de estruturas
quimicas: peptideos ciclicos, alcaldides e lipopolisacarideos (LPS), conforme
descrito na Tabela 3 (SIVONEN e JONES, 1999).

Tabela 3 - Caracteristicas gerais das cianotoxinas (SIVONEN e JONES, 1999).

GRUPO DE TOXINA  ORGAO ALVO PRELIMINAR GENERO' DE CIANOBACTERIA
NOS MAMIFEROS

Peptideos ciclicos
Microcistinas Figado Microcystis, Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Nostoc,

Hapalosiphon, Anabaenopsis

Nodularina Figado Nodularia
Alcaldéides
Anatoxina-a Sinapse do nervo Anabaena, Planktothrix

(Oscillatoria), Aphanizomenon

Anatoxina-a(S) Sinapse do nervo Anabaena

Aplisiatoxinas Pele Lyngbya, Schizothrix, Planktothrix
(Oscillatoria)

Cilindrospermopsinas Fl'gado2 Cylindrospermopsis,

Aphanizomenon, Umezakia
Lyngbyatoxina-a Pele, intervalo Lyngbya
gastro-intestinal
Saxitoxinas Sinapse do nervo Anabaena, Aphanizomenon,
Lyngbya, Cylindrospermopsis
Lipopolisacarideos Irritante potencial; afeta todo Todas
(LPS) 0 tecido exposto

1. Nao produzido por todas as espécies do género em particular
2. Células inteiras de espécies toxicas causam os danos difundidos do tecido, incluindo os
danos ao rim e ao tecido linféide.

A estrutura geral da microcistina estda na Figura 1 e da nodularina na

Figura 2.
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Esttutura geral da microcistina
cido - (D-Ala X D MeAsp -Z* Adda’D-Glu’Mdha')

Figura 1 — Estrutura geral da microcistina (SIVONEN et al., 1992).

D-Glu
Adda CH3
0 COOH Mdhb
(DMAdda) n
N CH3
H 0
0
. NH R4
CH 3 CH J\ E NH
3 0¥ ~Z2~
o 0 COOH
D-MaAsp
D-Asp

Figura 2 — Estrutura geral da nodularina (SIVONEN e JONES, 1999).

Organismos responsaveis pela producdo de cianotoxinas incluem 40
géneros estimados, mas o0s principais sdao Anabaena, Aphanizomenon,
Lyngbya, Microcystis, Nostoc e Oscillatoria (Planktothrix) (LI et al., 2001).

A toxicidade de floracbes de cianobactérias pode apresentar uma
variagao temporal, desde intervalos de tempo curtos, sazonais e até espaciais.
Casos de ocorréncia de floracoes toxicas ocorreram em todos os continentes,
mas observa-se uma grande dominancia de relatos em paises do hemisfério
norte, pelo maior interesse e investimentos em pesquisas sobre o potencial
toxico das cianobactérias. No Brasil, 82% das linhagens isoladas no
Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias da Universidade
Federal do Rio de Janeiro se mostraram toxicas com testes de bioensaios ou
andlises quimicas, com 9,7% sendo neurotdxicas enquanto as demais
hepatotdxicas (FUNASA, 2003). Dentre essas linhagens na Universidade
Federal do Rio de Janeiro, os principais géneros ja isolados sao Microcystis sp.
(51,6%), Cylindrospermopsis sp. (9,7%), Synechocystis sp. (6,5%),
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Leptolyngbya sp. (6,5%) e Synechococcus sp. (3,2%), além do Picoplancton
(incluidas em um unico grupo devido a dificuldades de identificacédo) (22,6%).

Ja na Alemanha os dois géneros tdéxicos mais freqlentes sdo Microcystis
sp. e Planktothrix sp., com amostras de campo desses géneros téxicos sempre
contendo microcistina, mas Planktothrix sp. usualmente com maior
concentracdo de microcistina do que Microcystis sp. As neurotoxinas
investigadas foram raramente detectadas e, quando o foram, em pequenas
concentracoes (CHORUS, 2002).

Estes compostos téxicos foram isolados pela primeira vez da
cianobactéria Microcystis aeruginosa e por isso suas toxinas foram nomeadas
de microcistinas. Em torno de 60 variantes das estruturas de microcistina foram
caracterizadas de amostras de floragdes e linhagens isoladas. Foi identificada
uma estrutura muito similar a microcistina na Nodularia spumigena, chamada
de nodularina, a qual tem mesmo tipo de atuagao e ocorre como pentapeptideo
ciclico (SIVONEN e JONES, 1999).

As microcistinas foram descritas como produzidas pelos géneros
planctbnicos Anabaena, Microcystis, Oscillatoria (Planktothrix), Nostoc e
Anabaenopsis e terrestre Hapalosiphon e a nodularina somente por Nodularia
spumigena (SIVONEN e JONES, 1999).

Duas espécies de cianobactérias envolvidas em varios casos reportados
como causa de morte em animais sdo Microcystis aeruginosa e Nodularia
spumigena. Os trés géneros considerados mais toxicos sao Microcystis sp.,
Nodularia sp. e Oscillatoria sp. A maioria dos géneros de cianobactérias produz
mais do que um tipo de toxinas (HAIDER et al., 2003).

Relatos anteriores apontavam para 12 espécies pertencentes a 9
géneros como responsaveis pelos casos ocorridos de intoxicacdo em animais
por cianobactérias, mas as mais citadas foram Microcystis aeruginosa,
Anabaena flos-aquae e Aphanizomenon flos-aquae no Canada, Estados
Unidos da América, América do Sul, Europa, Asia, Africa do Sul e Australia
(CARMICHAEL e BENT, 1981).

A nomenclatura das microcistinas foi proposta por W.W. Carmichael,
levando-se em conta as variacbes qualitativas observadas em seus dois L-

aminoacidos, por exemplo, microcistina-LR (leucina-arginina), mas atualmente
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leva-se também em conta o grau de metilagdo dos aminoacidos, bem como
variaveis isométricas no aminoacido Adda (FUNASA, 2003).

Em 1972, Carol S. Huber e Oliver E. Edward determinaram a estrutura
quimica da toxina de cianobactéria pela primeira vez derivada de
Aphanizomenon flos-aquae e a denominaram anatoxina a (HAIDER et al.,
2003).

As microcistinas e nodularinas sdo as cianotoxinas mais freqientes no
mundo. Em ensaios com camundongos, 0s quais sao utilizados para detectar
toxicidade de amostras de campo e de laboratério, cianotoxinas hepatotdxicas
(toxinas do figado) causam morte por hemorragia do figado em algumas
poucas horas em doses agudas (SIVONEN e JONES, 1999).

A diversidade estrutural dos oligopeptideos de cianobactérias somente
sugere a grande diversidade de vias biossintéticas e seus respectivos genes.
Peptideo sintetase aparenta ser parte essencial da evolucéo e fisiologia desses
organismos. As principais classes desses peptideos produzidos com base na
estrutura molecular sdo apresentadas na Tabela 4 abaixo (WELKER e
DOHREN, 2008).
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Tabela 4 — Principais classes de peptideos de cianobactérias (WELKER e DOHREN, 2006).

CLASSE SINONIMOS ORIGEM
Aeruginosinas microcina e espumigina Microcystis, Planktothrix e Nodularia
Microgininas cianostatina, oscilaginina e Microcystis, Planktothrix e Nostoc

nostoginina
Anabaenopeptinas Oscilamida, acido ferintéico, Anabaena, Aphanizomenon,
nodulapeptina, plectamida e Microcystis, Planktothrix,
schizopeptina Plectonema, Nodularia e Schizothrix
Cianopeptolinas Aeruginopeptina, Anabaena, Lyngbya, Microcystis,

anabaenopeptilida, hofmannolina, Planktothrix, Scytonema e Symploca

microcistilida, micropeptina,
nostociclina, nostopeptina,
oscilapeptilida, oscilapeptina,
plaktopeptina, scipolina,
somamida, simplostatina,
tasipeptina
Microcistinas Nodularina Anabaena, Hapalosiphon,
Microcystis, Nodularia, Nostos,
Planktothrix
Microvidirinas Microcystis, Planktothrix e Nostoc
Ciclamideas Aaniasciclamida, dendroamida, Lyngbia, Microcystis,  Nostoc,
microciclamida, nostociclamida, Oscillatoria, Stigonema e
raociclamida, tenueciclamida, Westelliopsis

ulongamida e westielamida

As hepatotoxinas apresentam acdao mais lenta se comparada com as
neurotoxinas, podendo causar a morte num intervalo de poucas horas a poucos
dias, mas sdao as mais comuns em intoxicagdo envolvendo cianobactérias
(FUNASA, 2003).

As hepatotoxinas variam de compostos extremamente tdxicos, como
microcistina-LR  (D.L.50=50 pg.kg' peso corpéreo em rato, injecdo
intraperitoneal) e a nodularina (D.L.sp=30 ug.kg' peso corpéreo em rato,
injecao intraperitoneal) até a formas nao toxicas de microcistinas, tendo como
sinais de intoxicagdo em mamiferos a diarréia, vémitos, calafrios, fraqueza e
extrema palidez (BRIAND et al., 2003).

A toxicidade da microcistina e nodularina em mamiferos ocorre através

de sua forte ligacdo com enzimas celulares chamadas de fosfatases. Estas
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cianotoxinas adotaram uma “forma” quimica que € similar a estas enzimas
(SIVONEN e JONES, 1999).

Codd et al. (2005) publicaram dados sobre as fontes de toxinas de
cianobactérias e suas toxicidades agudas e, através de ensaios em
camundongos, obtiveram dados onde demonstraram que estas diferentes
fontes apresentaram resultados diferentes também em sua toxicidade. Géneros
de cianobactérias em populagdes naturais apresentaram resultados para
anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(s), saxitoxina, microcistina,
nodularina e cilindrospermopsina, com 23 géneros toxicos, assim como as
monoculturas de cianobactérias, mas nao axénicas, com 19 géneros. Quando
analisadas em monoculturas e axénicas, isto é, livres de outras bactérias,
apenas 5 géneros apresentaram toxicidade, para somente anatoxina-a,
microcistina e nodularina, concluindo que nao se pode excluir a possibilidade
de essa associacdo com bactérias heterotroficas exercer um papel na
producédo de toxinas.

Nao se sabe ao certo se a producao de cianotoxinas é induzida por
fatores fisico-quimicos, como a luz (KAEBERNICK et al., 2000; WIEDNER et
al., 2003) ou se esta também relacionada ao processo de crescimento seletivo
de cianobactérias (HU et al., 2004).

Por ser ainda desconhecido o que desencadeia a producdo de
cianotoxinas em uma floracao téxica, varios estudos continuam sendo gerados,
tanto fisiol6gicos como bioquimicos, pois, algumas vezes, as espécies
presentes no ambiente e em cultura possuem o gene para a toxina, mas nao a
estdo expressando.

Fischer et al. (2005) identificaram o polipeptideo transportador de anion
organico (Oatp1b2, OATP1A2, OATP1B1 e OATP1B3) como transportadores
de microcistina-LR em camundongos e humanos, explicando a toxicicidade
preferencial organica de microcistinas no figado e no cérebro, indicando que
uma opcao terapéutica, quando ocorrer danos ao figado ou neurotéxicos por
pacientes intoxicados por microcistina é a utilizagdo de co-substratos com alta
afinidade a OATP1A2, OATP1B1 e OATP1B3.

Em 2005, Paul Alan Cox et al. descobriram uma nova neurotoxina
produzida por cianobactérias, a BMAA (B-N-metilamino-L-alanina). Pesquisas

realizadas com varias espécies em 2005 demonstraram que, ao contrario do
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que se supunha, esta nova toxina pode ser produzida por praticamente todos
0s géneros de cianobactérias conhecidos, incluindo as simbidticas e as de
vida-livre, indicando potencial de exposicdo humana de largo alcance. Estudos
com determinadas populacdées da llha de Guam, inicialmente, indicaram que
humanos com a doencga de esclerose lateral amiotréfica/complexo de mal de
Parkinson—deméncia (amyotrophic lateral sclerosis/parkinsonism—dementia

complex) apresentaram nos tecidos do cérebro esta toxina.

2.3 Identificacao Molecular de Cianobactérias

Woese et al. (1990) nos ensinaram que seqliéncias moleculares podem
revelar relagcdes evolucionarias de maneira e extensao que critérios classicos
fenotipicos, e mesmo fungbes moleculares, ndo o podem. Somente na
estrutura molecular pode ser visto como o mundo vivo se divide em trés grupos
primarios distintos. Para cada sistema molecular bem caracterizado existem
caracteristicas de eubacteria, archeobacteria e eucariotos (Bacteria, Archaea e
Eucaria), o qual todos os membros de cada grupo dividem entre si.

Estudos de filogenia molecular, utilizando o gene que codifica para o
RNA da subunidade pequena do ribossomo (SSU DNAr, também chamada de
16S nos procariontes € 18S nos eucariontes), transformaram a dicotomia
eucarioto/procarioto em um sistema de trés dominios: Bacteria, Archaea e
Eucaria (OLIVEIRA e MENCK, 2001).

Macromoléculas, acidos nucléicos e proteinas sdo copias ou traducdes
da informacao genética e por isso devem ser consideradas como as melhores
ferramentas para inferir relagdes filogenéticas, pois DNAr 16S sdo moléculas
universais, possuem funcdo essencial para a vida da célula, sao altamente
conservadas na estrutura secundaria e sdao moléculas longas (WILMOTTE,
1994). A organizacao do operon do RNA ribossémico encontra-se na Figura 3
(retirado de LORENZI, 2004).

Comparacéao de padrdes de fragmentos restritos depois de digestdo com
enzimas de PCR para os genes DNAr 16S apresenta-se como ferramenta (til
em estudos de filogenia entre espécies proximas relatadas, porque apresentam
padrées claros distinguiveis de restricao, além de ser util também para estudos
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em mudancas de composicao de comunidades microbianas em ecossistemas
complexos (RAMIREZ-MORENO et al., 2003).

Regiao Espaco
Promotores Intergénica Distal Terminagao
Designagao - — f Hmc ¢
dos Genes: ¢ J' 7 ' *
s — | 1 I [{H{}—>
165 rRNA  tRNA 235 rRNA 58 tRNA
dos Genes: 1500 RNA
— 545
ITS

Figura 3 — Organizacao do operon do RNA ribossémico.

Lyra et al. (1997) utilizaram padroes de PCR/RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism, Polimorfismo nos fragmentos de restricdo do
DNA) do gene DNAr 16S para diferenciar linhagens filamentosas e
planctdnicas téxicas e ndo téxicas. O RFLP analisado com as linhagens de
referéncia apresentou distancias genéticas similares, concluindo que este
método providencia de uma maneira rapida o agrupamento de isolados e a
comparagao entre eles.

Lorenzi (2004) estudou alguns locais das represas Billings e
Guarapiranga. Realizou a diferenciagdo entre as cianobactérias através de
RFLP e/ou sequenciamento dos produtos de PCR. O RFLP foi realizado com
99 amplicons do DNAr 16S, os quais foram digeridos com a enzima de
restricdo Hae lll e para ficocianina foram selecionados 84 amplicons, os quais
foram digeridos com a enzima de restricdo Alu |. A mini-biblioteca construida
com os amplicons de DNAr 16S obtidos usando os iniciadores 27F1/1494Rc
produziu sequéncias de outro grupo de bactéria (Actinobacteria), indicando a
inespecificidade desses iniciadores para estas amostras. Entretanto, na mini-
biblioteca construida com os amplicons de cpcBA obtidos usando os
iniciadores PCBF/PCaR, somente seqlUéncias de cianobactérias foram
geradas. Nessa mini-biblioteca foram identificadas varias linhagens de
Microcystis aeruginosa (98-100% de identidades) e também de Anabaena
(89% de identidade).

A andlise de sequiéncias da regido espacadora intergénica do operon de
ficocianina (cpcBA) (Figura 4) € um marcador especifico genético para
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cianobactérias. Usualmente, o comprimento de produto de PCR que recobre os
genes de ficocianina (subunidades a e B) possui em torno de 650 pares de
bases. O uso de oligonucleotideos iniciadores especificos para cianobactérias
para regides como o operon para ficocianina (a maior proteina acessoéria na
fotossintese Il), através de sua regido espacadora intergénica altamente
polimorfica, fornece ferramenta para discriminar e identificar cianobactérias
(POMATI et al., 2000).
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Figura 4 — Aparato fotossintético, com destaque para a regido de ficocianina (PC). Fonte:
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.

Estudos tém demonstrado que a seqiéncia da regido espacadora
intergénica (IGS) entre B e a das sub-unidades ORFs (cpcBA), os quais
decodificam ficocianinas b e a, respectivamente, podem ser usados para
diferenciar espécies de cianobactérias (BAKER et al., 2001). Tem-se na Figura
5 a representacdo esquematica do operon de ficocianina, com seus espacos
intergénicos entre os genes, sendo as setas indicativas da posicao relativa dos
oligonucleotideos iniciadores das sub-unidades B (PCBF) e a (PCaR) (NEILAN,
JACOBS e GOODMAN, 1995).

cpcB cpcA  ¢cpcC cpeD cpcE
- ]

PCBF — < PCoR

Figura 5 — Representacdo esquematica do operon PC — setas indicativas da posi¢éo relativa
dos oligonucleotideos iniciadores das sub-unidades  (PCBF) e o (PCaR).
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Estudos realizados por Baker et al. (2001) com PCR amplificando a
regiao cpcBA obtiveram sempre sucesso para as espécies toxicas mais
comuns de cianobactérias que ocorrem na Australia, sendo que
freqlentemente as floracées ndao sdo mono-especificas e contém dois ou mais
ecotipos de cianobactérias. Nesse trabalho, quando examinadas as regides
cocBA em culturas de referéncia e amostras ambientais, estes autores
descobriram que o comprimento desta regido é altamente conservado dentro

de um género.

2.4 Genes Envolvidos na Biossintese de Metabolitos Secundarios

As cianobactérias sdao capazes de produzir ampla variedade de
metabdlitos que ndo sao utilizados no metabolismo primario, isto é, na divisdo
celular ou para producao de energia, por este motivo, classificado como
metabolitos secundarios. Dentre esses metabdlitos secundarios encontram-se
as cianotoxinas, que sao formadas por substancias de estrutura peptidica, as
quais sao elaboradas por um mecanismo enzimtico paralelo a sintetase
protéica, conhecido como peptideo sintetase nao-ribossémica. Essa sintese
nao-ribossdmica utiliza ampla variedade de substratos, muito dos quais séo
aminodcidos nao-protéicos, hidroxiacidos e substancias policeténicas,
especialmente elaborados para serem incorporados na estrutura desses
peptideos. Na estrutura de cianobactérias observam-se, em uma mesma
molécula, ligacées peptidicas, funcdes cetbnicas, insaturacbes e funcdes
aromaticas (FIORE et al., 2005).

Os peptideos ciclicos sdo pequenas moléculas com massa molecular
variando entre 800 a 1000 Da. A maioria dos seus congéneres € hidrofilica e
geralmente ndo é capaz de penetrar a membrana celular de um vertebrado e
requer ser transportada via adenosina trifosfato. Por este motivo, a toxicidade
da microcistina e da nodularina fica restrita aos 6rgaos dependentes do
transporte organico de anion em suas membranas celulares, como o figado
(HAIDER et al., 2003).

Investigagdes filogenéticas tém indicado uma ocorréncia antiga e com
ampla distribuicdo dos genes envolvidos na sintese nao-ribossémica peptidica,
incluindo a sintese de microcistina. A distribuicdo desta sintese em
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cianobactérias existente aparenta ter acontecido por repeticdes de perdas de
genes para a biossintese de microcistina em linhagens derivadas mais recente
desses organismos (COX et al., 2005).

Policetideos sintase (PKS) e peptideos sintetase nao ribossomais
(NRPS) séo classes amplas de produtos naturais que se agrupam para uma
simples acil-coenzima A ou mon6mero de aminoacido. As duas apresentam
biossintese por megassintase polifuncionais organizadas em unidades
funcionais repetidas conhecidas como moédulos, o0s quais tém a
responsabilidade por um estagio ou elongamento da cadeia de policetideo ou
polipeptideo. Dentro de cada médulo ocorrem dominios independentes,
coordenados por proteinas responsaveis por alguma combinacdo de
modificacao de grupos caracteristicos funcionais em cada ciclo do elongamento
da cadeia. Cada médulo de PKS ou NRPS possui pelo menos um conjunto de
trés modulos mandatérios ou dominios centrais, dois dos quais séo cataliticos e
um age como transportador (CANE e WALSH, 1999). Peptideos nao
ribossomais sdo biossintetizados por condensacao sequencial de monémeros
de aminodacidos e os policetideos sao feitos de adi¢cdes repetitivas de duas
unidades de carbonos cetbnicos derivados de tioésteres de acetato ou outro
acido carboxilico pequeno (ANSARI et al., 2004).

Os PKS podem ser divididos em trés classes. PKS tipo | contém
dominios de cetosintase (KS, elongacado), acil transferase (AT, ativacdo do
monOmero) e acil proteina carreadora (ACP, carreador), necessariamente.
Entre esses dominios, podem ocorrer dominios modificados de dehidrase (DH),
enoil redutase (ER) e cetoredutase (KR), dentre outros (NPBIOGENE, 2007),
conforme Figura 6. PKS sdo enzimas multifuncionais, responsaveis por um
ciclo de elongacdo da cadeia e sao representativas em todas as
cianobactérias. PKS tipo Il sdo complexos ciclicos multienzimaticos,
tipicamente envolvidos na biossintese de antibiéticos aromaticos de outras
bactérias. PKS tipo Il sdo enzimas homodiméricas de condensacao
responsaveis por uma variedade de flavondides ndo usuais e compostos de
chalcona (BARRIOS-LLERENA et al., 2007).
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KS —— AT | DH +— ER |+ KR — ACP
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Figura 6 — Md&dulos pertencentes aos dominios de policetideos e os oligonucleotideos

utilizados.

As linhagens téxicas de cianobactéria contém genes para sintese
peptidica especifica para a producdo de microcistina, sendo demonstrado que
as linhagens produtoras e as ndo produtoras de toxinas de Microcystis
aeruginosa diferem em seus genomas, gerando, desta maneira, 0
desenvolvimento de alvos moleculares para a deteccdo de toxicidade das
espécies capazes de produzirem microcistina (BAKER et al., 2001).

Mais de 70 formas estruturais de microcistina com varios graus de
toxicidade foram identificadas (CODD et al., 2005). Esta toxina apresenta em
sua estrutura NRPS e PKS e, recentemente, seus genes foram identificados e
sequienciados, apresentando 55 kbases em dez ORFs (quadros abertos de
leitura — Open Reading Frames), formando o gene mcyA-J em Microcystis sp.
(TILLETT et al., 2000; KAEBERNICK et al., 2002).

O mecanismo de biossintese de NRPS foi elucidado estudando-se a
formagao de drogas, tais como a penicilina, vancomicina e ciclosporina. Varios
compostos bioativos de cianobactérias possuem PKS ou cadeias de acidos
graxos (DITTMANN et al., 2001).

Analise com Microcystis aeruginosa identificou este metabdlito como um
hibrido de NRPS/PKS (TILLETT et al., 2000). O alinhamento dos genes para
microcistina, mcyA-J, é transcrito como mcyABC e mcyD-J, de um promotor bi-
direcional, situado entre mcyA e mcyD (Figura 7) (KAEBERNICK et al., 2002).

mcy-J | H meyG meyF mcyE  mcyD mcyA  mcyB mcyC

HHH H H e -]

Figura 7 — Representag¢édo esquematica do operon mcy A-J em Microcystis sp.

Essas ORFs séo flanqueadas em ambos os lados por genes que nao
estao envolvidos na biossintese da toxina (dna N e uma 1-6) e apresentam alta
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similaridade com genes localizados no cromossomo de Synechocystis sp.
PCC6803 (LORENZI, 2004).

Das quarenta e oito reagdes sequienciais envolvidas na biossintese de
microcistina, quarenta e cinco podem ser determinadas em dominios cataliticos
dentro de seis grandes sintases/sintetases multienzimas (mcyA-E,G). Mcy A-C
sdo trés NRPS que contém cinco dos sete modulos necessarios para a
biossintese da microcistina. Mcy E e G sao enzimas hibridas, com médulos de
NRPS/PKS. Policetideos sintetase determinam as unidades de acetato ou
propionato dentro das estruturas de policetideos (DITTMANN e BORNER,
2005).

Kaebernick et al. (2000) demonstraram aumento na transcricdo do gene
para microcistina em NRPS e PKS como resultado da intensidade luminosa. A
qualidade de luz de 16 e 400 pmol de fétons m™2 s™' a uma intensidade
constante por duas horas, no espectro vermelho, foi responsavel por este efeito
envolvendo 0s genes na biossintese de microcistina durante todo o
crescimento. Os niveis de transcritos foram reduzidos em algumas condigcdes
artificiais de estresse. Mas, pelo numero de processos alterados pela luz, nao
puderam concluir que a luz € o fator Unico nestes resultados.

Um conjunto de oligonucleotideos iniciadores de PCR foi desenhado
para amplificar a seqiéncia que codifica o dominio Unico de N-metiltransferase
(NMT) do gene mcyA, conforme Figura 8 (TILLETT et al., 2001). O dominio N-
metiltransferase estd envolvido na acilacdo do aminogrupo com um
grupamento metila e esta presente somente no mecyA (FIORE, 2005), tornando-

0, desta maneira, um bom marcador molecular.

MSE,  MSR

l \ >—< M. aeruginosae PCC 7806

mcyA meyB meyC umal

. Domindo A-metilacio

Figura 8 — Organizagéo estrutural da microcistina sintetase nas regides flanqueadoras.

O agrupamento de genes para a biossintese de microcistina ja foi
descrito em quatro espécies diferentes: Microcystis aeruginosa K-139
(NISHIZAWA et al., 2000) e Microcystis aeruginosa PCC7806 (TILLETT et al.,
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2000), com Planktothrix agardhii CYA 126 (CHRISTIANSEN et al., 2003),
Anabaena linhagem 90 (ROUHIAINEN et al., 2004) e Nodularia (MOFFITT e
NEILAN, 2004), demonstrando claramente que muito ainda precisa ser
compreendido, ja que cada género apresenta suas caracteristicas particulares.

Inicialmente, varios estudos utilizaram o agrupamento de genes para a
microcistina sintetase (mcy) para identificacdo de linhagens téxicas (JANSE et
al., 2004). Estes autores encontraram correlacdo positiva da producdo de
microcistina com a presenca do gene mcyB, mcyA ou dominios de adenilagéo,
porém algumas anomalias foram encontradas. Atualmente, sabe-se que essa
correlacdo positiva pode nao ser valida. O agrupamento responsavel pela
biossintese de microcistinas que ja foi descrito para trés géneros (Microcystis,
Planktothrix e Anabaena) pode apresentar grande variagdo estrutural (nGmero
e ordem dos genes), de acordo com a figura 9 (DITTMANN e BORNER, 2005).
Isso pode ser resultado da ocorréncia de regides homologas aos genes mcy ou
mesmo dominios de adenilagcdo similares aos descritos para o operon da
microcistina nas linhagens nao toxicas. Além disso, elementos de transposicao
ja foram descritos na inativacdo dos agrupamentos de sintese de microcistina
em Planktothrix (CHRISTIANSEN et al., 2006).
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Figura 9 — O agrupamento de genes mcy para a biossintese da microcistina em Anabaena
(ROUHIAINEN et al., 2004), Microcystis (TILLETT et al., 2000), Planktothrix (CHRISTIANSEN
et al., 2003) e nda de nodularina para Nodularia (MOFFITT e NEILAN, 2004).
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A regido do mcyB possui alta similaridade com outros loci de NRPS,
apresentando, desta maneira, discrepancia nos resultados. Por isso, alguns
estudos de deteccdo de toxicidade para microcistinas estdo utilizando o
dominio unico da NMT, decodificado pela microcistina sintetase do gene mcyA
(TILLETT et al., 2001).

Lorenzi et al. (2007) desenvolveram uma metodologia utilizando PCR em
Tempo Real duplex especifico e quantitativo para anélise do gene mcyA e
ficocianina de amostras ambientais do género Microcystis. O numero de células
de Microcystis pode ser utilizado para inferir a propor¢cao média dos gendétipos
de mcy. Esses autores avaliaram a metodologia em amostras coletada em
Salto Grande-Americana-SP.

A via biossintética da cilindrospermopsina foi recentemente desvendada
por Mihali et al. (2007). Essa toxina possui efeito neurotoxico, hepatotoxico e
citotdéxico. Esses autores analisaram seis espécies de distribuicao global de
Cylindrospermopsis raciborskii, Aphanizomenon ovalisporum, Aphanizomenon
fos-aquae, Umezakia natans, Raphidiopsis curvata e Anabaena bergii.
Descobriram que cilindrospermopsina é um alcaldide derivado da via de
policetideos. O agrupamento de Cylindrospermopsis raciborskii AW T205 possui
43 Kb que decodificam todas as funcgdes requeridas para sua biossintese,

regulacéo e para exportar essa toxina.

2.5 Métodos para Deteccao de Metabdlitos Secundarios

Mais de 800 peptideos ou metabdlitos peptidicos de cianobactérias
foram descritos para varios taxa. A ocorréncia e estruturas de metabdlitos
secundarios dentro das sub-secbes tém sido estudadas. Mais de 80 tipos
estruturais de compostos foram definidos, ocorrendo em mais de 30 géneros
em todas as cinco sub-secdes. A maioria dos compostos foi isolada de
Oscillatoriales e Nostocales, seguido por Chroococales e Stigonematales e
poucos metabdlitos sdo conhecidos de Pleurocapsales. Porém, essa
distribuicdo reflete a disponibilidade de linhagens e biomassa ao invés do
potencial de cada género dentro das sub-secdées (WELKER e DOHREN, 2006).

Até recentemente, principios téxicos dominavam os estudos sobre

atividades biol6gicas, embora a ecologia sugeria que agentes antimicrobiais e
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antivirais eram os compostos mais freqlentes isolados de cianobactérias
(BURJA et al., 2001).

Os peptideos ciclicos podem apresentar fungdes antibidticas ou
imunossupressoras, gerando, desta maneira, interesse em estuda-los. A
analise estrutural desses peptideos tornou-se maior apds a disponibilidade de
métodos de ionizacdo de dessorcdo. A primeira notificacdo de anadlise de
espectrometria de massa de peptideos data da década de 60, com maiores
estudos apés a invencdo de Massa por Bombardeamento Rapido de Atomos
(FAB — Fast Atom Bombardment), depois modificado para espectrometria de
massa liquida de ions secundarios (LSIMS — Liquid Secondary lon Mass
Spectrometry), permitindo a aplicacado de diferentes técnicas de espectrometria
de massa em tandem (MS-MS), seguido de ionizacdo por electrospray (ESI)
(ECKART, 1994).

O espectrémetro de massa é um instrumento constituido por uma fonte
de ions, um analisador de massas, um detector e um sistema de aquisicao de
dados (Figura 10). Permite determinar a relacdo entre a massa e a carga (m/z)
de espécies ionizadas em fase gasosa. As fontes de ionizacdo sao
Electrospray (ESI) e MALDI (Matrix-Assited Laser Desporption lonization). Os
analisadores de massa tém como funcao basica separar os ions formados de
acordo com a relacdo m/z, tais como quadrupolos, ion-traps e tempo de véo
(TOF — Time of Flight), dentre outros, podendo ser acoplados entre si, dando
origem a equipamentos denominados de hibridos (CANTU et al., no prelo).
Exemplo de equipamento hibrido é o Q-TOF (quadrupolo com tempo de véo,
ESI MS/MS).
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Figura 10 — lonizacao por electrospray. Fonte: NERC Life Sciences Mass Spectrometry Facility
(LSMSF) (2007).

A fissao Coulémbica ocorre porque a evaporacao do solvente faz com
que a repulsao eletrostatica entre as espécies carregadas torne-se altissima.
Nesse mecanismo, sucessivas explosdes couldmbicas ocorrem de modo que
as goticulas contendo apenas um unico ion sdo formadas. Dessa maneira, uma
vez evaporado o solvente, o ion € transferido para a fase gasosa. Assim, a
tensdo superficial da gota € incapaz de sustentar tantas cargas (limite de
Rayleigh), induzindo a transferéncia (expulsao) dos ions para a fase gasosa
(CANTU et al., no prelo).

Estudos para deteccdo de anatoxina-a através de comparacdo de
métodos de espectrometria de massas foram realizados com propdsito de
analises forenses em casos de suspeita de envenenamento neurotdxico
(FUREI et al., 2005). Para tal fim, analisaram: LC fluorimétrica seguida de
derivatizacdo usando 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazola (NBD-F); MS
multiplo fandem usando ion-trap quadrupolo (LC-MS); hibrido MS quadrupolo
com tempo de vbéo (Q-TOF) e metilagdo usando diazometano antes da
determinacdo por LC-MS. O produto de ion esperado obtido com Q-TOF
MS/MS foi altamente superior comparado aquele gerado em fragmentacao de
instrumento TOF de fase Unica. Esse resultado é consequéncia da alta
especificidade da fragmentacao que é alcangada através da selecao de poucos
precursores de variagdo de m/z dos ions no quadrupolo. James et al. (2005)
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analisaram seis variantes de anatoxina-a por Q-TOF hibrido e espectrometro
de massas quadrupolo ion-frap, obtendo padrées de fragmentacao
determinados complementares e confirmacao das estruturas de ions principais
e respectivas férmulas, concluindo que as investigacoes forenses de suspeita
de envenenamento por anatoxina foi facilitada por estudos com MS e sua
posterior confirmacao inequivoca através da presenca de compostos naturais
na amostra.

Amostras de agua do Lago Dried Meat no Canada foram coletadas e
analisadas por LC-Q-TOF-MS com detector IDA (Information-Dependent
Acquisition) para deteccdo de microcistina RR e LR. Nenhum pico para essa
toxina foi encontrado e a obtencdo de resultados precisos com quantidades
menores de amostra em microgramas por litro quando comparada com outros
métodos foi ressaltada como ponto positivo do método (ZHAO et al., 2006).

Andlise de fracdes lipidicas de amostras complexas naturais foram
caracterizadas por HPLC acoplado a espectrdmetro de massas hibrido Q-TOF
com o género Spirulina platensis por Herrero et al. em 2007. Obtiveram
identificacdo direta de quatro acidos graxos livres e nove lipideos polares na
matriz complexa analisada sem pré-tratamento da amostra, concluindo que
esse tipo de analise para caracterizacdo de componentes de atividades
biol6gicas naturais € uma alternativa expressiva.

Outra abordagem para a deteccdo de compostos metabdlicos
secundarios produzidos por cianobactéria pode ser desenvolvido através de
testes de bioatividade. E amplamente estudada a habilidade de producédo de
compostos antifungicos e antibacterianos em cianobactérias para possivel
desenvolvimento de compostos farmacolégicos e na agricultura.

Metabdlitos secundarios bioativos devem ser vistos como resposta
evoluciondria a pressao exercida por organismos competidores, tais como
fungos e granzing de outros animais (PICCARDI et al., 2000). Esses autores
conduziram um estudo para potencial antibacteriano, antifungico e de atividade
citotéxica do género Nostoc em 50 linhagens de habitats diferentes, como em
simbiose, no solo, plantagdo de arroz, agua doce e marinha. A biomassa
liofilizada foi extraida através de uma mistura de etanol:dgua (3:7, v:v) para
obter extrato hidrofilico e entdo com driclorometano:isopropanol (1:1, v:v) para

obter extrato lipofilico, secos e ressuspendidos em agua ou etanol. A atividade
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antifungal foi testada com Rhizoctonia solani, Penicillium expansum,
Aspergillus flavus, Colletotrichum sp., Fusarium roseum e Phoma sp. em tubos
de ensaio e a antibacteriana com Agrobacterium vitis, Escherichia coli e
Staphylococcus epidermidis em placas de petri, além de ensaios com Artemia
salina. Vinte e oito das cinquienta linhagens de Nostoc testadas apresentaram
atividade contra pelo menos um dos organismos alvo. Bioatividade foi
praticamente igualmente distribuida entre linhagens simbidticas e de vida livre.
Atividades antibacterianas foram menos freqlientes do que atividades
antifungicas. Os diferentes padrées apresentados pelos extratos sugerem que
diferentes moléculas sdo responsaveis pela bioatividade.

Biondi et al. (2004) analisaram o potencial de Nostoc ATCC 53789 com
12 fungos (Armillaria sp., Colletotrichum coffeanum, C. trifolii, Fusarium solani,
F. oxysporum f. sp.melonis, Penicillium expansum, Phytophthora cambivora, P.
cinnamomi, Rhizoctonia solani, Rosellinia sp., Sclerotinia sclerotiorum e
Verticillium  albo-atrum), 2 bactérias (Agrobacterium tumefaciens e
Pseudomonas aeruginosa) e 2 insetos (Galleria mellonella and Helicoverpa
armigera), também com Caenorhabditis elegans e Artemia salina utilizados
como modelos de organismos para atividade nematocida e citotoxica. O extrato
foi obtido apds a filtragem da amostra e extraido overnight em metanol. Como
resultado, o extrato obtido de Nostoc ATCC 53789 foi ativo para 9 dos 12
fungos testados, ndo foi ativo para as bactérias analisadas mas foi para
Helicoverpa amigera, também como nematocida e para Artemia salina. Essa
linhagem de Nostoc foi inicialmente pesquisada em 1990 pela Merck & Com. e
como resultado obtiveram o isolamento de novo depsipeptideo, demonstrando
potente atividade contra fungos filamentosos e leveduras. Esse resultado foi
patenteado e a linhagem depositada como ATCC 53789.

Outra abordagem para deteccdo € por imunoensaio ELISA (ensaio
imunossorvente ligado a enzima). Foram desenvolvidos para determinar
poluentes ambientais, incluindo toxinas. Véarias pesquisas demonstraram que
anticorpos monoclonal e policlonal podem ser gerados contra microcistinas.
Técnicas analiticas baseadas em ELISA possuem alta sensitividade, todavia, a
atividade cruzada de varias microcistinas e nodularinas depende da
similaridade da estrutura quimica para a microcistina contra o anticorpo que foi
utilizado, geralmente microcistina-LR e ndo em sua toxicidade. Dependendo
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desta atividade cruzada e da toxicidade da microcistina analisada, este método
pode tanto estimar a mais como a menos a concentragdao de toxina em termos
equivalentes a toxicidade de microcistina-LR. Por esta raz&o, ndo pode ser
considerado como um ensaio quantitativo, mas sim, Gtil como ferramenta de
screening se utilizado para monitoramento de agua para consumo, por poder
ocorrer um resultado sub-estimado e gerar, desta maneira, um possivel risco a
saude humana, além de resultados falso positivo (NICHOLSON e BURCH,
2001; FIGUEIREDO et al., 2004).

Os niveis de deteccado tornam o método ELISA util para analise de
concentracdes de microcistinas, inclusive em relacdo ao que a Organizacao
Mundial de Saude sugere, de 1 pg/L de microcistina em agua de
abastecimento (FIGUEIREDO et al., 2004).

Chu et al. (1989) produziram e caracterizaram anticorpos contra a
microcistina para a variante LR, apresentando atividades cruzadas com outras
variantes de microcistinas, se ligando fortemente com microcistina-RR e de
maneira fraca com microcistina-LA.

O método descrito por Chu et al. ndo esta disponivel comercialmente e
detecta somente uma Unica toxina, no caso, microcistina-LR, além de
apresentar problemas com atividade cruzada. Utilizando este método, o
pesquisador W.W. Carmichael encontrou que as microcistinas mais
importantes reagem com o anticorpo, mas cerca de 10% nao. Por este motivo,
outros métodos sao sugeridos para serem utilizados pelo governo canadense
para que a legislacdo daquele pais seja atingida, que € de 0,0015 mg/L (1,5
ug/L), levando-se em consideracao a saude da populacdo (HEALTH CANADA
FEDERAL, 1998).

Lindner et al. (2004) desenvolveram até um ensaio rapido de um unico
passo com ELISA através da inibigdo de antigeno imobilizado para a
microcistina-LR utilizando um kit que é comercializado e o modificando.

O método ELISA demonstra grande especificidade se comparado com o
ensaio de inibicdo da proteina fosfatase mas n&o indica a toxicidade relativa
das variantes de microcistinas e nodularinas (METCALF, BELL e CODD, 2001).

O teste ELISA é utilizado em escala mundial para a detecgdo de
microcistinas por estar disponivel em kits comerciais e, desta maneira, ser

possivel a comparagdo dos resultados obtidos. E sem divida o método mais
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promissor para deteccao de microcistinas por sua sensibilidade, especificidade
e facil de ser trabalhado (HARADA et al., 1999), util como deteccao rotineira de
aguas com contaminacao de toxinas, em situacdes onde a amostra esta bem
caracterizada (NICHOLSON e BURCH, 2001), sendo o de maior aceitacao
para deteccdo toxicoldégica de cianobactérias (LORENZI, 2004). Pode ser
utilizado pela maioria dos laboratérios e ser utilizado também para detecgéo de
exposicdo humana a microcistina (HILBORN, 2005). Entretanto, estes
anticorpos utilizados no ELISA nao geram resultados positivos com floragdes
de Oscillatoria e Anabaena, tendo sua melhor resposta positiva com floragdes
de Microcystis aeruginosa toxica (DOW e SWOBODA, 2000).

As vantagens da utilizagao desse teste é que nao é caro se comparado
a outros testes, como HPLC, sua utilizacdo em kits é rapida conseguindo-se
resultados em algumas horas e ndo necessita de pré-tratamento nas amostras
analisadas. As desvantagens sao que, até o momento, desenvolveram poucos
anticorpos contra cianotoxinas em kits, 0os quais utilizam trés variantes, que sao
as mais comuns de ocorrer (LR, YR e RR) e também podem gerar resultados
falso-positivos.

Além dos testes citados, estudos de toxinas podem ser realizados por

bioensaios e teste de proteina-fosfatase.
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3. METODOLOGIA

3.1 Etapas da Pesquisa

As amostras foram coletadas em trés datas distintas na lagoa facultativa
do sistema de lagoas de estabilizacao de Cajati-SP, nos dias 16 de dezembro
de 2004, 25 de janeiro e 13 de abril de 2005. Em seguida, foram isoladas e
cultivadas para analise do Numero Mais Provavel (NMP). As linhagens isoladas
foram seqlenciadas usando o gene DNAr 16S, analisadas tanto
morfologicamente quanto filogeneticamente. A construcdo de uma mini-
biblioteca usando o espaco intergénico do operon da ficocianina (cpcBA)
também foi obtida para as amostras ambientais (16 dez 04). Em ambas as
situagdes (amostras isoladas e ambientais), andlises do potencial de toxicidade
foram realizadas através do teste ELISA e de marcador molecular especifico
para microcistina (gene mcyA). Adicionalmente, para as amostras isoladas,
avaliou-se a distribuicdo dos dominios NRPS e PKS, além da realizagao de
teste de bioatividade e espectrometria de massa (Q-TOF).

A Figura 11 mostra as etapas desenvolvidas nesse estudo.
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3.2 Area de Estudo

O distrito de Cajati foi criado em 30 de novembro de 1944, no povoado
de Corrente, territério do municipio de Jacupiranga, por sua vez fundado em
1864. A ocupacado de suas terras teve inicio com a chegada ao Porto de
Cananéia de alguns portugueses em busca de ouro. Dentre eles, estava
Mathias de Pontes, que se instalou num local conhecido, inicialmente, por
Cachoeirinha, onde viria a se assentar a futura cidade de Cajati. No entanto, foi
no século XX que suas terras obtiveram maior evidéncia, quando se descobriu
a possibilidade de exploracao das jazidas locais. Em 1939, periodo em que se
iniciaram as atividades de lavras de apatita, a Serrana S/A de Mineracao
construiu uma vila de operarios. A exploracdo de minérios assumiu maior
importancia no crescimento de Cajati a partir da Segunda Guerra Mundial.
Contudo, seu desenvolvimento foi bastante lento, devido a dificuldade de
comunicacado, comum as cidades daquela regidao. Assim, somente em 30 de
dezembro de 1991, Cajati emancipou-se de Jacupiranga (SEADE — Fundacao
Sistema Estadual de Analise de Dados, 2006).

A lagoa facultativa do sistema de lagoas de estabilizacdo estudada
encontra-se no municipio de Cajati — SP, coordenadas 24°43'23” S e 48°05'39”
W, com inicio de operagdo em setembro de 2002. Encontra-se no Vale do
Ribeira do Iguape (Figura 12) e faz parte do sistema de tratamento de aguas
residuarias operado pela SABESP (Companhia de Saneamento Basico do
Estado de Sao Paulo). Esse sistema € composto por gradeamento e caixa de
areia como tratamento preliminar, lagoa anaerdbia, lagoa facultativa e tanque
do cloracdo com chicanas, atualmente desativado, com seu efluente final
despejado no rio Jacupiranguinha, classificado como classe 2. Cajati possui
populacdo de aproximadamente 30.000 habitantes. Desses, 99% possuem
suas residéncias ligadas a rede de abastecimento de agua e 67,4% a rede
coletora de esgoto, dos quais 90% sao tratados. Os dados de projeto das
lagoas estédo descritos na Tabela 5.
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Unidade de Negdcio Vale do Ribeira
indice de atendimento com abastecimento de

agua: 57%

indice de atendimento com coleta de esgotos: 53%
Tratamento de esgotos: 59%: do volume coletada
Estacies de tratamento de agua: 22

Pocos: 25

Estacies de tratamento de esgotos; 37

Adutoras: 276 quildmetros

Capacidade de reservacao: 116 reservatirios que

Municipios atendidos pela Sabesp

Figura 12 — Localizacao do municipio de Cajati — SP. Fonte: Sabesp, 2007.

Tabela 5 — Descricdo de projeto das lagoas do Sistema de Lagoas de Estabilizagdo de Cajati —
SP.

CARACTERISTICAS LAGOA ANAEROBIA LAGOA FACULTATIVA
Comprimento (m) 160,5 214,0
Largura (m) 53,0 163,0
Profundidade (m) 4,0 1,5
Area (m?) 6.472 33.600
Volume (m®) 25.886 50.400
Matéria Organica (kgBOD.d™") 5177,2 *
Fluxo (m®.d™) 4681,15 4681,15
Tempo de Detencao Hidraulico 5,5 10,8
(dias)

* carga organica nao citada. Fonte: Superintendéncia de gestédo e desenvolvimento operacional
de sistemas regionais — Sabesp Registro (setembro/2004)

Em janeiro de 2003 a ETE esteve desativada, com problemas nos
painéis da estacao elevatéria, devido a ocorréncia de grande quantidade de
chuvas, voltando a operar normalmente em marco de 2003. E m junho de
2005, ocorreu o rompimento de tubulacdo que bombeia esgoto para a ETE,
interrompendo o recebimento de esgoto por 30 dias, sendo esse despejado

diretamente no rio Jacupiranguinha.
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3.3 Coletas das Amostras na Lagoa Facultativa

As coletas foram realizadas superficialmente e colocadas em frascos de
fitoplancton, mantidas no gelo até serem transportadas ao laborat6rio, nos

seguintes pontos (Figura 13):

- Lagoa facultativa: afluente, regido central e efluente.
- Efluente na saida do sistema de tratamento, no tanque com chicanas.

Figura 13 — Pontos de coleta (1, 2 e 3) na lagoa facultativa da Estacdo de Tratamento de
Esgoto de Cajati e (4) na area de langamento para o rio, no tanque de cloragéo. Foto: Mario D.
Domingues.

As coletas foram programadas para ocorrerem com freqiéncia de trés
em trés meses, ou seja, outubro de 2004, janeiro, abril e julho de 2005 visando
detectar variagdo dos géneros de cianobactérias presentes no sistema, nas
quatro estacdes do ano. Como as lagoas de estabilizacdo sdo geralmente
rasas e com a parte inferior anaerdbia, optou-se pela realizacdo de coletas na
superficie da lagoa, isto €, variagao horizontal.

Os pontos foram amostrados na lagoa facultativa em seu afluente para
analise das cianobactérias provenientes do fluxo da lagoa anaerdbia; no centro
da lagoa, para detectar possiveis mudancas na comunidade de cianobactérias;
em seu efluente, para acessar quais géneros se apresentavam na saida do
sistema, e na parte final do tanque de cloragao, para analisar os géneros que
estariam sendo descartados no rio.
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A primeira coleta, realizada em outubro de 2004, apresentou-se com
baixa concentracdo de cianobactérias e a mesma nao pOde ser analisada
devido a predominancia de algas eucarioticas (Chlorella sp.). Dessa maneira,
optou-se pela realizacdo de isolamento e cultivo das cianobactérias em
laboratério. Foi realizada, entdo, uma coleta ndo programada dentro das datas
iniciais, em 16 de dezembro de 2004.

A coleta de julho né&o foi realizada, pois o sistema nao estava operando
nesse periodo. A tubulagcdo se rompeu antes da elevatéria (tubulagao
responsavel pela coleta do esgoto do municipio e transporte até a lagoa) e todo
0 esgoto estava sendo despejado in natura no rio. A lagoa facultativa (1,5 m)
ficou 0,5 m abaixo de seu nivel. Esse sistema encontrou-se desativado por
cerca de 2 meses no referido periodo.

3.4 Isolamento e cultivo

Aliquotas de 1 mL das amostras de 16/dez/04 e 13/abr/05 foram
inoculadas em tubos de ensaio esterilizados, contendo 9 mL de meio liquido
BG-11 (ALLEN, 1968), com e sem nitrogénio, e ciclohexamida (70 mg/L) para
inibir o crescimento de células eucariéticas. Depois de homogeneizados, sete
diluigbes seriais com fator 10 foram utilizadas para inocular novos tubos de
ensaio contendo 0 mesmo meio de cultivo, em triplicatas (Figura 14). Para o
meio BG-11 sem nitrogénio apenas nao foi adicionado o nitrogénio na forma

NaNQO; (ou inorganico).

Figura 14 — Tubos com meio BG-11, em triplicatas, com sete diluicoes seriais, para cada ponto
da lagoa.
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Os tubos foram mantidos em sala de cultivo do Laboratério de Ecologia
Molecular de Cianobactérias (CENA-USP) por 30 dias, a 24°C % 1°C, sob
iluminacdo fluorescente constante (30 pmol fétons m? s™). Células foram
repicadas em meio BG-11 sélido (Tabela 5) até a obtencédo de culturas puras.
Apés isolamento em monoculturas, as linhagens obtidas foram examinadas
utilizando-se microscépio de contraste de fase (Zeiss Axioplan, Oberkochen,
Germany, Laboratério de Carbono 14, CENA/USP). A identificacdo das
cianobactérias foi baseada em caracteres morfolégicos do material em cultura,
o qual foi preservado com formalina, em concentragao final de 4%. O sistema
de classificagao utilizado foi baseado nos estudos de Komarek e Anagnostidis
(1989, 1999, 2005). Quando possivel, o sistema bacteriolégico (CASTENHOLZ,
2001) foi citado depois da designacao botanica.

3.5 Numero Mais Provavel (NMP)

Usando as tabelas de Numero Mais Provavel (NMP) do Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater, APHA (1995), teste 908
D, as amostras ambientais de 16/dez/04 e 13/abr/05 em triplicatas, com sete
diluicbes, as quais obtiveram resultados positivos no crescimento em cultivo,
foram quantificadas em células por mL.

Os numeros de tubos positivos encontrados para cianobactérias
(resultado de diluicbes decimais) sdao computados como (+) para a
interpretagdo dos dados de NMP. O intervalo de confianga utilizado foi de 95%
para cada tubo analisado. O volume utilizado para a interpretacao na tabela
908 Il foi de 1,0; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001; 0,00001 e 0,000001, em triplicatas,
de acordo com as setes diluicbes em série utilizadas. Quando um resultado
positivo € encontrado em diluicbes maiores do que as trés combinacdes
analisadas de acordo com o método, os resultados devem ser incorporados no
maior numero de diluicdo encontrado, somando-se os resultados obtidos
(APHA, 1995).

Fiore et al. (2005) relatam que é possivel determinar a distribuicdo de
cianobactérias sem a utilizacao de métodos de contagem tradicional, utilizando-
se do método NMP. O método de contagem & mais preciso, no entanto o NMP
fornece diretriz de qual o tamanho da comunidade que esta sendo analisado. O
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método NMP €& a contagem viavel de uma populacdo microbiana em
concentracbes absolutas dos organismos viaveis presentes (POSTGATE,
1969).

3.6 Analises moleculares

3.6.1 Extracao de DNA genémico

Para a extragdo de DNA genbmico, tanto das linhagens isoladas como
das amostras ambientais, uma suspensao de 3 mL de células na fase de
crescimento exponencial foi coletada, concentrada através de centrifugagcéao a
13000 x g, durante 15 min, e liofilizada. A extracdo do DNA genémico seguindo
o protocolo descrito por Fiore et al. (2000). Cinco microlitros (5 yL) dos DNAs
extraidos foram acrescidos de tampédo de carregamento (ficol 15%, azul de
bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%) e a integridade dos mesmos foi
verificada em gel de agarose 1%, contendo brometo de etidio (0,3 pg/mL de
gel), apds corrida eletroforética em tampao TBE 0,5 X (TBE 1 X: Tris-borato 45
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), usando marcador molecular Lambda/Hindlll
(Promega, Madison, E.U.A.). A documentagdo do gel foi feita através do
programa “Multi Analyst” do “Fluor-S™ Multiimager” (BioRad, Hercules,
California, E.U.A.).

3.6.2 Amplificacao por PCR

As amplificagbes por PCR foram feitas em termociclador “Gene Amp.
PCR System 2400” (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, Conn.), no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do CENA/USP.

Para a amplificacdo da regido do DNA ribossémico sub-unidade 16S
(DNAr 16S) das linhagens isoladas, os oligonucleotideos iniciadores 27F1 (5'—
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)) e 1494Rc (5—
TACGGCTACCTTGTTACGAC-3’) (NEILAN et al., 1997) foram utilizados
visando a amplificacdo de fragmentos com aproximadamente 1500 pares de
bases. As condi¢des de amplificacdes foram as seguintes: 95°C por 3 minutos,
seguidos de 30 ciclos de 94°C por 10 segundos, 50°C por 20 segundos, 72°C
por 1 minuto e extensao final de 72°C por 7 minutos.
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Para a amplificacdo de amostras isoladas e ambientais do dominio da N-
metiltransferase (NMT) do gene mcyA foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores MSF (5- ATCCAGCAGTTGAGCAAGC-3") e MSR (5-
TGCAGATAACTCCGCAGTTG- 3) (TILLETT et al, 2001) para obter
amplicons de aproximadamente 1300 pares de bases. As condi¢cdes de
amplificagdes foram 94°C por 4 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 10
segundos, 55°C por 20 segundos, 72°C por 1 minuto e extensao final de 72°C
por 7 minutos.

As amplificacées das linhagens isoladas dos dominios de NRPS e PKS

(KS) foram feitas usando os oligonucleotideos MTF (5-
GCNGGYGGYGCNTAYGTNCC-3) e MTR (5-CCNCGDATYTTNACYTG-3’)
(NEILAN et al., 1999), e KSF (5—-

MGIGARGCIHWISMIATGGAYCCICARCAIMG-3’) e KSR (5—
GGRTCICCIARISWIGTICCIGTICCRTG-3") (BEYER et al, 1999),
respectivamente. Os amplicons resultantes esperados foram de 1000 pares de
bases para NRPS e 700 pares de bases para o KS. As condicdes de ciclagem
foram as mesmas para ambos os dominios, sendo 94°C por 2 minutos,
seqguidos de 5 ciclos de 94°C por 1 minuto, 45°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 1 minuto e 72°C por 4
minutos, finalizando com extensao final de 72°C por 15 minutos.

Todas as reagdes de amplificagcdo continham 2,5 uL de tampéao PCR1X,
1,5 uL MgCl, 50 mM, 0,5 uL de dNTPs 10 mM, 1,0 uL de cada iniciador (5
pmol/uL), 1,0 uL de DNA (10 ng), 0,3 pL de Platinum Tag DNA Polimerase (1
U) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, E.U.A.) e 4gua ultrapura esterilizada para
volume final de 25 pL. O marcador molecular Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen) foi utilizado para verificagdo de tamanho dos amplicons obtidos, em
gel de agarose 1%, conforme ja descrito.

3.6.3 Clonagem e transformacao

Os produtos frescos de PCR do DNAr 16S, de cpcBA e PKS foram
clonados utilizando o kit “P-Gem® T-Easy Vector” (Promega), seguindo as
recomendagdes do fabricante. O vetor utilizado foi o pGEM® - T de 3015 pb,
que € oferecido linearizado com ECOR V e com adig&o de 3 terminal timidina

em ambos os lados. Essas terminagbes 3°-T aumentam a eficiéncia da ligagéao.
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Esse vetor contém sitios para a resisténcia a ampicilina, um sitio para multipla
clonagem e um fragmento do LacZ. Células da bactéria E. coli DH5a foram
utilizadas como recipiente, depois de preparadas quimicamente usando o
método de cloreto de calcio, e a introducdo do vetor contendo os insertos
nessas células competentes foi feita através de choque térmico (SAMBROOK
et al., 1989). As células transformadas foram plaqueadas em meio LB sélido
contendo ampicilina e X-Gal, ambos em concentragdes finais de 100 yg mL/L,
e incubadas por 14-16 horas, a temperatura de 37°C.

Uma pequena quantidade de células provenientes de colbnias brancas
foi utilizada para novas reacbes de PCR, visando confirmar a presenga dos
insertos. As condicbes da reacdo de amplificacdo utilizada foram as mesmas
descritas no item 3.6.2, e os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram
M13F/M13R, que flanqueiam regides do vetor. O tamanho dos amplicons foi
verificado em gel de agarose 1% TBE 0,5X e os clones que n&o apresentaram
produtos de amplificacdo ou tamanhos inesperados, ndo foram analisados.

Em seguida, os plasmideos foram obtidos pelo método de preparagéao
de pequena escala, usando hidrélise alcalina, de acordo com Bimboim e Doly
(1979). As colbnias brancas que fizeram parte da selecdao foram transferidas
para 5 mL de meio LB contendo ampicilina e cultivadas por 14 a 16 horas, a
37°C, sob agitagdo de 150 rpm. Em microtubos de 1,5 mL foram colocados 1,5
mL da cultura de células produzida e, em seguida, estas foram centrifugadas a
10.000 x g por 20 segundos. O mesmo procedimento foi repetido mais uma
vez. O pélete formado foi ressuspendido em 100 uL de solugéo | gelada (Tris-
HCI 25 mM, pH 8,0, EDTA 10 mM e glucose 50 mM). Duzentos uL (200 uL) de
solugdo Il (NaOH 0,2 N, SDS 1%) foram acrescentados e misturados
gentilmente através da inversao dos microtubos. Apés terem sido incubados no
gelo por 5 minutos, foram adicionados aos microtubos 150 yL de solucéo |
gelada (acetato de potassio 3 M e acido férmico 1,8 M). Procedeu-se
novamente a mistura por inversdo e os microtubos foram incubados no gelo por
mais 5 minutos. Posteriormente, foram centrifugados a 10.000 x g durante 7
minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Adicionou-se 6/10
do volume (~270 L) de isopropanol a temperatura ambiente, misturando-se e
centrifugando-se conforme descrito anteriormente. Apdés a eliminacao do
sobrenadante, o pélete foi lavado uma vez com 250 pl de etanol 70% gelado e
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centrifugado a 10.000 x g por 2 minutos. O pélete foi entdo seco e
ressuspendido em 30 pL de uma solugao contendo Tris-HCI 10 mM, pH 8,0,
EDTA 0,5 M e 10 mg RNAse/mL. Os plasmideos assim extraidos foram
armazenados a -20 °C até a préxima etapa.

3.6.4 Sequienciamento

As reacobes de seqguenciamento dos fragmentos de interesse foram feitas
usando-se o kit “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit” (Amersham
Biosciences, UK, England) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os
oligonucleotideos iniciadores T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-3") e SP6
(5-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’), que flanqueiam as extremidades do
vetor, e 0s oligonucleotideos internos 341-357F (5°-
CCTACGGGAGGCAGCAG-3") e 357-341R (5-CTGCTGCCTCCCGTAGG-3");
685-704F (5-GTAGSGGTGAAATSCGTAGA-3") e 704-685R (5-
TCTACGSATTTCACCSCTAC-3"); 1099-1114F (5-CAACGAGCGCAACCC-3')
e 1114-1099R (5"-GGGTTGCGCTCGTTGC- 3") (LANE, 1991) foram utilizados
para a reacdo de sequenciamento do RNAr 16S, enquanto que para o
sequenciamento dos fragmentos de PKS apenas os iniciadores M13F e SP6
foram usados. As condi¢des de ciclagem da reacao de sequienciamento foram
25 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 60 segundos a 60°C,
as quais foram realizadas no mesmo termociclador ja descrito. Em seguida, os
produtos foram lavados com etanol 100%, seguida de outra lavagem com
etanol 70% para a remocgao de residuos. Esses produtos foram entao
ressuspendidos em formamida HiDi (Applied Biosystems) e as amostras
colocadas no ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.7 Construcao de Mini-biblioteca de Amplicons da regiao cpcBA

Para a construcdao de uma mini-biblioteca de amplicons da regiao do
espaco intergénico da ficocianina (cpcBA) foi utilizada amostra ambiental
coletada em 16/dez/04. A extracdo de DNA gendbmico desse material foi feita
conforme ja descrito no item 3.6.1. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados
para amplificar aproximadamente 700 pares de bases da regidao cpcBA foram
PCBF (5-GGCTGCTTGTTTACGCGACA-3) e PCoR (5-
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CCAGTACCACCAGCAACTAA-3’) (NEILAN et al.,, 1995). As reacdes de
amplificagdo continham 2,5 uL de tampao PCR1X, 1,5 uL MgCl, 50 mM, 0,5
puL de dNTPs 10 mM, 1,0 uL de cada iniciador (5 pmol/uL), 1,0 uL de DNA (10
ng), 0,3 uL de Platinum Tag DNA Polimerase (1 U) (Invitrogen) e agua ultrapura
esterilizada para volume final de 25 pL. As condi¢cées de amplificacdo foram:
94°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 94°C por 20 segundos, 47°C por
30 segundos, 72°C por 1 minuto e extensdo final de 72°C por 7 minutos
(NEILAN et al., 1995) ou 94°C por 4 minutos, seguidos de 40 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C por 2 minuto e extensao final de 72°C
por 12 minutos, modificado de BOLCH (1996), as quais foram realizadas no
mesmo termociclador ja mencionado. O marcador molecular Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen) foi utilizado para verificagdo dos tamanhos dos amplicons
obtidos, em gel de agarose 1%, conforme ja descrito.

Os produtos frescos de PCR foram clonados e a verificagdo dos clones
transformantes foi feita da mesma forma que no item 3.6.3. Cento e doze
clones transformantes foram utilizados para este estudo, sendo 34 clones para
cada ponto amostrado (ponto 1 — afluente da lagoa, ponto 2 — centro e ponto 3
— efluente da lagoa). Desse total, 29 clones contendo os fragmentos de
interesse foram sequenciados conforme descrito no item 3.6.4 usando apenas

os oligonucleotideos T7 e SP6.

3.8 Alinhamento e analises filogenéticas

As sequéncias resultantes deste estudo foram processadas para
remogao de bases produzidas com baixa qualidade (indice que qualidade
menor que 20) através do pacote que contém o0s programas
Phred/Phap/Consed (EWING e GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON
et al., 1998), em ambiente operacional Linux, sendo assentadas em contigs
anicos.

Posteriormente, foram comparadas com outras seqiéncias previamente
depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI), utilizando-se a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1999), visando a identificacdo das espécies de

cianobactérias.
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O alinhamento sequiencial multiplo das seqtiéncias obtidas neste estudo,
juntamente com outras selecionadas do NCBI, foi realizado usando o programa
Clustal W (THOMPSON et al., 1997). Arvores filogenéticas foram construidas
por meio do programa MEGA 3.1 (KUMAR et al., 2004) utilizando o método
Neighbor-Joining (SAITO e NEI, 1987) com o parametro Kimura-2 de distancia
(KIMURA, 1980) e Maxima Parsimébnia. Valores de reamostragem (bootstrap)
baseados em 1.000 replicacdes (FELSENSTEIN, 1985) foram considerados.

Para andlise das sequéncias obtidas do dominio PKS utilizou-se o
programa Expasy — Translate Tool (http:/ca.expasy.org/tools/dna.html) para

converter as seqiéncias de nucleotideos em aminoacidos e analisar qual frame
codifica a proteina. Essas seqléncias de proteinas traduzidas foram
comparadas a PKS microbianos conhecidos utilizando-se o software disponivel
em http://www.npbiogene.com/ (Natural Product Biosynthetic Gene Database).

3.9 Ensaio Imunossorvente Ligado a Enzima (ELISA)

O potencial de toxicidade de dez linhagens de cianobactérias isoladas e
trés amostras ambientais (16/dez/04, 25/jan/05 e 13/abr/05) foi avaliado usando
0 kit da Beacon (kit placa Microcistina, Beacon Analytical Systems, Inc.,
Portland, ME, E.U.A.), o qual considera as isoformas LR, RR e YR de
microcistinas.

Aliquotas de 1 mL de amostras ambientais foram congeladas com
nitrogénio liquido por 30 segundos, e em seguida descongeladas em banho-
maria a 40°C por 4 minutos, trés vezes seguidas, visando a ruptura das células.
Desse total, 100 pL foram utilizados para o teste ELISA seguindo as
recomendacgdes do fabricante.

Para as linhagens isoladas, optou-se por outra metodologia, por
apresentarem espécies filamentosas, necessitando de um tratamento mais
agressivo para lise celular. Dessa forma, aliquotas de 2 mL foram centrifugadas
e 0 sobrenadante descartado. O conteudo foi transferido para tubos de ensaio,
no qual foram adicionadas 2 mL de agua destilada esterilizada e, em seguida,
as amostras foram submetidas ao microondas (poténcia maxima), por 1 minuto.

As solugdes foram centrifugadas e o sobrenadante coletado. Desse total, 100
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uL foram utilizados para o teste ELISA seguindo as recomendacgdes do
fabricante. Essas analises foram realizadas em tubos de vidro.

3.10 Bioatividades das linhagens isoladas

As dez amostras isoladas (CENA 103 a CENA 112) foram inoculadas
separadamente em 320 mL de meio BG-11 e mantidas por 30 dias na sala de
cultivo no Laboratério de Ecologia Molecular de Cianobactérias, nas mesmas
condi¢cées descritas no item 3.4.1. Esse volume foi centrifugado a 10.000 x g
por 10 minutos e, posteriormente, o sobrenadante foi coletado separadamente
em relacdo as células. O sobrenadante foi entdo submetido a extracdo de
toxinas e compostos bioativos usando cloroférmio ou acetato de etila, sendo
utilizados 150 mL para cada uma dessas extracoes, e coletada a fase organica.
Os mesmos volumes foram evaporados até aproximadamente 2 mL de cada
extrato e armazenados a — 20°C. As células foram submetidas a extragao do
extrato intracelular pela adicdo de 2 mL de metanol, agitadas magneticamente
por uma hora e, apos esse periodo, centrifugadas a 5.000 x g por 5 minutos.
Posteriormente, foram armazenadas a — 20°C.

Os extratos obtidos foram utilizados para avaliacdo de atividade
antimicrobiana. Extratos organicos das culturas foram submetidos a testes de
bioatividade em placas de Petri contendo linhagens selecionadas de levedura,
bactérias e  fungo fitopatogénico em duplicata, da colecdo de isolados do
Laboratério de Ecologia Molecular de Cianobactérias (CENA-USP). As
bactérias Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium, Micrococcus luteus,
Staphylococcus pasteuri, Bacillus cereus, Paracoccus sp. e Staphylococcus
aureus, o fungo Rhizoctonia solani e a levedura Candida cruzeii foram
selecionados para o estudo. As bactérias foram inoculadas em meio LB (Luria-
Bertani) (BERTANI, 1951), o fungo em extrato de malte 3% e a levedura em
meio YEPD (yeast extract peptone dextrose) (VINCENT, 1970).

Os testes consistiram em colocar discos de filtro de papel Whatman n° 1
(6 mm ) esterilizados contendo 20 pL do extrato organico em placas
inoculadas com os microrganismos testes. As placas contendo os isolados
bacterianos e a levedura foram incubados por 24 horas a 28°C, excetuando-se
Micrococcus luteus e Staphylococcus pasteuri (37°C), enquanto que para o
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fungo o tempo de incubacao foi de 7 dias a 28°C. Resultados positivos foram
visualizados pelo aparecimento de zonas de inibicdo de crescimento.

3.11 Espectrometria de Massas (Q-TOF)

Aliquotas de 2 mL das dez culturas isoladas provenientes do volume
total de 320 mL foram lavadas duas vezes (centrifugacdo a 5.000 x g a 2
minutos) com agua destilada esterilizada e agitadas em vértex com auxilio de
esferas de vidro (x 5 mm O), até a visivel quebra das células. Em seguida,
foram colocadas em microondas (poténcia maxima) por aproximadamente um
minuto, novamente centrifugadas, e o sobrenadante liofilizado.

Essas andlises foram realizadas somente uma vez no Instituto de
Quimica, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), no Laboratério
Thomson pelo Prof. Dr. Luis Alberto Beraldo de Moraes (USP-RP). A fase
organica foi separada e analisada em espectrometria de massas usando um Q-
TOF (Micromass, Manchester, UK) hibrido de alta resolugdo (7.000) e alta
precisao (5 ppm), equipado com uma fonte de ionizagao por electrospray (ESI).
As condicbes para a ESI no modo positivo foram as seguintes: gas de
dessolvatagao (nitrogénio) aquecido a 150°C; capilar mantido a um potencial
de 3.5 kV e a voltagem do cone de 25 kV. A fragmentacao do peptideo (MS/MS
tandem) foi adquirida selecionando-se o ion com a Massa Molecular (MM) alvo,
utilizando-se de analisador de massas quadrupolo seguido de 20eV,
dissociagdo de colisdo induzida usando argbnio na célula de colisdo do
quadrupolo e analise de massas pelo TOF. Os extratos anteriormente
liofilizados foram dissolvidos em uma mistura de metanol (50%):acido férmico
(0,1%) (1:1 v/v). As amostra foram introduzidas na fonte a 5 yL/min com uma

seringa.
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4.3 Municipio de Cajati
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Segundo SEADE (2006), alguns dos dados mais relevantes do municipio

de Cajati, gerados pelo Governo do Estado de Sao Paulo, estdo na Tabela 6, a

qual considera, além do municipio de Cajati, dados da Regido de Registro e do

Estado de S&o Paulo.

Tabela 6 — Dados SEADE sobre o municipio de Cajati — SP.

Regiao de

Dados Ano Municipio Estado
Registro

Area (km®) 2005 455 12.129 248.600
Populacéo (hab) 2005 32.052 286.232  39.949.487
Densidade Demografica (hab/km?) 2005 70,44 23,60 160,70
Taxa Geométrica de Crescimento Anual

da Populacdo - 2000/2005 (% a.a.) 2005 1,90 1,3 1,96
Grau de Urbanizacao (em %) 2005 74,73 68,73 93,65
Coleta de Lixo (%) 2000 98,09 95,36 98,90
Abastecimento de Agua (%) 2000 96,7 93,53 97,38
Esgoto Sanitario (%) 2000 69,19 65,99 85,72
Esgoto Sanitario Tratado (%) 2003 90 NA NA

NA — N&o se aplica.

Dados do municipio de Jacupiranga (cidade vizinha a Cajati) sobre

dados climaticos, como temperaturas maximas e minimas absolutas, chuvas e

dias de chuvas estao apresentados na Tabela 7 e as Figuras 15 e 16 (IAC,

Instituto Agronémico de Campinas, 2006).



Tabela 7 — Dados climatolégicos do municipio de Jacupiranga.
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Temperatura Temperatura
Chuva . . Temperatura
Maxima Minima ]
Periodo do periodo
Absoluta Absoluta
(mm) °c
16/12/2004 a
35,9 37,4 18,5 25,3
19/12/2004 ’
24/01/2005 a
43.8 30,7 18,6 24,7
26/01/2005 ’
11/04/2005 a
0,0 35,6 20,7 28,0
13/04/2005 ’
DADOS CLIMATOLOGICOS DE JACUPIRANGA 2004
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Figura 15 — Grafico de chuva acumulada mensal por dias de chuva para o periodo de 2004,
destaque para o més de coleta (dez 04).

Em 2004, a pluviosidade do periodo foi de 1960,8 mm em 126 dias de

chuva. No més de dezembro, quando da coleta, a chuva acumulada do periodo

foi de 373,3 mm com 16 dias com chuva neste més.
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DADOS CLIMATOLOGICOS DE JACUPIRANGA 2005
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Figura 16 — Grafico de chuva acumulada mensal por dias de chuva para o periodo de 2005,
destaques para os meses de coleta (jan 05 e abr 05).

Em 2005, a pluviosidade do periodo foi de 1732,7 mm em 119 dias de
chuva. No més de janeiro e abril, a chuva acumulada mensal foi de 275,1 e
99,9 mm, em 17 e 10 dias com chuva nestes meses, respectivamente.

A temperatura do periodo registrada, na cidade de Jacupiranga, foi de
25,3 °C, 24,7 °C e de 28 °C, para dezembro de 2004, janeiro e abril de 2005. As
precipitacbes mensais foram de 373,38 mm, 275,91 mm e 99,9 para estes
mesmos periodos.

Nas trés coletas ambientais as espécies presentes foram distintas,
mesmo sendo coletadas nos mesmos pontos, demonstrando que as
populagdes variaram nos periodos de tempo analisados. Em dezembro de
2004 e janeiro de 2005 as chuvas foram intensas, além da presenca de uma
frente fria vinda do sul, fato este explicativo para as baixas temperaturas
apresentadas no periodo de verdo e da entrada do fluxo de agua pluvial no
sistema da lagoa de estabilizacdo, influenciando todo o tratamento, fator este
possivel de ter modificado a dindmica populacional desse local. J& na coleta de
abril de 2005 ocorreram chuvas menos intensas e ndo no periodo da coleta,
além de uma temperatura mais alta se comparada com as outras duas coletas.

Segundo informacdes coletadas na SABESP (comunicagdo pessoal),

este sistema recebe aguas pluviais, gerando resultados negativos para a DBO

pela diluicdo do esgoto.
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4.2 Cultivo e isolamento das amostras ambientais

Os géneros Synechococcus sp., Merismopedia sp., Limnothrix sp.,
Leptolyngbya sp. (meio BG-11) e Nostoc sp. (meio BG-11 sem nitrogénio)
foram isolados das amostras coletadas nos quatro pontos na lagoa facultativa
de estabilizacdo de Cajati — SP (Tabela 8). A descri¢cdao dos locais de coleta e
do numero do depodsito na colecao de culturas do Laboratério de Ecologia
Molecular de Cianobactérias — CENA — USP estao descritos na Tabela 9.

Tabela 8 — Géneros isolados da lagoa facultativa e seus respectivos pontos e datas.

AFLUENTE CENTRO EFLUENTE TANQUE
16 dez 04 Nostoc (SN) Merismopedia e Leptolyngbya Leptolyngbya e
Leptolyngbya Merismopedia
25 jan 05 Nostoc (SN) Synechococcus Synechococcus Synechococcus
13 abr 05 Limnothrix Limnothrix Limnothrix Leptolyngbya

SN — meio de cultura sem nitrogénio.

Tabela 9 — Lista de cianobactérias isoladas da lagoa facultativa de Cajati-SP e mantidas na

colegéo de culturas do Laboratério de Ecologia Molecular de Cianobactérias, CENA — USP.

CIANOBACTERIA DATA LOCAL
Leptolyngbya sp. CENA 103 16 Dez 2004 Centro
Leptolyngbya sp. CENA 104 16 Dez 2004 Tanque
Nostoc sp. CENA 105 16 Dez 2004 Afluente
Merismopedia sp. CENA 106 16 Dez 2004 Centro
Nostoc sp. CENA 107 25 Jan 2005 Afluente
Synechococcus sp. CENA 108 25 Jan 2005 Efluente
Limnothrix sp. CENA 109 13 Abr 2005 Afluente
Limnothrix sp. CENA 110 13 Abr 2005 Centro
Limnothrix sp. CENA 111 13 Abr 2005 Efluente
Leptolyngbya sp. CENA 112 13 Abr 2005 Tanque

Os morfotipos isolados (Figura 17) sdo caracterizados a seguir, incluindo
alguns comentarios sobre o género descrito, assim como a variabilidade
morfolégica para cada linhagem de cianobactéria depositada na colecado de
culturas é apresentada (Tabela 10).
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Ordem Chroococcales (Subsecao 1)

Synechococcus Nageli 1849 — células solitdrias ou em grupos irregulares ou
aglomeracdes; células cilindricas em forma de bastdo, as vezes arcuadas;
conteudo celular homogéneo, azul-esverdeado; sem aer6topos ou granulagao;
dimensdes 2,7 — 6,5 ym compr. x 0,8 — 1,4 ym didm., razdo compr./diam. 2,0 —
6,5. Divisdo celular por fissdo binaria perpendicular, as vezes assimétrica.
Pseudotricomas presentes sob condicdes de estresse em cultura. Comentarios:
culturas sao utilizadas amplamente como organismos modelos em
experimentos. Cerca de vinte espécies sdo conhecidas depois de novas
revisdes taxonémicas. Essas espécies ocorrem principalmente no plancton, no
metafiton e sobre pedras. No Brasil, relativamente poucas espécies foram
encontradas (KOMAREK, 2003; SANT’ANNA et al., 2005).

Merismopedia Meyen, 1839 - células formando colénias tabulares,
retangulares; conteudo celular homogéneo, azul-esverdeado; células esféricas
ou hemi-esféricas apds a divisdo; dimensdes 0,8 — 2,0 ym compr. x 0,7 — 2,8
um diam., razdo compr./diam. 0,6 — 1,1. Divisdo celular em dois planos.
Comentarios: sdao conhecidas mais de trinta espécies, sendo a maioria delas
planctdbnica de aguas continentais. Sdo comumente encontradas em
reservatérios brasileiros (KOMAREK, 2003; SANT’ANNA et al., 2005).

Ordem Oscillatoriales (Subsecao Ill)

Limnothrix Meffert 1988 — tricomas solitarios, retos ou flexuosos, méveis, pouco
constritos; ceélulas quadraticas a cilindricas, retas; com aerétopos nas
extremidades, conteldo esverdeado, verde-azulado; células apicais cilindricas,
retas ou arcuadas, as vezes atenuadas e capitadas; dimensées 2,0 — 9,1 um
compr. x 1,3 — 2,1 ym didm., razdo compr./diam. 1,1 — 5,2. Comentarios: é um
género tipicamente planctdnico e ha cerca de vinte espécies ja revisadas,
porém, pouco citadas para o Brasil (KOMAREK, 2003; SANT'ANNA et al.,
2005).
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Leptolyngbya Anagnostidis et Komarek 1988 — tricomas isolados ou
emaranhados frouxos, retos ou flexuosos, constritos; bainha fina, inconspicua,
hialina; ramificacao falsa; células subquadraticas um pouco mais longas que
largas; conteludo celular as vezes levemente granuloso, esverdeado ou
acastanhado; dimensées 0,7 — 3,3 ym compr. x 1,6 — 3,1 ym diam., razdo
compr./diam. 0,3 — 1,6. Fragmentacao do tricoma com auxilio de necridios. As
linhagens CENA 103 e 112 apresentaram filamentos solitarios ou formando
emaranhados frouxos, sempre dispersos no meio de cultura. Ja na linhagem
CENA 104, os filamentos formaram densos agregados (biofilme) nos frascos de
cultivo. Comentarios: o género Leptolyngbya é um dos mais comuns dentre as
cianobactérias, contendo varios morfotipos e ecotipos, compreendendo mais de
100 espécies descritas e ainda mal delimitadas em virtude da falta de
caracteristicas realmente distintivas (KOMAREK, 2003; SANT'ANNA et al.,
2005).

Ordem Nostocales (Subsecao V)

Nostoc Vaucher ex Bornet et Flahault 1888 — tricomas flexuosos envoltos por
mucilagem colonial; células esféricas ou em forma de barril, conteudo
levemente granuloso, azul-esverdeado ou acastanhado, dimensées 1,6 — 4,9
gm compr. x 1,7 — 4,4 ym diam., razao compr./diam. 0,7 — 1,6; heterocito
terminal ou intercalar, em forma de barril a cilindrico; acineto cilindrico, reto ou
levemente curvado. Comentarios: € um género comum e bem distribuido, com
mais de 200 taxons descritos. Em geral, as espécies de Nostoc nao suportam
ambientes poluidos. No Brasil, poucas espécies ja foram mencionadas
(KOMAREK, 2003; SANT’ANNA et al., 2005).



58

Tabela 10 — Descricdo dos morfotipos das cianobactérias isoladas neste estudo, incluindo os
dados de variabilidade morfométrica das linhagens.

IDENTIFICACAO ORGANIZACAO MORFOLOGIA TAMANHO DA CELULA (um)®
DO ISOLADO CELULARE CELULA/ Cc L C/L
COLORACAO TRICOMA
Synechococcus sp.  Células solitarias, Células cilindricas 2,7-6,5 0,8-14 20-6,5
CENA108 azul-esverdeadas retas ou arcuadas, (4,2) (1,2) (3,6)
com
pseudotricomas
Merismopedia sp. Células arranjadas Células esféricas 0,8-2,0 0,7-28 06-11
CENA106 em colbnias ou hemi-esféricas (1,4) (1,7) (0,9
retangulares, azul-
esverdeadas
Limnothrix sp. Células formando Células retas, 20-78 1,3-1,8 1,1-5.2
CENA109 tricomas méveis, cilindricas, com (4,5) (1,5) (3,0)
Limnothrix sp. solitarios, dispersos aero6topos no apice; 3,5-7,6 1,5-20 1,9-47
CENA110 no meio (condigbes células apicais (5,4) (1,7) (3,1)
Limnothrix sp. de cultura), pouco cilindricas, retas ou 3,3-9,1 15-2,1 1,8-5,0
CENA111 constritos, verdes pouco arcuadas (5,7) (1,8) (3,2)
Leptolyngbya sp. Células formando Células 1,3-3,3 16-26 06-1,6
CENA103 tricomas levemente quadraticas, as (2,2) (2,1) (1,0)
Leptolyngbya sp. constritos, com vezes com 0,7-24 1,8-25 03-1,1
CENA112 bainha fina, granulacéo; células (1,4) (2,1) (0,7)
inconspicua, apicais com apice
dispersos no meio ou arredondado
em emaranhados
frouxos (condigdes
de cultura),
acastanhados (103),
verdes (112)
Leptolyngbya sp. Células formando 1,0-2,8 1,7-3,1 04-14
CENA104 tricomas levemente (1,8) (2,3) (0,8)
constritos, com
bainha fina,
inconspicua,
arranjados em
agregados densos,
biofilme (condigbes
de cultura), verdes
Nostoc sp. Células formando Células esféricas 1,6-49 1,7-44 0,7-1,6
CENA105 tricomas em col6nias ou em forma de (2,8) (2,9) (1,0
mucilaginosas, azul-  barril, com material H:2,6 — H: 3,1 —
esverdeadas (105), granular fino; 4,2 (3,6) 4,0 (3,6)
acastanhadas (107) heterocito terminal A: 32— A: 26—
ou intercalar, em 9,3 (56,4) 4,2 (3,4)
Nostoc sp. forma de barril a 24-45 23-44 0,7-12
CENA107 cilindrico; acineto (3,1) (3,4) (0,9)
cilindrico, reto ou H@28- H:29-
um pouco curvado 4.4 (3,5) 4,4 (3,7)
A%28- A%22-
4,7 (3,9) 4,6 (3,5

? células vegetativas, outras indicadas; C, comprimento; L, largura, Minimo, méximo e (média,
n=30); °H: heterocito; °A: acineto.
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Figura 17 — Morfotipos de cianobactérias isoladas em cultura do sistema de lagoas de
estabilizacdo de Cajati — A. Leptolyngbya sp. CENA103, B. Leptolyngbya sp. CENA104 com
ramificacdo falsa e necridio (setas), C. Nostoc sp. CENA105, D. Merismopedia sp. CENA106,
E. Nostoc sp. CENA107, F. Synechococcus sp. CENA108, G. Limnothrix sp. CENA109 com
aerétopo (seta), H. Limnothrix sp. CENA110 com aerétopo (seta), |. Limnothrix sp. CENA111
com aerotopo (seta), J. Leptolyngbya sp. CENA112. Escala = 5 um.

Segundo Dokulil e Teubner (2000), as cianobactérias apresentam quatro
ecotipos de acordo com seu comportamento na coluna d’agua:
- Espécies capazes de fixar Nz (Aphanizomenon flos-aquae,

Cylindrospermopsis raciborskki).
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- Espécies em ambientes estratificados (Planktothrix rubescens).
Apresentam um “6timo” de profundidade, normalmente metalimnion, pela
habilidade de flutuabilidade. Crescem em filamentos solitarios.

- Espécies em ambientes turbulentos (Limnothrix redekei, Planktothrix
agardhii). Este grupo estd normalmente bem misturado no epilimnion. Nao
fixam N» e ndo estdo em locais estratificados ou migrando.

- Espécies formadoras de colénias ou agregados (Microcystis e
Aphanizomenon). Excursdes diarias pelo epilimnion possivelmente pela sua

unidade de tamanho grande.

Estes géneros encontrados, com a técnica de isolamento, podem estar
sub-estimados dentro da populacao de cianobactérias com seus poucos taxons
representativos pela problematica da seletividade de linhagens (WARD et al.,
1998). A contagem por microscopia Optica invertida das amostras para os
periodos de outubro de 2004, janeiro de 2005, abril de 2005 e julho de 2005 foi
realizada dentro do projeto tematico “Estudos dos sistemas naturais e artificiais
redutores de cargas poluidoras para a sustentabilidade dos recursos hidricos
do Baixo Ribeira de Iguape, SP” (02/13449-1). Quando os dados de isolamento
foram comparados com a contagem direta, obtivemos diferenca nos géneros
encontrados. Foram isolados cinco géneros desse sistema no presente estudo
(Leptolyngbya, Synechococcus, Limnothrix, Nostoc e Merismopedia) e atraves
de contagem direta foram encontrados seis géneros (Aphanocapsa sp.,
Lyngbya sp., Merismopedia  punctata, @ Merismopedia  tenuissima,
Pseudanabaena sp., Synechocystis sp. e Phormidium sp.) Através do
isolamento, por ser seletivo, foi possivel obter géneros possivelmente nao
dominantes no periodo, inclusive fixadores de nitrogénio, os quais ndo foram
encontrados na contagem direta realizada. Independente da limitacdo dos
métodos de cultura, as cianobactérias isoladas da lagoa facultativa de Cajati
poderdo ser utilizadas em estudos posteriores de fisiologia e ecologia desta
populacéo.
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4.3 Biomassa — Numero Mais Provavel (NMP)

Os NMP obtidos utilizando-se de meio BG-11 com e sem nitrogénio
estdo descritos nas Tabelas 11 e 12, apresentados os valores menores,
maiores e média. Os valores variaram de 3,9 x 10°a2,3x 10°e 7,5x 10°a 1,5
x 10* células por mL em dezembro de 2004 e abril de 2005, respectivamente e
com BG-11 sem nitrogénio 2,3 x 10% a 2,3 x 10° em ambos os periodos dentro
da lagoa facultativa. Os resultados obtidos com NMP foram semelhantes aos
obtidos em lagoa facultativa de Portugal, onde o valor maximo encontrado de
cianobactérias foi de 8,8 x 10° células por mL (VASCONCELOS e PEREIRA,
2001).

Tabela 11 — Numero Mais Provavel obtido de culturas com meio BG-11.

Data Local NMP/100mL Menor Maior

Dezembro 04 Afluente 3,9x 10 7x10° 1,3x 10°
Centro 23x10° 4x10* 1,2x10°

Efluente 9,3x 10* 1,5x 10" 3,8x10°

Tanque 1,5x 10° 3x 10* 4,4x10°

Abril 05 Afluente 1,5x10° 3x10° 4,4x10°
Centro 75x%x10° 1,4x10° 23x10°

Efluente 9,3x 10° 1,5x10° 3,8x10°

Tanque 1,2x 10’ 3x10° 3,8x10’

Tabela 12 — Numero Mais Provavel obtido de culturas com meio BG-11 sem nitrogénio.

Data Local NMP/100mL Menor Maior
Dezembro 04 Afluente 23x10" 4x10° 1,2x10°
Centro 23x10° 4x10* 1,2x10°
Efluente 23x10* 4x10° 1,2x10°
Tanque 2,1x10* 3,5x10° 4,7 x10*
Abril 05 Afluente 21x10° 3,5x10* 47x10°
Centro 23x10° 4x10* 1,2x10°
Efluente 23x10* 4x10° 1,2x10°
Tanque * * *

* Dados nao compativeis com os da tabela de NMP
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As amostras de dezembro de 2004 em meio BG-11 apresentaram
namero maior de células por mL no centro da lagoa e menor na margem de
entrada, ja em abril de 2005 o valor maior de células por mL foi encontrado no
tanque de cloracdo e menor na regiao central.

Os resultados de dezembro de 2004 em meio BG-11 sem nitrogénio
apresentaram numero maior de células por mL também na regido central e
menor no tanque de cloracao e em abril de 2005 o nimero maior de células por
mL na regido central e menor na margem de saida, mas sem o NMP do tanque
de cloracao.

As amostras de abril de 2005 apresentaram valores maiores em todos
os locais e datas analisadas, quando comparadas com as amostras de
dezembro de 2004.

Quando comparados os resultados obtidos com a contagem direta
descrita no item anterior, referente ao projeto tematico realizado nesse sistema,
os resultados diferiram pelo menos na ordem de 102 para os resultados do
NMP, isto é, os numeros obtidos através do método de NMP foi sub-estimado
para a coleta realizada em abril de 2005 quando comparado com o método de
contagem direta.

4.4 Extracao de DNA Genbémico

As extracdes de DNA gendmico das amostras isoladas e ambientais
foram realizadas com sucesso utilizando o protocolo descrito por Fiore et al.
(2000), que foi desenvolvido visando a obtencdo de DNA de todos os géneros
de cianobactérias conhecidos até o momento. As Figuras 19 e 20 mostram a
qualidade dos DNAs extraidos, sendo que para as amostras ambientais menor
eficiéncia de extracdo foi obtida, possivelmente por apresentarem agentes

contaminantes, que dificultaram o processo.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

21.226

Figura 18 — Extragdo de DNA gendmico das amostras isoladas. 1-marcador molecular Lambda
DNA/EcoR | + Hind lll, 2- Merismopedia CENA106, 3- Leptolyngbya CENA104, 4-
Synechococcus CENA108, 5- Limnothrix CENA109, 6- Limnothrix CENA111, 7- Leptolyngbya
CENA112, 8- Limnothrix CENA110, 9- Leptolyngbya CENA103, 10- Nostoc CENA105, 11-
Nostoc CENA107.

1 2 34 56 7 8910 111213

21.226

Figura 19 — Extragdo de DNA genbmico das amostras ambientais. 1-marcador molecular
Lambda DNA/EcoR | + Hind Ill, 2- afluente (16dez), 3- centro (16dez), 4- efluente (16dez), 5-
tanque (16dez), 6- afluente (25jan), 7- centro (25jan), 8- efluente (25jan), 9- tanque (25jan), 10-
afluente (13abr), 11- centro (13abr), 12- efluente (13abr) e 13- tanque (13abr).

4.5 Amplificacao do DNAr 16S por PCR das linhagens isoladas

O conjunto de oligonucleotideos iniciadores 27F1 e 1494Rc (NEILAN et
al., 1997) foi usado com sucesso para amplificar seqiéncias de
aproximadamente 1500 pb das 10 linhagens de cianobactérias isoladas neste
estudo (Figura 20).
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1 23 45 6 78 9101112 13

2.000 1.584

1200 1375

Figura 20 - Produtos de amplificagdo (oligonucleotideos iniciadores 27F1/1494R) do gene
RNAr 16S das amostras isoladas. 1-Marcador molecular Low DNA Mass Ladder, 2-
Merismopedia CENA106, 3- Leptolyngbya CENA104, 4- Synechococcus CENA108, 5-
Limnothrix CENA109, 6- Limnothrix CENA111, 7- Leptolyngbya CENA112, 8- Limnothrix
CENA110, 9- Leptolyngbya CENA103, 10- Nostoc CENA105, 11- Nostoc CENA107, 12-
controle negativo (sem DNA), 13- marcador molecular Lambda DNA/EcoR | + Hind lIl.

Ap6s a confirmagdo dos tamanhos dos amplicons resultantes, os
produtos frescos de amplificagao foram clonados, a verificagdo dos insertos de
interesse foi feita usando os iniciadores M13F/M13R, e os DNAs plasmidiais

foram extraidos para posterior seqlienciamento.

4.6 Sequienciamento dos amplicons de DNAr 16S e Analise Filogenética
das linhagens isoladas

A sequiéncia de nucleotideos do DNAr 16S foi processada praticamente
em sua totalidade (1500 pb), baseando-se nas posicdes 27-1494
(correspondentes a numeracdo de E. col) para as dez linhagens de
cianobactérias isoladas neste estudo (Apéndice A). As sequiéncias geradas
neste estudo e tamanho dos fragmentos obtidos encontram-se depositadas no
GenBank sob os seguintes numeros de acesso (Tabela 13):
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Tabela 13 — Numero de acesso no GenBank das linhagens isoladas.

ISOLADOS DEPOSITO GENBANK Tamanho Fragmento
Merismopedia sp. CENA106 EF088332 1483 pb
Leptolyngbya sp. CENA104 EF088333 1486 pb
Synechococcus sp. CENA108 EF088334 1483 pb
Limnothrix sp. CENA109 EF088335 1484 pb
Limnothrix sp. CENA111 EF088336 1484 pb
Leptolyngbya sp. CENA112 EF088337 1488 pb
Limnothrix sp. CENA110 EF088338 1484 pb
Leptolyngbya sp. CENA103 EF088339 1489 pb
Nostoc sp. CENA105 EF088340 1489 pb
Nostoc sp. CENA107 EF088341 1487 pb

Essas sequéncias mostraram diferencas de identidade quando
comparadas com outras seqiéncias de cianobactérias existentes em banco de
dados publicos (NCBI). A andlise BLAST da seqiéncia de DNAr 16S da
Merismopedia CENA106, confirmada em analises morfol6gicas, foi comparada
positivamente com a seqiéncia da Merismopedia tenuissima 0BB46S01
(AJ639891) (100% de identidade). As sequéncias de Limnothrix sp. CENA109,
Limnothrix sp. CENA110 e Limnothrix sp. CENA111 apresentaram 99% de
identidade com Limnothrix sp. 165¢c (AJ505943). A andlise BLAST da
Leptolyngbya CENA104 resultou em 99% de identidade com a seqiéncia da
Plectonema boryanum (Leptolyngbya) UTEX 485 (AF132793). Ja a
Synechococcus sp. CENA108 mostrou 99% de identidade de sequéncia com
Synechococcus sp. 0BB26S03 (AJ639899). Para a Nostoc sp. CENA105,
Leptolyngbya sp. CENA112 e Leptolyngbya sp. CENA103, a andlise BLAST
revelou identidades menores a 95%, provavelmente essas linhagens ainda néo
foram descritas e necessitam de revisdo. No entanto, para Nostoc sp.
CENA107 96% de identidade com Nostoc sp. strain 'Mollenhauer 1:1-067"
(DQ185207) foi observada, conforme Tabela 14.
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Tabela 14 — Analise BLAST realizada para as seqiiéncias de RNAr 16S das amostras isoladas
da lagoa facultativa de Cajati-SP.

ISOLADO BLAST % E- MAXIMA
COBERTURA VALUE IDENTIDADE
Leptolyngbya sp. Leptolyngbya frigida
CENA 103 ANT.LH70.1 16S 100% 0.0 94%
(EF088339) (AY493574)
Leptolyngbya sp. L
eptolyngbya foveolarum o o
CENA 104 (X84808) 100% 0.0 99%
(EF088333)
Nostoc sp.
Nostoc sp. 8941 o o
CENA 105 (AY742448) 99% 0.0 94%
(EF088340)
Mer/Cslgnl\lo 561%12 SP- Merismopedia tenuissima 100%% 0.0 100%%
0BB46S01 (AJ639891) ° ' °
(EF088332)
Nostoc sp. .
Nostoc sp. 'Mollenhauer o o
CENA 107 1:1-067' (DQ185207) 100% 0.0 96%
(EF088341)
VI CeNA o | Smectococcisse o, 00 oo
(EF088334)
Limnothrix sp. . , )
Limnothrix redekei 165¢c o o
CENA 109 (AJ505943) 100% 0.0 99%
(EF088335)
Limnothrix sp. . . .
Limnothrix redekei 165¢ o o
CENA 110 (AJ505943) 100% 0.0 99%
(EF088338)
L’ggﬁ’:’ bt Limnothrix redekei 165¢ J00%t 00 .
(EF088336) (AJ505943)
e T2 Leptolyngbya frigiaa 100% 0.0 94%
(EF088337) ANT.LH70.1 (AY493574)

A relagéo filogenética das sequéncias geradas neste estudo e outras
provenientes do GenBank foi investigada utilizando os métodos de Neighbor-
Joining e Parsimdnia (Figuras 21 e 22). Todas as linhagens isoladas de
cianobactérias formam um grupo monofilético nas arvores analisadas.
Entretanto, trés subgrupos podem ser notados dentro desse grupo maior: 1.
Linhagens caracterizadas por células unicelulares pertencentes a ordem
Chroococales, 2. linhagens caracterizadas por tricomas nao formadores de
heterocitos pertencentes a ordem Oscillatoriales e 3. Linhagens caracterizadas
por tricomas formadores de heterocitos em um plano de divisdo pertencente a

ordem Nostocales.
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Synechococcus elongatus PCC6301 (NC_006576)
10&| Merismopedia sp. CENA106 (EF088332)
74 Merismopedia tenuissima 0BB46S01 (AJ639891)

54

[50 Synechococcus sp. 0BB26S03 (AJ639899)
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0.02

Figura 21 — Arvore filogenética do gene que codifica para o RNAr 16S construida pelo método
Neighbor-Joining usando o programa MEGA, com 1000 replicagdes; seed= 64238, Modelo
Kimura 2-parameter, nUumero de nucleotideos 1280. Valores de bootstrap inferiores a 50%
foram desconsiderados.
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Figura 22 — Arvore filogenética do gene que codifica para o RNAr 16S construida pelo método
da Maxima Parsimbnia usando o programa MEGA, com 1000 replicacdes; seed=64238,
numero de nucleotideos 1280. Valores de bootstrap inferiores a 50% foram desconsiderados.
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As arvores filogenéticas construidas, tendo como base as seqiéncias do
gene DNAr 16S, mostraram que Nostoc sp. CENA105 e Nostoc sp. CENA107
agruparam-se de forma coerente com outros membros da ordem Nostocales.

As Leptolyngbya sp. CENA103 e Leptolyngbya sp. CENA112 formaram
uma ramificacdo com Leptolyngbya CENA104 no clado das Oscillatoriales nos
dois métodos analisados. Outro clado independente para membros da ordem
Oscillatoriales foi formado com Limnothrix sp. CENA109, Limnothrix sp.
CENA110 e Limnothrix sp. CENA111, quando usados ambos os métodos (NJ e
MP).  Gleiterinema PCC7105 (AB039010) ndo se ramificou no clado das
Limnothrix nos dois métodos testados.

Dentre as Chroococales Merismopedia sp. CENA106 posicionou-se na
mesma ramificacdo que Merismopedia tenuissima 0BB46S01, nos dois
métodos avaliados, e Synechococcus sp. CENA108 também se agrupou com
membros da ordem Chroococcales.

Apesar da origem polifilética envolvendo as formas unicelulares e de
filamentos simples, os resultados obtidos mostraram clados claramente
distintos. O primeiro deles encontra-se composto pelos membros da ordem
Nostocales, enquanto que os demais (Oscillatoriales e Chroococales) se
posicionam de forma alterada.

O grupo das cianobactérias normalmente é considerado monofilético
mesmo apresentando diversidade morfolégica, porém apresenta clados
polifiléticos em suas ordens. Analises do DNAr 16S realizadas por Tomitani et
al. (2006) mostraram que as cianobactérias filamentosas sem diferenciagéo
celular (subsecgéao Ill) se misturam com as espécies unicelulares (subsecao | e
II), indicando que a morfologia filamentosa tem origem polifilética dentro do
grupo das cianobactérias e também que algumas cianobactérias das
subsecoes I-IV formam clados com topologias internas conservadas. Esses
resultados foram observados nos dois métodos utilizados, Neighbor-Joining e
Maxima Parsimbmia.

As formas filamentosas com heterocitos sdo monofiléticas, mas as
formas unicelulares e de filamentos simples sem distingdo celular séo
heterogénias e compreendem varias linhagens distintas (HOFFMANN et al.,
2005), em concordancia com os resultados obtidos neste estudo.
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Apesar das trés seqléncias de Limnothrix sp. estarem no mesmo clado
que a Planktothrix sp. FP1 (AF212922), analise BLAST feita para esta
linhagem, tendo em vista as seqliéncias disponiveis no GenBank, resultou 98%
de identidade com Limnothrix redekei (AJ505943, AJ505942, AJ505941).

4.7 Mini-Biblioteca de amplicons da Regiao cpcBA

A amplificagdo por PCR da regido cpcBA do operon da ficocianina
(Figura 24), usando a amostra ambiental da lagoa facultativa de Cajati
(afluente, centro e efluente do sistema), coletada em 16 dez 2004, gerou

amplicons com aproximadamente 600 pb, conforme o esperado.

1 2 3 4

800

400

Figura 23 - Produtos de amplificacdo usando oligonucleotideos iniciadores para a regiao
cpcBA da lagoa facultativa de Cajati. 1-marcador molecular Low DNA Mass Ladder, 2- afluente
(16dez), 3- centro (16dez), 4- efluente (16dez).

Os produtos da PCR, mostrados na Figura 24, foram utilizados para a
construcdo da mini-biblioteca da regido cpcBA. Apdés a clonagem, novas
reagdes de amplificacdo foram realizadas usando 34 clones de cada ponto
amostrado da lagoa facultativa, totalizando 112 clones, visando a confirmacao
dos clones transformantes. Os oligonucleotideos iniciadores M13F/M13R foram

utilizados para essa finalidade (Figura 25).
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Ponto 1 = 6 colonias

. Ponto 3 = 20 colbnias

-

Figura 24 — Produtos de amplificacdo do gene cpcBA (ficocianina) com oligonucleotideos
iniciadores M13R/M13F de 112 clones oriundos da lagoa facultativa de Cajati. Br — controle
negativo (sem DNA). As amostras destacadas com a numeragéo de seus respectivos clones
foram seqiienciadas.

Os resultados obtidos e apresentados na Figura 24 mostraram variacao
no tamanho dos fragmentos produzidos na PCR. Por esse motivo, optou-se por
selecionar apenas os fragmentos que resultaram em 600 pb,
aproximadamente, para as demais analises. Assim, foram sequenciados 6
clones do ponto 1 (afluente), 5 clones do ponto 2 (centro) e 20 clones do ponto
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3 (efluente). Os pontos 29 e 97 foram sequienciados, mas nao foi possivel a
montagem em um contig.

Os oligonucleotideos iniciadores PCBF e PCaR, usados neste estudo,
apresentaram resultado considerado satisfatorio para linhagens de Microcystis
sp. e Anabaena sp. Esse resultado pode ser confirmado em estudos realizados
por Lorenzi (2004), que obteve produtos de amplificacdo para clones desses
mesmos géneros, confirmados por meio de seqlienciamento.

Somente 3 sequéncias formaram um contig, quando processadas
utilizando o pacote que contém os programas Phred/Phrap/Consed. Para as
demais sequéncias (29), contigs pequenos e/ou com qualidade baixa foram
encontrados, ndo contemplando o espaco intergénico da ficocianina (cpcBA-
IGS), utilizado na diferenciacao dos géneros de cianobactérias.

Foram analisadas através de BLAST as trés sequliéncias geradas da
regidao cpcBA, conforme Tabela 15.

Tabela 15 — Identidade através de BLAST das seqiiéncias geradas com o gene de ficocianina.

CLONE % MAXIMA ORGANISMO
COBERTURA IDENTIDADE

Cajati 01 (639 pb) 98 75 Anabaena lemmermannii AnaDalai
(AY 702241)

Cajati 24 (698 pb) 94 73 Microcoleus sp. PCC8701
(AY768472)

Cajati 95 (720 pb) 92 75 Anabaena sphaerica UTEX ‘B1616’
(DQ439645)

A relagéo filogenética das sequéncias geradas neste estudo e outras
provenientes do GenBank foi investigada utilizando os métodos de Neighbor-
Joining e Parsiménia (Figuras 25 e 26).
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Cajati 24 cpcBA

Nostoc punctiforme PACC 8646 (AY466131)

Brasilonema bromeliae SPC 951 (DQ486056)

Calothrix PCC 7601 (X06084)

Microcoleus sp. PCC 8701 (AY768472)
| Tolypothrix sp. PCC 7601 (AY768470)

100 L Fremyella diplosiphon (Microchaete) (X07012)

Planktothrix rubescens BC-Pla 9307 (AJ131820)

499|— Arthrospira sp. Paracas (AJ401166)

100 | Caijati 1 cpcBA

81

| Cajati 95 cpcBA

100 |: Anabaena lemmermannii Ana Dalai (AY702241)

100 Aphanizomenon sp. KAC15 (AF364339)

96

Anabaena sphaerica UTEX ‘B1616’ (DQ439645)

Anabaena variabilis ATCC 29413 (NC_007413)
100 -rNostoc PCC7120 (X05239)
98 L Nostoc linckia PACC 5085 (AY466120)

Gloeobacter violaceus PCC 7421 (NC_005125)

A
0.05

Figura 25 — Arvore filogenética baseada na seqiiéncia de cpcBA-IGS de cianobactérias
construida pelo método Neighbor-Joining usando o programa MEGA, com 1000 replicagées;
seed=75906, modelo Kimura-2 parameter, nimero de nucleotideos 492. Valores de bootstrap
inferiores a 50% foram desconsiderados.

{ Cajati 24 cpcBA
Nostoc punctiforme PACC 8646 (AY466131)

77

Calothrix PCC 7601 (X06084)

Brasilonema bromeliae SPC 951 (DQ486056)
Microcoleus sp. PCC 8701 (AY768472)

{ Tolypothrix sp. PCC 7601 (AY768470)
100 Fremyella diplosiphon (Microchaete) (X07012)

— Planktothrix rubescens BC-Pla 9307 (AJ131820)

95— Arthrospira sp. Paracas (AJ401166)
100 Cajati 1 cpcBA

48

I Cajati 95 cpcBA

¢|:Anabaena lemmermannii Ana Dalai (AY702241)
99 Aphanizomenon sp. KAC15 (AF364339)

91

Anabaena sphaerica UTEX ‘B1616’ (DQ439645)
Anabaena variabilis ATCC 29413 (NC_007413)

99 { Nostoc PCC7120 (X05239)
87 Nostoc linckia PACC 5085 (AY466120)

Gloeobacter violaceus PCC 7421 (NC_005125)

Figura 26 — Arvore filogenética baseada na seqiiéncia de cpcBA-IGS de cianobactérias
construida pelo método da Méxima Parsiménia usando o programa MEGA, com 1000
replicagdes; seed=20522, numero de nucleotideos 492. Valores de bootstrap inferiores a 50%

foram desconsiderados.
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As éarvores filogenéticas construidas, tendo como base as seqiéncias de
cpcBA-IGS de cianobactérias, mostraram que Cajati 1 e Cajati 95 agruparam-
se em 100% das reamostragens de forma coerente com outros membros da
ordem Nostocales (Familia Nostocaceae), nos dois métodos analisados.

Ja Cajati 24 agrupou-se com Nostoc punctiforme PACC 8646
(AY466131), formando um subgrupo com membros da ordem Nostocales, em
ambos os métodos. O agrupamento formado com Microcoleus sp. PCC 8701
(AY768472) apresentou sequéncias das ordens Nostocales e Oscillatoriales.
Apesar de Cajati 24 ter apresentado identidade de 73% através de andlise
BLAST com esse Microcoleus, essas seqléncias ndao estdo posicionadas no
mesmo subgrupo.

Existe somente uma sequéncia de cpcBA-IGS de cianobactérias do
género Microcoleus depositada no GenBank e a mesma nao foi publicada
ainda, dificultando, assim, informagdes sobre essa linhagem.

4.8 Deteccao do dominio NMT do gene mcyA

A amplificagdo por PCR do dominio da N-Metiltransferase (NMT) do
gene mcyA, um dos 10 genes relacionados a biossintese da microcistina, foi
feita nas amostras isoladas e ambientais. Foi utilizado o conjunto de
indicadores MSF/MSR, buscando-se a amplificacao de fragmentos com 1300
pb (Figura 27).
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Figura 27 - Produtos de amplificacdo do gene mcyA das cianobactérias isoladas. 1- Marcador
molecular Low DNA Mass Ladder, 2- ponto 1 (16dez), 3- ponto 2 (16dez), 4- ponto 3 (16dez),
5- ponto 4 (16dez), 6- ponto 1 (25jan), 7- ponto 2 (25jan), 8- ponto 3 (25jan), 9- ponto 4 (25jan),
10- ponto 1 (13abr), 11- ponto 2 (13abr), 12- ponto 3 (13abr) e 13- ponto 4 (13abr), 14-
Merismopedia CENA106, 15- Leptolyngbya CENA104, 16- Synechococcus CENA108, 17-
Limnothrix CENA109, 18- Limnothrix CENA111, 19- Leptolyngbya CENA 112, 20- Limnothrix
CENA110, 21- Leptolyngbya CENA103, 22- Nostoc CENA105, 23- Nostoc CENA107, 24-
controle negativo (sem DNA), 25-Marcador molecular Low DNA Mass Ladder, 26-controle
positivo.

No entanto, os resultados foram negativos para todas as amostras
analisadas, sugerindo que alguns problemas nas reacdes de amplificacao
possam ter ocorrido ou ainda a existéncia de linhagens téxicas no local
amostrado, uma vez que os resultados do teste ELISA apontaram resultados
positivos (conforme item 4.10).

Os trés operons descritos para microcistina e um para nodularina sao
diferentes entre si (conforme Figura 9). Devido a essa diversidade dos genes e
de seus distintos agrupamentos, relacionados a biossintese da microcistina, as
seqUéncias podem apresentar diferencas também. Interessante seria testar
novos conjuntos de oligonucleotideos tendo como alvo outros genes do operon

da microcistina nas amostras isoladas nesse estudo, por exemplo os genes

mcyD e mcyE.

4.9 Distribuicao dos genes PKS e NRPS

Para estimar o potencial de biossintese de metabdlitos secundarios nas
linhagens de cianobactérias isoladas utilizou-se oligonucleotideos iniciadores
de PCR degenerados para a deteccao de genes NRPS e PKS.

Peptideos sintetase nao-ribossémicos (NRPS) possuem estrutura

modular, na qual cada modulo funciona como construtor de blocos
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responsaveis por uma incorporacao e/ou modificacdo de uma Unica unidade de
aminoacido, tipicamente composto por dominio de adenilacdo, dominio de
tiolacdo e dominio de condensacdo (BARRIOS-LLERENA et al.,, 2007). O
conjunto de iniciadores MTF/MTR foi usado para amplificar fragmento de NRPS
e tem como alvo o dominio de adenilacdo (A) dessas enzimas e produzam
fragmentos de aproximadamente 1000 pares de bases. A sequéncia desse
dominio A possui regides bem conservadas, o que permite que iniciadores
degenerados amplifiguem por PCR produtos em todas as linhagens que

abrigam genes correspondentes (Figura 28).

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12

1.000

Figura 28 — Produtos de amplificacdo do gene para NRPS. 1-Marcador molecular 100 pb DNA
Ladder, 2- Leptolyngbya CENA103, 3-Leptolyngbya CENA104, 4- Nostoc CENA105, 5-
Synechococcus CENA106, 6- Nostoc CENA107, 7- Merismopedia CENA108, 8- Limnothrix
CENA109, 9- Limnothrix CENA110, 10- Limnothrix CENA111, 11- Leptolyngbya CENA112, 12-
controle negativo (sem DNA).

As linhagens Leptolyngbya CENA 104, Nostoc CENA 105, Nostoc CENA
107, Limnothrix CENA 109 e Limnothrix CENA 110 apresentaram o fragmento
esperado de 1000 pares de bases para o gene NRPS. Bandas com menor
intensidade de amplificagcdo também foram obtidas para Synechococcus CENA
108, Limnothrix CENA 111 e Leptolyngbya CENA 112. Assim, dentre as dez
linhagens isoladas, oito delas apresentaram resultados positivos para o gene
de NRPS (80%) (Figura 28).

Policetideo sintase do tipo | (PKS) sdo enzimas multifuncionais,
organizadas em modulos, responsaveis por um ciclo na cadeia de elongacéao e
sao atualmente representativas em todas as cianobactérias isoladas de PKS
(BARRIOS-LLERENA et al., 2007). O conjunto de iniciadores degenerados
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KSF/KSR, que amplifica regides do dominio da cetossintase (KS) das PKS tipo
I, foram utilizados para a reacdo de PCR e os produtos resultantes podem ser

visualizados na Figura 29.

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Figura 29 — Produtos de amplificagdo do gene para PKS. 1-Marcador molecular 100 pb DNA
Ladder, 2- Leptolyngbya CENA103, 3-Leptolyngbya CENA104, 4- Nostoc CENA105, 5-
Synechococcus CENA106, 6- Nostoc CENA107, 7- Merismopedia CENA108, 8- Limnothrix
CENA109, 9- Limnothrix CENA110, 10- Limnothrix CENA111, 11- Leptolyngbya CENA 112, 12-
controle negativo (sem DNA).

Para o gene PKS, as linhagens Nostoc CENA 105, Nostoc CENA 107,
Limnothrix CENA 109, Limnothrix CENA 110, Limnothrix CENA111 e
Leptolyngbya CENA 112 apresentaram o fragmento esperado de 700 pares de
bases para o gene. Com menor intensidade de amplificacdo a Leptolyngbya
CENA 103 e Synechococcus CENA 108 também apresentaram resultados
positivos. Das dez linhagens analisadas, oito apresentaram o fragmento
esperado de bases (80%).

Segundo Ehrenreich et al. (2005), obtém-se resultados negativos para
NRPS e PKS mesmo quando atividades sdo detectadas, sugerindo que essas
atividades podem ter sido produzidas por outros sistemas além dos genes PKS
e NRPS.

As linhagens Nostoc CENA 105, Nostoc CENA 107, Limnothrix CENA
109, Limnothrix CENA 110, Limnothrix CENA111 e Leptolyngbya CENA 112 as
quais apresentaram resultados positivos para PKS foram seqienciadas
(Apéndice A) e seus produtos analisados através de ferramentas disponiveis

na Internet.
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Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 16. Multiplos produtos

foram obtidos para as linhagens analisadas.

Tabela 16 — Resultado dos Dominios de Peptideos para as linhagens isoladas quando
comparadas com o banco de dados disponivel em NPBiogene.

ISOLADO

PKS

Nostoc CENA 105

Nostoc CENA 107

Limnothrix CENA 109

Limnothrix CENA 110

Limnothrix CENA 111

Leptolyngbya CENA 112

clone 2 nostopeptolida (nosB)
clone 3 nostopeptolida (nosB)
clone 5 nostopeptolida (nosB)
clone 8 leinamicina (KS8)
clone 9 curacina (curG)
clone 11 nostopeptolina (nosB)
clone 12 curacina (curG)
clone 13 chivosazol (Chic KS8)
clone 14 chivosazol (Chic B-KS-3)
clone 17 chivosazol (Chic KS7)
(KS1)
clone 19 chivosazol (Chic KS8)
clone 20 chivosazol (Chic B-KS-3)
clone 23 pederin (pedI-KS3)
clone 24 chivosazol (ChicE-KS13)
clone 25 chivosazol (Chic KS8)
clone 27 chivosazol (Chic KS8)
clone 29 chivosazol (Chic-KS8)
clone 30 chivosazol (Chic-KS8)
clone 31 microcistina (KS1)
clone 32 barbamida (bark — KS)

clone 33 microcistina

clone 18 disorazola

Nostopeptolidas sdo produzidas pela cianobactéria terrestre Nostoc sp.

GSV224 e sao octapeptideos acilados ramificados com estrutura lactona

heptapeptideo. Um componente ndo usual € o acetato de leucil, derivado de

leucil e intermediado pela adicdo de acetato, desta maneira, adicionada

diretamente no sistema NRPS e PKS. A estrutura de anel consiste em sete

amino (imino) acidos e uma unidade de acetato. O agrupamento do gene nos

contém trés genes NRPS (nosA, C e D) e um gene PKS (nosB) para a insercao

do acetato e dois genes nos E e F envolvidos na formagao da 4-metil-prolina
(WELKER e DOHREN, 2006). Os peptideos identificados de Nostoc CENA 105
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e Nostoc CENA 107 apresentaram maior identidade com esse composto. O
gene nosB é composto por 1244 aminoacidos e apresenta homologia com
barbamida BarE e microcistina mcyG, os quais sdo dominios de PKS
(HOFFMANN et al., 2003). Barrios-Llerena et al. (2007) observaram o gene
nosB nas linhagens de Tolypothrix sp. PCC7110, Leptolyngbya sp. PCC7410 e
Plectonema boryanum PCC73110.

A estrutura quimica e o operon de nostopeptolida podem ser observados

na Figura 30.

Nostopeptolide (Al R= CH:, AZ:R= I-[)
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Figura 30 — Estrutura quimica e operon de Nostopeptolida. Fonte: NPBiogene.

Curacinas sdo policetideos com uma Uunica cisteina convertida a
tiazolidina e sdo produzidas pelas linhagens de Lyngbya majuscula. Seu
agrupamento contém 14 genes, incluindo oito PKSs mono modulares e um
hibrido PKS-NRPS (CurF), com dominios hetero de ciclizacao, ativacao Cys e
tiolacdo. A formacdo nao usual de CurA € de proteinas carreadores acil,
seguidas de modulos adjacentes autbnomos (CurB-E). Essa regido em
particular é similar a outro policetideo produzido também por Lyngbya, a
jamaicamida (WELKER e DOHREN, 2006). Os nucleotideos seqiienciados de
Nostoc CENA 107 apresentaram maior identidade com esse composto. No
entanto, Barrios-Llerena et al. (2007) observaram o gene curA KS1 em
Gloeothece sp. ATCC27152.
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A estrutura quimica e o operon de curacina podem ser observados na

Figura 31.
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Figura 31 — Estrutura quimica e operon de Curacina. Fonte: NPBiogene.
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Inicialmente, a barbamida foi obtida de extrato lipidico da colecao de
Lyngbya majuscula de Curagao, possuindo varios elementos de estruturas
Unicas, incluindo o grupo atriclorometil. Técnicas de espectrometria foram
utilizadas para elucidar sua quimica e estrutura. Ensaios preliminares indicam
que barbamida possui atividades antimolucida. Todavia, esse composto
aparenta ser inativo em outros ensaios e suas propriedades bioldgicas
continuam desconhecidas (RAMASWAMY et al., 2006).

E formada por 12 genes em duas ou trés unidades de transcricdo.
Entretanto, barbamida é sintetizada por sistema misto PKS/NRPS com
caracteristicas nao usuais, que incluem dominios distintos PCP e A, como
também o moédulo de PKS que codifica para duas ORFs separadas (hemi-
modular) (CHANG et al., 2002).

Barbamida é um dos cerca de 200 metabdlitos bioativos produzidos por
cianobactérias de origem marinha, sendo a maioria deles isolados de Lyngbya
majuscula. O dominio de adenilagcdo do gene barE aceita especificamente 3-
cloro-Leu, mas néo esta claro onde 3-cloro-Leu é intermediario livre ou é, de
alguma maneira, canalizado entre barA e barE (WELKER e DOHREN, 2006).
Os peptideos identificados de Leptolyngbya CENA 112 apresentaram maior
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identidade com esse composto, apesar de Barrios-Llerena et al. (2007) terem
observado o gene barE KS em Planktothrix sp. PCC7811.

A estrutura quimica e o operon de barbamida podem ser observados na
Figura 32.
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Figura 32 — Estrutura quimica e operon de Barbamida. Fonte: NPBiogene.

As microcistinas sao hepatotoxinas produzidas por cianobactérias e sua
complexa via biossintética € um dos muitos sistemas modulares multi-
enzimaticos envolvendo dominios de NRPS e PKS (TILLETT et al., 2000). Os
peptideos identificados de Leptolyngbya CENA 112 apresentaram maior
identidade com esse composto, da mesma forma que Barrios-Llerena et al.
(2007) obtiveram resultados positivos para microcistina KS2 em linhagem de
Lyngbya majuscula CCAP 1446/4.

Microcistina e nodularina sdo caracterizadas pelo aminoacido Adda na
posicado 5 e derivadas de aspartato nas posicoes 5, 6 e 3, respectivamente, do
anel (WELKER e DOHREN, 2006). Trés agrupamentos de biossintese de
microcistina em cianobactérias ja foram descritos até o momento, conforme
Figura 9.

A estrutura quimica e o operon da microcistina podem ser observados
na Figura 33.
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Figura 33 — Estrutura quimica e operon da Microcistina. Fonte: NPBiogene.

Essas seqliéncias transcritas em peptideos demonstraram diferencas de
identidade quando comparadas com sequéncias de cianobactérias de banco de
dados publicos. A andlise BLAST das proteinas (Tabela 17) e seqléncias
representantes dos peptideos que apresentaram identidade com as linhagens
isoladas auxiliaram na selecdo de outras sequéncias para a construcao de
arvores filogenéticas. Dessa forma, inferéncias filogenéticas foram feitas a
partir da construcdo de arvores pelos métodos Neighbor-Joining e Maxima

Parsimonia.
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Tabela 17 — BLAST realizado com seqiiéncias transcritas em proteinas das linhagens isoladas
para o gene PKS.

Isolados Organismo E-Value Identidade Positivos
Nostoc CENA105 Nostoc punctiforme PCC 73102 3e-78 152/219 183/219
(clone2) (ZP_00345638) (69%) (83%)
Nostoc CENA105 Anabaena variabilis 3e-82 148/164 158/164
(clone3) ATCC29413 (YP_325326) (90%) (96%)
Nostoc CENA105 Nostoc punctiforme PCC 73102 1e-87 168/246 202/246
(cloneb5) (ZP_00345638) (68%) (82%)
Nostoc CENA107 Trichodesmium erythraeum 6e-94 162/224 193/224
(clone8) IMS101 (YP_723336) (72%) (86%)
Nostoc CENA107 CurG [Lyngbya majuscula] 4e-99 176/232 195/232
(clone9) (AAT70102) (75%) (84%)
Nostoc CENA107 Anabaena variabilis ATCC 1e-123 211/237 225/237
(clone11) 29413 (YP_322130) (89%) (94%)
Nostoc CENA107 CurG [Lyngbya majuscula] 5e-100 179/237 198/237
(clone12) (AAT70102) (75%) (83%)
Leptolyngbya Planktothrix agardhii NIVA-CYA 2e-96 164/234 191/234
CENA112 (clone31) 126/8 (CAD29795) (70%) (81%)
Leptolyngbya Anabaena sp. 90 4e-102 173/246 202/246
CENA112 (clone32) (AAO62585) (70%) (82%)
Leptolyngbya Anabaena sp. 90 4e-99 169/241 197/241
CENA112 (clone33) (AAO62585) (70%) (81%)

As sequéncias selecionadas para a construcao das arvores filogenéticas
foram BarE (AAN32979) [Lyngbya majuscula)l, NosB (AAF15892) [Nostoc sp.
GSV224], CurG (AAT70102) [Lyngbya majuscula), Leinamicina (AAN85523)
[Streptomyces atroolivaceus], Polyangium cellulosum (AAY89053), Polyangium
cellulosum (AAY89052), Disorazole (DQ013294) [Polyangium cellulosum
linhagem So cei12], Microcistina (AY212249) [Anabaena sp. 90], Pederin
(AAR19304) [bactéria simbibntica de Paederus fuscipes], Anabaena sp. 90
(AAO62585), Planktothrix  agardhii  NIVA-CYA 126/8 (CAD29795),
Trichodesmium erythraeum IMS101 (YP_723336), Anabaena variabilis ATCC
29413 (YP_325326), Nostoc punctiforme PCC 73102 (ZP_00345638),
Anabaena variabilis ATCC 29413 (YP_322130), Bacillus amyloliquefaciens
FZB42 (CAG23964), Candidatus Endobugula sertula (ABM63527), Microcistina
(CAD60099) Anabaena circinalis 90 e Streptomyces venezuelae PikAl

(AAC69329) para enraizar as arvores, conforme Figuras 34 e 35.
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Figura 34 — Arvore filogenética de seqiiéncias de nucleotideos do dominio de cetossintase de
PKS traduzidas para peptideos construidas pelo método Neighbor-Joining usando o programa
MEGA, com 1000 replicagdes; seed= 64238, Modelo Amino:corre¢do de Poisson, nimero de
aminoacidos 159. Valores de bootstrap inferiores a 50% foram desconsiderados.
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Figura 35 — Arvore filogenética de seqiiéncias de nucleotideos do dominio de cetossintase de
PKS traduzidas para peptideos construidas pelo método Maxima Parsiménia usando o
programa MEGA, com 1000 replicagdes; seed= 50257, Modelo Amino:corregdo de Poisson,
numero de aminoacidos 159. Valores de bootstrap inferiores a 50% foram desconsiderados.
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O clone11 da Nostoc CENA107 apresentou 89% de identidade com
Nostoc sp. GSV224 (AAF15892). No método NJ, ramificou externamente,
formando um clado com Nostoc sp. GSV224 (AAF15892) e com Anabaena
variabilis ATCC 29413 (YP_322130), valor de reamostragem de 99%. No
método MP, o clone11 ramificou com Anabaena variabilis ATCC 29413
(YP_322130), formando um clado com Nostoc sp. GSV224 (AAF15892).
Nostopeptolina é produzida pela Nostoc sp. GSV224 (AAF15892) terrestre,
considerada referéncia para esse peptideo.

O clone3 da Nostoc CENA105 apresentou 90% de identidade com
Anabaena variabilis ATCC 29413 (YP_325326) e, em ambos os métodos
analisados, o valor de reamostragem foi de 100% para o agrupamento formado
com esta mesma linhagem.

O clone12 da Nostoc CENA107 e clone9 da Nostoc CENA107
agruparam-se no mesmo clado em 100% das reamostragens nos dois métodos
analisados. No entanto, esse clado, por sua vez, agrupou-se em outro clado
juntamente com CurG (AAT70102) [Lyngbya majuscula), em reamostragem de
97% para o NJ e 75% para o MP. Ambos os clones obtiveram identidade de
75% com essa sequéncia de CurG.

O clone5 Nostoc CENA105 e clone2 CENA105 Nostoc também se
agruparam no mesmo clado em 100% das reamostragens nos dois métodos
analisados. Esse clado agrupou-se em um outro clado contendo a Nostoc
punctiforme PCC73102 (ZP_00345638), em reamostragem de 98% no NJ e
87% no MP. A identidade de Nostoc punctiforme PCC73102 (ZP_00345638) foi
de 68% com o cloneb e de 69% com o clone2.

O subgrupo formado envolvendo Barbamida E (AAN32979) [Lyngbya
majuscula) apresentou-se de maneira distinta nos dois métodos estudados.
Para NJ, os clones 31, 32 e 33 da Leptolyngbya CENA112 posicionaram-se no
mesmo clado em 100% das reamostragens, formando um subgrupo maior com
Bar E, juntamente com Anabaena sp. 90 (AAO62585) e Plankthotrhix agaradhii
NIVA-CYA 126/8 (CAD29795), porém com apenas 59% de reamostragem.
Para MP, os clones 31 e 33 posicionaram-se no mesmo clado, mas com baixa
reamostragem, formando um outro subgrupo com o clone32 (100% de
reamostragem). O valor de reamostragem para o subgrupo contendo as
amostras isoladas e BarE foi de 50%. Os clones 32 e 33 mostraram identidade
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de 70% com a linhagem de Anabaena sp. 90 (AAO62585), enquanto que o
clone 31 apresentou identidade de 70% com Plankthotrhix agardhii NIVA-CYA
126/8 (CAD29795).

O clone8 Nostoc CENA107 se posicionou no mesmo clado que
Trichodesmium erythraeum IMS101 (YP_723336) (reamostragem de 100%) em
ambos os métodos, e apresentou 72% de identidade com esta cianobactéria. O
resultado para o peptideo transcrito a partir do clone8 foi a leinamicina,
composto este ndo descrito ainda como produzido por cianobactérias.

Os compostos de PKS produzidos por cianobactérias, identificados e
disponiveis em banco de dados s&do escassos. Por esse motivo, alguns
resultados obtidos, quando realizada analise BLAST, para comparagdo com
outros organismos, acaba gerando resultados nao congruentes com a literatura
de produtos de metabdlitos secundarios para cianobactérias. Trés hipoteses
podem estar ocorrendo: os produtos ndo estao disponiveis no banco de dados
de seqliéncias de nucleotideos ou proteinas; podem ser novos compostos
ainda nao descritos para cianobactérias ou; o0s resultados obtidos
apresentaram problemas quando gerados.

Esse fato pode ser observado para os produtos de PKS encontrados a
partir das trés linhagens de Limnothrix sp, 0s quais nao apresentaram
correspondéncia com nenhum produto até entdo descrito para cianobactérias.

Para as linhagens isoladas de Limnothrix sp foram seqlenciados quatro
clones de cada linhagem, tendo como resultado principal o composto
chivosazol. Com esses resultados, novas arvores filogenéticas foram
construidas, mas somente as seqliéncias obtidas dos clones 13 CENA109,
clone20 CENA110, clone23 CENA110, clone 29 CENA111 e clone30 CENA111
se alinharam corretamente e foram utilizadas, conforme a Figura 40, para o

teste Neighbor-Joining, e Figura 41, para Maxima Parsimonia.
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Figura 36 — Arvore filogenética de seqiiéncias de nucleotideos do dominio de cetossintase de
PKS traduzidas para peptideos construida pelo método Neighbor-Joining usando o programa
MEGA, com 1000 replicagdes; seed= 35531, Modelo Amino:corregcdo de Poisson, nimero de
aminodcidos 87. Valores de bootstrap inferiores a 50% foram desconsiderados.
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Figura 37 — Arvore filogenética de seqiiéncias de nucleotideos do dominio de cetossintase de
PKS traduzidas para peptideos construida pelo método Maxima Parsimbénia usando o
programa MEGA, com 1000 replicacbes; seed= 30326, Modelo Amino:corregcao de Poisson,
numero de aminodacidos 87. Valores de bootstrap inferiores a 50% foram desconsiderados.
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O composto chivosazol é produzido por um tipo ndo usual de PKS tipo I,
conforme descrito por Muller et al. (2006). Sua estrutura quimica e operon
podem ser observados na Figura 38.
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Figura 38 — Estrutura quimica e operon de Chivosazol. Fonte: NPBiogene.

Ehrenreich et al. (2005) realizaram um screening com linhagens de
cianobactérias para NRPS e PKS e concluiram que todos os fragmentos
obtidos de linhagens axénicas e nao axénicas foram similares quando
analisados por BLAST, sugerindo apenas a amplificacdo de produtos provindos
de cianobactérias.

Os resultados obtidos neste estudo, com dominio de cetossintase (KS)
das amostras isoladas de cianobactérias de lagoa de estabilizagdo, foram
positivos quanto ao potencial para a produc¢do de metabdlitos secundarios. No
entanto, esses resultados ndo indicam necessariamente que essas linhagens
estejam produzindo exatamente esses compostos. O potencial das
cianobactérias para a producdo de compostos naturais ainda é pouco
conhecido, mas sabe-se claramente que estes organismos sédo produtores de

grande variedade de metabdlitos secundarios, incluindo toxinas.
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4.10 ELISA

O teste ELISA para microcistina foi realizado com todas as amostras
ambientais e linhagens isoladas (Tabela 7 e 8).

As Tabelas 18 e 19 apresentam os resultados obtidos com o teste ELISA
para as amostras ambientais e para as cianobactérias isoladas.

Tabela 18 — Resultados obtidos com o teste ELISA para as amostras ambientais.

AMOSTRA LOCAL MICROCISTINA (ug/L)
Dez 2004 — Ambiental Afluente 0,05
Centro 0,00
Efluente 0,04
Tanque 0,00
Jan 2005 — Ambiental Afluente 3,70
Centro 0,00
Efluente 3,74
Tanque 0,00
Abr 2005 — Ambiental Afluente 0,04
Centro 0,04
Efluente 0,05
Tanque 0,06

Tabela 19 — Resultados obtidos com o teste ELISA para as cianobactérias isoladas.

ISOLADOS LOCAL MICROCISTINA (ug/L)
Leptolyngbya CENA 103 Centro 0,14
Leptolyngbya CENA 104 Tanque 0,00
Nostoc CENA 105 Afluente 0,00
Merismopedia CENA 106 Centro 2,17
Nostoc CENA 107 Afluente 0,00
Synechococcus CENA 108 Efluente 0,22
Limnothrix CENA 109 Afluente 0,19
Limnothrix CENA 110 Centro 0,42
Limnothrix CENA 111 Efluente 0,00
Leptolyngbya CENA 112 Tanque 0,31

O ensaio imunolégico realizado com todas as linhagens isoladas e
amostras ambientais identificaram a producao de microcistinas do tipo LR, RR
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ou YR ou nodularina nas amostras que possuem concentracao igual ou maior
que 0,1pug/L.

Levando-se em conta esse valor, considera-se positivo para a produgao
de microcistinas as amostras ambientais do afluente (3,7 ug/L) e efluente (3,74
Hg/L) do dia 25 jan 05. Comparando esse resultado com as linhagens isoladas
de 25 jan 05 (Nostoc CENA107 e Synechococcus CENA108), as quais
apresentaram resultados positivos para o dominio PKS, o isolado de Nostoc
nao apresentou resultado para microcistina por ELISA na data citada.
Provavelmente, o(s) género(s) que produziu microcistina nesse periodo nao foi
isolado.

Para as amostras isoladas, considera-se como positivas Leptolyngbya
CENA103, Merismopedia CENA106, Synechococcus CENA108, Limnothrix
CENA109, Limnothrix CENA110 e Leptolyngbya CENA112. Os isolados
Leptolyngbya CENA112 e Limnothrix CENA109 e 110 apresentaram resultados
para o dominio PKS e para ELISA.

O valor maximo aceitavel de microcistina em agua utilizada para
consumo humano é de 1,0 yg/L de acordo com a Organizacao Mundial de
Saude e acatada pela portaria 1469/00 na legislacdo brasileira. Dos dados
apresentados, trés resultados estdo acima desse valor. Sdo eles: afluente 25
jan 05, efluente 25 jan 05 e Merismopedia CENA106.

4.11 Teste de bioatividade usando bactérias, fungo e levedura

Os metabdlitos foram extraidos com diferentes solventes, cloroférmio e
acetato de etila, para extracdo de produtos extracelulares, através do
sobrenadante, e com metanol, para produtos intracelulares, extraidos das
células centrifugadas das culturas analisadas, conforme exemplo na Figura 39.

Os extratos resultantes com esses diferentes solventes foram usados
para a determinacdo qualitativa quanto a habilidade dos metabdlitos extraidos

inibirem o crescimento dos organismos alvo (Figura 40).
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Figura 39 — Extratos de duas linhagens de Leptolyngbya, CENA 103 (A) e CENA 112 (B).
Extratos obtidos com cloroférmio (1), acetato de etila (2) e metanol (3).

Os resultados positivos obtidos estdo descritos na Tabela 20. Tanto para

o fungo como para a levedura os resultados foram negativos.

Tabela 20 — Resultados dos extratos contra as bactérias analisadas.

ISOLADO EXTRATO BACTERIA
Merismopedia CENA 106 intracelular Salmonella typhimurium
Merismopedia CENA 106 intracelular Staphylococcus aureus
Synechococcus CENA 108 intracelular Salmonella typhimurium
Synechococcus CENA 108 intracelular Staphylococcus pasteuri
Limnothrix CENA 109 intracelular Bacillus subtilis
Limnothrix CENA 110 extracelular Bacillus subtilis

Os isolados Merismopedia CENA106, Synechococcus CENA108,
Limnothrix CENA109 e 110 apresentaram resultados considerados positivos

também para a producao de microcistina através do teste ELISA.
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Figura 40 — Teste de bioatividade. Extratos: 1. Limnothrix CENA110 cloroférmio, 2. Limnothrix
CENA111 cloroférmio, 3. Meio BG-11 — teste negativo, 4. Synechococcus CENA106 célula, 5.
Merismopedia CENA108 célula, 6. Limnothrix CENA109 célula, 7. Limnothrix CENA110 célula e
8. Limnothrix CENA 111 célula.

Segundo Piccardi et al. (2000), atividades antibacterianas sdo menos
comuns do que atividades antifungais. Nesse estudo, foram testadas somente
trés bactérias para 50 linhagens de Nostoc. Oito delas inibiram ao menos uma
destas bactérias, sendo que nenhum extrato foi ativo para Escherichia colli,
Agrobacterium vitis (gram negativa) foi inibida pelos extratos hidrofilicos obtidos
de 5 linhagens, mas ndo por extratos lipofilicos; 1 hipofilico e 3 lipofilicos foram
ativos para Staphylococcus epidermidis. O fungo Rhizoctonia solani foi 0 mais
sensivel dos fungos estudados, sendo que quinze linhagens demonstraram
atividades antifungicidas.

Outro estudo conduzido com Nostoc (ATCC53789) contra as bactérias
Agrobacterium tumefaciens e Pseudomonas aeruginosa nao obtiveram
resultados positivos nos ensaios de bioatividade. Esses autores também
realizaram ensaios com fungos. Dos doze fungos testados, nove (Armillaria sp.,
Fusarium oxysporum f. sp. melonis, Penicilllum expansum, Phytophthora
cambivora, P. cinnamomi, Rhizoctonia solani, Rosellinia, sp., Sclerotinia
sclerotiorum e Verticillium albo-atrum) tiveram seu crescimento inibido por
Nostoc, somente trés (Colletotrichum coffeanum, C. trifolii e Fusarium solani)
nao apresentaram atividade observada (BIONDI et al., 2004).
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4.12 Espectrometria de Massas

Os resultados obtidos pela técnica de espectrometria de massas estao
representados nas Figuras 41 e 42 para as amostras CENA103 a CENA112.
As analises por Q-TOF foram feitas usando extrato intracelular por metanol e

0s espectros foram obtidos na faixa de 100 a 1400 Da.
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Figura 41 — Espectros obtidos por Q-TOF (MS) em modo positivo para os extratos de

Leptolyngbya CENA103, Leptolyngbya CENA104, Nostoc CENA105, Synechococcus
CENA106 e Nostoc CENA107. Circulo: peptideos putativos.
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Figura 42

— Espectros obtidos por Q-TOF (MS) em modo positivo para os extratos de

CENA108, Limnothrix CENA109, Limnothrix CENA110, Limnothrix CENA111 e Leptolyngbya
CENAT112. Circulo: peptideos putativos.
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A identificacdo do metabdlito presente nos extratos foi feita por ESI
MS/MS, através da comparagdo de suas massas com dados disponiveis na
literatura.

As massas obtidas nos espectros fragmentados (m/z) apresentaram
correlacdo positiva com peptideos putativos descritos na literatura. Mas,
guando essas fragmentacdes foram comparadas com as descritas na literatura,
nao foi possivel identificar a que classe de peptideos pertencia, por
apresentarem diferencas nos valores de massas dos fragmentos encontrados.
Na Tabela 21 estdo descritos os compostos putativos encontrados na literatura
quando comparados com os espectros MS.
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Tabela 21 — Descricdo dos compostos putativos encontrados dos espectros das linhagens

isoladas (MS).

ISOLADOS Q-TOF m/zISOLADOS COMPOSTOS PUTATIVOS

Leptolyngbya CENA103 675 Homodolastatina (675)

675 Cryptophycina-326 (675)

935 Anabaenopeptolida 90-A (935)
Leptolyngbya CENA104 689 Guineamida D (689,41)

851 Anabaenopeptina F (851)

1013 Microcystina-LR (1013)

1013 Cl-Cyanopeptolina W (1013,5)
Nostoc CENA105 649 Manaulalida A (649)

839 Nodularina-X (839,4)

867 Acido Ferintdico A (867)
Merismopedia CENA106 609 Microginina 91-B (609)

609 Aeruginosina 98-A (609,32)

609 Microcina SF608 (609,34)

653 Aeruginosina 102A (653,33)

723 Antanapeptina D (723,43)

739 Antanapeptina B (739,46)
Nostoc CENA107 693 Manaulalida B (693)

741 Antanapeptina C (741,48)

771 Kasumigamida B (771,38)

771 Kasumigamida-O (771,38)

1005 aeruginopeptinas 917S-C (1005,5)
Synecochoccus CENA108 326 Semiplenamida C (326,30)

354 Methyl tumonoato A (354,2)

653 Aeruginosina 102A (653,33)

723 Antanapeptina D (723,43)
Limnothrix CENA109 326 Semiplenamida C (326,30)

737 Antanapeptina A (737,44)
Limnothrix CENA110 326 Semiplenamida C (326,30)

737 Antanapeptina A (737,44)

967 Microcystina-LR (967)

967 [Asp3,Dha7]Mcyst-LR (967,54)

993 Dihidrodolastatina 12 (993)

993 Micropeptina EI992 (993)

993 Cianopeptolina 992 (993,5)
Limnothrix CENA111 326 Semiplenamida C (326,30)

737 Antanapeptina A (737,44)

967 [Asp3,Dha7]Mcyst—LR (967,54)

993 Dihidrodolastatina 12 (993)

993 Micropeptina EI992 (993)

993 Cianopeptolina 992 (993,5)
Leptolyngbya CENA112 261 Aulosirazola (261)

675 Homodolastatina (675)

675 Cryptophycina-326 (675)
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Desta maneira, conclui-se que os extratos obtidos podem néo ser de
peptideos e sim de compostos produzidos por cianobactérias, como, por
exemplo, em sua parede celular ou a clorofila.

A purificacdo dos estratos pode ser feita antes da analise de Q-TOF.
Uma maneira € por HPLC, para detectar a fracao correta. Nem sempre isso
ocorre, pois a amostra pode passar pela coluna sem se agregar. Outra
dificuldade de se conseguir um bom espectro é a dependéncia de qual solvente
usar para extrair o composto, podendo o resultado final interferir nos
resultados. Amostras filamentosas sdo mais dificeis de romper suas células,
podendo ocorrer 0 ndo rompimento e por isso a ndo liberacdo de toxinas para o
extrato. O composto analisado pode também apresentar polaridade diferente
da do solvente utilizado e ndo ser extraido.
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5. CONCLUSOES

As cianobactérias estavam presentes em todas as amostras coletadas
na lagoa facultativa de Cajati. Nos quatro pontos coletados ao longo dessa
lagoa as comunidades encontradas diferiram entre si provavelmente por
alteracbes ocorridas nas variaveis climatolégicas. Novas linhagens de
representantes dos géneros Leptolyngbya sp., Limnothrix sp., Nostoc sp.,
Merismopedia sp. e Synechococcus sp. puderam ser identificadas através de
microscopia tradicional e confirmadas por técnicas de biologia molecular
usando o gene DNAr 16S. As relacdes filogenéticas entre essas seqliéncias
também foram investigadas. Essas seqliéncias encontram-se depositadas em
banco de dados publico (GenBank).

Mundialmente, novas pesquisas estdo surgindo buscando um panorama
mais amplo da producédo de toxinas pelas cianobactérias, sua ativagdo, além
do desenvolvimento de alternativas para detecta-las. Nesta pesquisa, foi
confirmado o potencial das cianobactérias para a producdo de produtos
naturais através do gene PKS, pela deteccdo de possiveis produtos gerados
por via metabdlica secundaria. Das dez linhagens analisadas, oito
apresentaram resultados positivos para esse gene, com resultados distintos
dos possiveis produtos que as cianobactérias sdo capazes de produzir.

Através de testes de bioatividade usando bactérias, fungo e levedura,
somente quatro das dez linhagens estudadas apresentaram resultados
positivos com bactéria (Merismopedia CENA106, Synecochoccus CENA 108,
Limnothrix CENA109 e Limnothrix CENA110). Dessas quatro, Merismopedia
CENA106 nao apresentou resultado de amplificacdo para os genes NRPS e
PKS enquanto que Synechococcus CENA108 apresentou baixa intensidade de
amplificacdo. Apesar disso, sabe-se que resultados negativos para NRPS e
PKS podem ser obtidos mesmo quando atividades sdo detectadas, sugerindo
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que tais atividades podem estar relacionadas a outro sistema além dos genes
PKS e NRPS.

Durante o desenvolvimento deste estudo, alguns problemas
relacionados com a amplificacdo do fragmento para seqtiéncias da regiao do
espaco intergénico da ficocianina através dos genes cpcBA foram constatados
com as amostras analisadas da lagoa facultativa. Por esse motivo, a mini-
biblioteca da amostra ambiental desse ambiente ndo gerou os resultados
esperados, ndo sendo possivel sua comparacdo com as linhagens isoladas
obtidas.

As amostras coletadas em Cajati apresentaram resultados positivos para
cianotoxinas pelo método ELISA e amplificacdo pelo dominio PKS, além de
producdo de metabdlitos secundarios detectados por ensaio de bioatividade,
mas negativo para o gene mcyA. Esses resultados demonstram o possivel
comprometimento do processo de tratamento por lagoa de estabilizagdo, por
conter cianotoxinas na lagoa analisada. Caso ocorresse a cloracao no tanque
de cloracao, o impacto da producao de cianotoxinas nesse sistema seria ainda
maior, pois iriam liberar as toxinas presentes no interior das cianobactérias do
efluente da lagoa no rio receptor. Necessario serd a avaliacdo da quantidade
de cianotoxinas produzidas nos sistemas de lagoas de estabilizagdo, quanto
efetivamente sera despejado nos rios, se sera para despejo ou reuso desse
efluente e quais impactos da presenca dessa toxina nos recursos hidricos.

Estudos mais aprofundados serdo necessarios em sistemas de
tratamentos por lagoas de estabilizacdo para detectar precocemente a
presenca de cianobactérias e suas toxinas nestes ambientes, uma vez que
estas podem estar presentes em aguas de abastecimento, prejudicando a
saude de animais e humanos. Estudos de biologia e ecologia em lagoas de
estabilizacdo sdo ainda escassos, necessitando de mais conhecimento e/ou
aprofundamento, visando auxiliar a tomada de decisbes por 06rgaos
competentes.
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DNAr 163

>CENA 106 - Merismopedia sp. (EF088332)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCACCTTCGGGTGAGTGGCGGACGGGTGAG
TAACGCGTGGGAACCTGCCCTCAGGAGGGGGATAACGGCTGGAAACGGCCGCTAATACCCCATATGCCGA
GAGGTGAAATGAAATTCGCCTGAGGATGGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAT
GAAGGCCTCTGGGCTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAACTGACGGTACTTGAGGAATAAGCCACG
GCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGTCCGCAGGTGGCCTTGTAAGTCTGTCGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATTTCGGCGATGGAAACTA
CAAGGCTAGAGTGTGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGGCCATCACTGACACTCATGGACGAAAGCCAGGGGAGCGAAAGG
GATTAGATACCCCTGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGACCCCCTCGGT
GTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGA
CATCCTGCGAATCCCTTGGAAACGAGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCGTTAGTTGCCAGCAT
TCAGTTGGGCACTCTAGCGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCAT
GCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGCTCGCGAGAGTAA
GCAAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCT
AGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCCAACCCTTGTGGAGGAGGACGCCGAAGGTGGGGCTGATGAC
TGGGGTGAA

>CENA 104 - Leptolyngbya sp. (EF088333)
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACGGGTG
AGTAACGCGTGAGAACATGCCTTTAGATTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGAATGTGCC
TTAGGGTGAAAGATTTATTGTCTAGAGATTGGCTCGCGTCAGATTAGCTAGTTGGAGTGGTAACGGCACA
CCAAGGCGACGATCTGTACTTGGTCTGAGAGGATGACCAGGCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGG
AGGACGGCTTTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAATCGATGACGGTACCTGATGAATCAGCAT
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGTCCGTAGGTGGTTTATCAAGTCTGCTGTCAAAGCGTGCGGCTTAACCGCATAAGGGCAGTGGAAAC
TGATGAACTAGAGTGCGATAGGGGTAACAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAA
GAACACCAGCGGCGAAAGCGTGTTACTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAA
GGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGACAACTAGGCGTGGTTCGTATCGACCCGAGCC
GTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTTGTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATCCTCGGAACCCTGATGAAAGTTAGGGGTGCCTTCGGGAGCCGAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCAGC
ATGCCCCATACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCGTCGGACAAAGAGCAGCCAGCCAGCGATGGT
GAGCCAATCTCATAAACCGACGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCG
CTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACTCTAACTGCTTGCAGAGGAGGACGCCGAAGGTGGGGCTGAT
GACTGGGGTGAA

>CENA 108 - Synechococcus sp. (EF088334)

GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACCTTCGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAG
TAACGCGTGAGAATCTGCCCTCAGGAGGGGGATAACGGCTGGAAACGGCCGCTAATACCCCATATGCCGA
GAGGTGAAATGAAATTCGCCTGAGGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACC
AAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCC
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAT
GAAGGCCTCTGGGCTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGATCTGACGGTACTTGAGGAATAAGCCACG
GCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGTCCGCAGGCGGCCATGTAAGTCTGTCGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATTTCAGCGATGGAAACTA
CAAGGCTTGAGTGTGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGGCCATAACTGACGCTCATGGACGAAAGCCAGGGGAGCGAAAGG
GATTAGATACCCCTGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGACCCCCTCGGT
GTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGAC
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GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGA
CATCCTGCGAATCCCTTGGAAACGAGGGAGTGCCTTCGGGAACGCAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCGTTAGTTGCCAGCAT
TCAGTTGGGCACTCTAGCGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCAT
GCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAACTCGCGAGAGCTA
GCAAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCT
AGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCCAACCCTTGTGGAGGAGGACGCCGAAGGTGGGGCTGATGAC
TGGGGTGAA

>CENA 109 - Limnothrix sp. (EF088335)
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGGTG
AGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCGATGTGCC
GAGAGGTGAAAGGTTAACTGCCCGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTA
CCAAGGCAGTGATCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGG
ACGAAGGCCTGTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGATCTGACGGTACCTGAGGAATCAGCAT
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGTCCGCAGGCGGTCTCGTAAGTCTGTCTTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATAAAGGGGATGGAAAC
TGCGAGACTAGAGGTAGGTAGGGGTAGAAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAA
GAACACCAGCAGCGAAGGCGTTCTACTGGACCAAACCTGACGCTCATGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAA
GGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCGACCCGTGCA
GTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATC
ATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGC
AAGCTAATCTCGTAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCG
CTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTTGGTTTTGCCCGAAGTCATTACCCTAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTGATGA
CTGGGGTGAA

>CENA 111 - Limnothrix sp. (EF088336)
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGGTG
AGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCGATGTGCC
GAGAGGTGAAAGGTTAACTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTA
CCAAGGCAGTGATCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGG
ACGAAGGCCTGTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGATCTGACGGTACCTGAGGAATCAGCAT
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGTCCGCAGGCGGTCTCGTAAGTCTGTCTTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATAAAGGGGATGGAAAC
TGCGAGACTAGAGGTAGGTAGGGGTAGAAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAA
GAACACCAGCAGCGAAGGCGTTCTACTGGACCAAACCTGACGCTCATGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAA
GGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCGACCCGTGCA
GTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATC
ATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGC
AAGCTAATCTCGTAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCG
CTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTTGGTTTTGCCCGAAGTCATTACCCTAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTGATGA
CTGGGGTGAA

>CENA 112 - Leptolyngbya sp. (EF088337)

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTTCGGGACATAGTGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTTTGGTTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCAATGTG
CCTTTGGGTGAAAGCTTTAGTGCCAAGAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGGGAC
TACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
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CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAG
GGACGACGGCCTACTGGTTIGTAAACCTCTTTTGATAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTATCGAATCAG
CCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGTCCGTAGGTGGCCCATCTAGTCAGTTGTTAAAGCGTAGAGCTTAACTCTATAAAGGCAATTGA
AACTGATGAGCTAGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGG
GAAGGACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCG
AAAGGGATTAGATACCCCIGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGACCGTATCGACCCGG
TCAGTGTCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGG
TTTACATGTCCGGAATCTTCTTGAAAGGGAAGAGTGCCTACGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTICTAGTTIGCCA
GCATTAAGTTGGGCACTTTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCA
GCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCGATA
GCAAGCAAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAAT
CGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCCAACCCGTAAGGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTG
ATGACTGGGGTGAA

>CENA 110 - Limnothrix sp. (EF088338)
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGGTG
AGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCGATGTGCC
GAGAGGTGAAAGGTTAACTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTA
CCAAGGCAGTGATCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGG
ACGAAGGCCTGTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGATCTGACGGTACCTGAGGAATCAGCAT
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGTCCGCAGGCGGTCTCGTAAGTCTGTCTTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATAAAGGGGATGGAAAC
TGCGAGACTAGAGGTAGGTAGGGGTAGAAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAA
GAACACCAGCAGCGAAGGCGTTCTACTGGACCAAACCTGACGCTCATGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAA
GGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCGACCCGTGCA
GTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGC
ATTCAGTTGGGGACTCTAGGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATC
ATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGGACAGAGGGCTGCAAGCTCGCGAGAGC
AAGCTAATCTCGTAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCG
CTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACLCGLCCCGTCACACCA
TGGGAGTTGGTTTTGCCCGAAGTCATTACCCTAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTGATGA
CTGGGGTGAA

>CENA 103 - Leptolyngbya sp. (EF088339)

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGCCGAACGGAGGTCTTCGGACCTTAGTGGCGGACGGG
TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCCTTTGGATGGGGATAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCAATATG
CCGAGAGGTAAAACTTATATGGCCAGGGGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGTGGTAACGGCA
CACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAG
GGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAAACCTCTTTTGATAGGGAAGAAGAAAGTGACGGTACCTATCGAATCAG
CATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGTCCGTAGGTGGTTATTCAAGTCAGCCGTCAAAGGATGGAGCTTAACTCCATAAAGGCAGTTGA
AACTGGATAGCTAGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGG
GAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCG
AAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGTCCGTATCGACCCGG
GCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGG
CTTGACATGTCGCGAATCTTGATGAAAGTCGAGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTCTAGTTGCC
ATCATTAAGTTGGGCACTTTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
AGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCGAGCTAGCGAT
AGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAA
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TCGCTAGTAACCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCCAACCCGCGAGGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCT
GATGACTGGGGTGAA

>CENA 105 - Nostoc sp. (EF088340)
ATTGAACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGAATCTTTAGGGATTTAGTGGCGGACGGG
TGAGTAGCGCGTGAGAATCTACATTCAGGTCTGGGACAACCATTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTG
CCGGGAGGTGAAAGATTAATTGCCTGAAAATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCG
CACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAG
GGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAATAAGAAAGTGAAGGTACTTGAGGAATAAG
CATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCG
TAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGTGTGTCTGCTGTTAAAGAGTTTGGCTTAACCAGATAAAAGCAGTGGA
AACTACAAAGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAAGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAG
GAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGTTCTGCTAGGCCTGCACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCG
AATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGA
GCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAA
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGA
CTTGACATGTCGTGAATTTCTCTGAAAGGAGAAAGTGCCTTAGGGAGCACGAACACAGGTGGTGCATGGC
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCC
AGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
AGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGAT
GTGATGCAAATCCAAGAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAA
TCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA
CCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTACTCCAACCATTCGTGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCT
GGTGACTGGGGTGAA

>CENA 107 - Nostoc sp. (EF088341)
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCACCTTTCGGGGTGAGTGGCGGACGGGTG
AGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATGTGCC
GTTGGGTGAAAGGTTAACTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCA
CCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGG
AGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCA
TCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTA
AAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTGTGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTCATAAGAGCAGTGGAAA
CTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCAGGA
AGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAA
TGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGC
CGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACT
TGACATGTCGCGAATCTTCTTGAAAGGGAAGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAG
CATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAG
CATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGACAGCGATGT
CAAGCAAATCCCGTAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATC
GCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACC
ATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACGATTCGTCGAGGGGAATGCCTAAGGCAGGACTGG
TGACTGGGGTGAA

Cetosintase (KS) do gene PKS

>clone2_CENA105PKS

TCTATTTTTAGAATCTGCTTGGTCTGCTTTAGAAAATGCCGGGTATGATTCAGAGAATTACTCTGGTCAA
GTAGGTGTTTACGCGGGTACAGGGTGGAATAGTTATCTATTATTTAATCTGGCTCAGAACCGAGGTTTTT
TAGGCACGGCTATTGATTATCAAACATTAATTGGTAATGAAAAAGATAACATTGCCACACGAGTTGCTTA
TAAATTAAATCTCAAAGGGCCGAGTATTGGCGTTCAGACAAATTGCTCTACATCTTTAGTGGCTATTTAT
TTAGCTTGTCAAAGCTTACTTAATTACCACTGTGATATGGCTTTGGCTGGTGGTGTGAGTGTCAATGTCC
TGCAAAAAGCCGGTTATATCTATCAAGAAGGAAGCGTTTTATCTCCTAATGGTCAATGTCGTGCCTTTGA
TGCCAACTCCCAAGGAACAGTGGGTGGGAGTGGTTTAGGTGTGGTAGTCTTGAAGCGATTAGAAGATGCG
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ATCGCTGATCGAGATTGCATCCATGCGGTCATCAAAAGTGTGGCTGTCAATAACGATGGTGCAGCGAAAG
TCGGCTACACAGCACCCAGCATCGAAGGACAAGCAAAAGTCATTGCCGAAACCCTAGCGTTGGGTGACAT
TAACCCCGAAACTGTTACTTATATCGAAACTCACGGCACCGGCACCACCTTCGGCGACCCAATCACTAGT
GAATTC

>clone3_CENA105PKS
GCATCTTTCTAGAACTAGTTTATGAAGCTCTCGAAAATGCTGGTTACGAATCCGAATCATACAATGGCTT
GATTGGTTTGTATGCTGGCTGTGGTCAAAATACTTATTTTGCTAGGCATATTTGTGGGCGCGCGGAAATT
ATTGATAGCGTCGGTGAATTTCAGACGATGCTAGCCAATGAAAAGGACTTTTTAACTTAGTCGTGCTGCC
TATAAGTTGAATTTAAAAGGGCCGGCTGTCAGCGTCAATACTGCTTGTTCTACTTCCCTAGTCGCAGTAA
TTCAAGCTTGTCAAGCCTTGAGTAACTACCAGTGCGACATGGCTTTAGCTGGTGGTGTGTCCATGACAAC
ACCCCAAAACAGTGGTTACATAGCCCAAGAAGGGACAATGCTTTCTCCCGATGGTCATTGTCGTCCCTTT
GATGCCAAAGCTAATGGCACAATGTTTAACAACGGTGCAGGCTTGGTAGTTTTGAAACGGGTGGAAGACG
CATTGCAAGATGGCGATCGCATTTATGCCGTGATTCGTGGTACAGGGATCAATAATGATGGGGCTGACAA
GGTAAGTTTCACAGCACCCAGCGTCAACGGACAAGCCGAAGCCATTGCCCAAGCCCAAGCCTATGCTGAC
TTTCATCCCGAAAGCATCTCTTATATTGAAGCCCATGGCACCGGCACCAGCTTCGGCGACCC

>clone5_CENA105PKS
GAATTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAAGGTGGTGCCGGTGCCGTGAGTTTCGATATAAGTAACAGTTTCG
GGGTTAATGTCACCCAACGCTAGGGTTTCGGCAATGACTTTTGCTTGTCCTTCGATGCTGGGTGCTGTGT
AGCCGACTTTCGCTGCACCATCGTTATTGACAGCCACACTTTTGATGACCGCATGGATGCAATCTCGATC
AGCGATCGCATCTTCTAATCGCTTCAAGACTACCACACCTAAACCACTCCCACCCACTGTTCCTTGGGAG
TTGGCATCAAAGGCACGACATTGACCATTAGGAGATAAAACGCTTCCTTCTTGATAGATATAACCGGCTT
TTTGCAGGACATTGACACTCACACCACCAGCCAAAGCCATATCACAGTGGTAATTAAGTAAGCTTTGACA
AGCTAAATAAATAGCCACTAAAGATGTAGAGCAATTTGTCTGAACGCCAATACTCGGCCCTTTGAGATTT
AATTTATAAGCAACTCGTGTGGCAATGTTATCTTTTTCATTACCAATTAATGTTTGATAATCAATAGCCG
TGCCTAAAAAACCTCGGTTCTGAGCCAGATTAAATAATAGATAACTATTCCACCCTGTACCCGCGTAAAC
ACCTACTTGACCAGAGTAATTCTCTGAATCATACCCGGCATTTTCTAAAGCAGACCAAGCAGATTCTAAA
AATAGACGCTGTTGCGGATCCATCTCCAACGCCTCCCGAATCGAATTCCCGCGGCC

>clone8_CENA107PKS
GATTAATGCTGGAGTTGAGCTGGTTGTGTTTAGAAGATGCTGGATATTCACCACTGGAATTATCAGGTAG
TCCTATAGGTGTTTTTATTGGGGCTTGTAGTTATGACTCAATTCTGACTTTGAATGAGGAAGAGATTGAT
GTGCATAGTGGAACAGGCAGTTGGACTACTATGATTCCAAATCGAATTTCTGCTTATTTTTATTTTTCTG
GTCCAAGTCTTCCTGTTGATACAGCTTGCTCAAGTTCTTTAGTTGCTATTCATCAGGCTATTAATGCTTT
GAAAGAACAGGAATGTGAGCAAGCATTAGTGGGTGGAATTAGTGTGTTATTGTCACCAATAACATACATC
CAAATGAGTCAGCAGAATATGTTGTCTCCAAAGGGACAATGTAAAACTTTCGACAGTGGAGCGGATGGTT
ATGTGCGTGGAGAAGGAGCTGGGGTAATTTTATTAAAACCCCTAGATAAAGCCATTCAAGACCAAGATCA
TATCCATGGTGTGATCAAAGGAAGCGCTGTTAATCATGGTGGAAAAGCAAGAACTTTAACCTCTCCAAAT
ATTTATGCTCAAGCCAAAGTAATTCGTGCTGCCCATAAAAAAGCTGGCATTGCTCCTAATACTATTTCTT
ACATCGAAACTCACGGCACCGGCACCTCCCTCGGCGACCCAATCACTAGTGA

>clone9_CENA107PKS
GCCGCGGGAATTCGATTAGGGAGGCGTAGCAGATGGACCCGCAGCATCGGTTGTTTTTAGAATGTGCTTG
GGAAGTAATAGAAAGGGGTGGTTACAATCCAAACGTATATGAAGGTTCAATTGGGGTTTACGCTGGTTGC
AGTATTAATAGTTATTTAATCAACAATCTTGATTCTGAATCTGACCTCGGTTTACGGGTATATCTTAAGG
GAGGTGACAAAGATTATTTAGCAACGCGTGTTGCTTACCATCTAAATTTAACTGGGCCTGCTGTTAGCAT
TCAAACTGCTTGTTCAACCTCATTGGTAGCAGTTCACATTGCTTGCCAAAGTCTGCTTAATGGAGAGTGT
GACATGGCGCTAGCAGGTGGGGTCTCTATTTTTGTTTCTCAGGAACCTGGGTATTTGTATCAAGATGGGT
TGGTTGCTTCACCGGATGGGCACTGTAGAGCTTTTGATGCCAAAGCTAACGGAACAGTTCCAAGTAATGG
GATTGGGGTTGTACTCCTTAAGGGACTCAGGGATGCAATTACTGATGGTGATTATATCTATGCAGTGATT
AAGGGTTCAGCTATTAACAACGATGGTTCTTTAAAAGTGGGCTATACTGCGCCTAGTGTAGAAGGTCAAG
CAGCAGTAATTGCAGAAGCTCATGCTGTCGCGGGAGTAGACCCAGAGACAATTACATATGTAGAAACTCA
TGGCACCGGCACCTCC

>clonell_CENA107PKS

TTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAGGCAGGTGCCGGTGCCGTGAGCTTCAATATAGGAGATTGTCTCAGCA
TCTACACCAGCTATAGCTTGAGCTTCACCAATGACTGCTGCTTGACCGCTCACACTAGGAGCAGTGTAGC
CGACTTTCATTGCACCATCGTTATTAATCGCCGAGCCTTTAATAATTGCATGAATATAGTCGCGATCGCT
AATTGCATCCTGTAATCTTTTTAATACCACAATACCAGCGCCGCTACCTGCGATCGTTCCTTGTGCTTGA
GCATCAAAAGCGCGGCAGTGTCCATCAGGAGAAAGAATCATTCCCTCTTGATGCAAATAGCCGATTTTCT
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CAGGAATGTTGAGAGTAACTCCACCAGCTAAAGCTATATCACATTCACCATTTAAAAGACCTTGACAAGC
TATATGAACAGCAACTAAAGAAGTAGAACAAGCTGTTTGCACATTTACTGCGGGGCCAGTTAAGTTGAGT
TTATATGCAACTCGTGTCGGTAAAAAATCTTTATCGTTAGAAATTCCTAATTGTACGGGGTCAATCGTTT
CTAATAATTGATAATGAGGATAAAGGTTGCTAAAAAGATACCTATTCATCCCTACACCACCATAAACCCC
AATTAAACCATTGTAGGTTTGCGGGTCATAACCAGCTTTTTCTGTTGCTTCCCAAGCCAATTCTAAAAAT
AGGCGCTGCTGCGGATCCATCGGC

>clonel2_ CENA107PKS
GAATTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAGGCAGGTGCCGGTGCCATGAGTTTCTACATATGTAATTGTCTCT
GGGTCTACTCCCGCGACAGCATGAGCTTCTGCAATTACTGCTGCTTGACCTTCTACACTAGGCGCAGTAT
AGCCCACTTTTAAAGAACCATCGTTGTTAATAGCTGAACCCTTAATCACTGCATAGATATAATCACCATC
AGTAATTGCATCCTTGAGTCCCTTAAGGAGTGCAACCCCAATCCCATTACTTGGAACTGTTCCGTTAGCT
TTGGCATCAAAAGCTCTACAGTGCCCATCCGGTGAAGCAACCAACCCATCTTGATACAAATACCCAGGTT
CCTGAGAAACAAAAATAGAGACCCCACCTGCTAGCGCCATGTCACACTCTCCATTAAGCAGACTTTGGCA
AGCAATGTGAACTGCTACCAATGAGGTTGAACAAGCAGTTTGAATGCTAACAGCAGGCCCAGTTAAATTT
AGATGGTAAGCAACACGCGTTGCTAAATAATCTTTGTCACCTCCCTTAAGATATACCCGTAAACCGAGGT
CAGATTCAGAATCAAGATTGTTGATTAAATAACTATTAATACTGCAACCAGCGTAAACCCCAATTGAACC
TTCATATACGTTTGGATTGTAACCACCCCTTTCTATTACTTCCCAAGCACATTCTAAAAACAACCTCTGT
T

>clonel3_CENA109PKS
CGGCCGCGGGAATTCGATTCGGGATGCGATGCCGATGGATCCGCAGCATCGGCTGTTTTTGCAGCAGGCC
TGGCACGCCTTGGAAGATGCGGGCATTCGGCCCTCTTCCCTGGCCGGCAGCCGCACCGCCGTGTTTGTGG
GAGTGCAGATGAATGAATATGTGGAGCGGTTTGGCCCCGACGCGGGCCCCCAAGTGGCCACAGGTAACGC
CCACGCCATGATTGCCAACCGGCTGTCCTACCTGCTGGATCTGCGCGGCCCCAGCGAAATTATTGACACC
GCTTGCTCTAGCTCCCTGGTGGCTGTGCATCGGGCGGTGCAGGCCATCCGCTCCGGCGAGGCCCCCTTGG
CGATCGCGGGGGGTGTGCATTTGCTCCTGTCCCCCACCGCCGTGATGATGGCGGCGCGGATGGGGGTTTT
GTCGCCGGAGGGACGCTGCTACGCCTTTGATGCGCGGGCCAATGGCTATGTGAAGGGCGAAGGCGTGGGC
GTGGTCTGCCTCAAATCGTTAGCCCAAGCTCGGGCCGATCGCGATCATATCTACGGCGTAATTCGGGCTT
CTGGGGTGAACCATGGTGGCCATGGCATGTCCCTGACGGCTCCGAACCCTCAGGCCCAGGCTGACTTGAT
CGCCCAGGTATATCAGCAAGCGGCGGTGGATCCGGCTTCCATTACCTTGATTGAAACCCACGGCACCGGC
ACCAGCTTCGGCGACCCAATCACTAGT

>cloneld4 CENA109PKS
ATGCTCCCGAATCCCTGCAGACACGCGCTGTGGCGTTTACGTGGGAGCCGCCCACAACTTCTATGGCCTC
GATAGCCAGGACGGCCAGAACGGATCGGCCAACCGTGAACCCAACGCCATGGCTTCCTTGGGATCCTCCA
TGGCCATCTTGCCTGCGCGGATTGCCTATCACCTCAACCTCAAGGGCCCGGCGATCCCCGTGGATACCGC
CTGTTCTTCCTCCCTGGTGGCCTTGCATTTGGCCTGTCAGGGATTGCTGCAAGGGGATTGTGATTTGGCC
CTGGCGGGCGGGGTGGCCCTGCTGTTGCTCTCGCCCAGGGTGCATCAATTTTTGGACTACAGCGGAATGC
TGTCGGCCACGAATCAATGCCGTCCCTTTGACCAGTCTGCCAATGGGTTTGTGCCGGCCGAAGGTTGCGG
GGTGGTGATGTTGAAGCGCCTCAGCGAGGCCCAACGGGACGGCGACCCAATCTATGGGGTGATTCGGGCT
TCGGGCATGAACCAGGATGGGCGCTCCAATGGGATTACGGCTCCCAATGTCCAAGCCCAAACGGAACTGG
AACAGGCCCTCTACACCAAGGGGCAAATTGACCCCAGCACCCTGAGCTATGTGGAAGCCCATGGCACCGG
CACCACCCTCGGCGACCCAATCAC

>clonel7_CENA109PKS
GAATTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAGGCAGGTGCCGGTGCCATGGGCTTCCACATAGCTCAGGGTGCTG
GGGTCAATTTGCCCCTTGGTGTAGAGGGCCTGTTCCAGTTCCGTTTGGGCTTGGACATTGGGAGCCGTAA
TCCCATTGGAGCGCCCATCCTGGTTCATGCCCGAAGCCCGAATCACCCCATAGATTGGGTCGLCCGTCCCG
TTGGGCCTCGCTGAGGCGCTTCAACATCACCACCCCGCAACCTTCGGCCGGCACAAACCCATTGGCAGAC
TGGTCAAAGGGACGGCATTGATTCGTGGCCGACAGCATTCCGCTGTAGTCCAAAAATTGATGCACCCTGG
GCGAGAGCAACAGCAGGGCCACCCCGCCCGCCAGGGCCAAATCACAATCCCCTTGCAGCAATCCCTGACA
GGCCAAATGCAAGGC

>clonel8_ CENA109PKS

GAATTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAGGGAGGTGCCGGTGCCGTGGGCTTCCACATAGCTCAGGGTGCTG
GGGTCAATCTGCCCCTTGGTGTAGAGGGCCTGTTCCAGTTCCGTTTGGGCTTGGACATTGGGAGCCGTAA
TCCCATTGGAGCGCCCATCCTGGTTCATGCCCGAAGCCCGAATCACCCCATAGATTGGGTCGLCCGTCCCG
TTGGGCCTCGCTGAGGCGCTTCAACATCACCACCCCGCAACCTTCGGCCGGCACAAACCCATTGGCAGAC
TGGTCAAAGGGACGGCATTGATTCGTGGCCGACAGCATTCCGCTGTAGTCCAAAAATTGATGCACCCTGG
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GCGAGAGCAACAGCAGGGCCACCCCGCCCGCCAGGGCCAAATCACAATCCCCTTGCAGCAATCCCTGACA
GGCCAAATGCAAGGCCACCAGTGAGGAAGAACAGGCGGTATCCACGGGGATCGCCGGGCCCTTGAGGTTG

>clonel9_ CENA110PKS
TTTTGCAGCAGGCCTGGCACGCCTTGGAAGATGCGGGCATTCGGCCCTCTTCCCTGGCCGGCAGLCCGCAC
CGCCGTGTTTGTGGGAGTGCAGATGAATGAATATGTGGAGCGGTTTGGCCCCGACGCGGGCCCCCAAGTG
GCCACAGGTAACGCCCACGCCATGATTGCCAACCGGCTGTCCTACCTGCTGGATCTGCGCGGCCCCAGCG
AAATTATTGACACCGCTTGCTCTAGCTCCCTGGTGGCTGTGCATCGGGCGGTGCAGGCCATCCGLCTCCGG
CGAGGCCCCCTTGGCGATCGCGGGGGGTGTGCATTTGCTCCTGTCCCCCACCGCCGTGATGATGGLGGLG
CGGATGGGGGTTTTGTCGCCGGAGGGACGCTGCTACACCTTTGATGCGCGGGCCAATGGCTATGTGAAGG
GCGAAGGCGTGGGCGTGGTCTGCCTCAAATAGTTAGCCCAAGCTCGGGCCGATCGCGATCATATCTACGG
CGTAATTCGGGCTTCTGGGGTGAACCATGGTGGCCATGGCATGTCCCTGACGGCTCCGAACCCTCAGGCC
CAGGCTGACTTGATCGCCCAGGTATATCAGCAAGCGGCGGTGGATCCGGCTTCCATTACCTTGATTGAAA
CCCATGGCACCGGCACCTCCTTCGGCG

>clone20_CENA110PKS
TGTGGAGCGGTTTGGCCCCGACGCGGGCCCCCAAGTGGCCACAGGTAACGCCCACGCCATGATTGCCAAC
CGGCTGTCCTACCTGCTGGATCTGCGCGGCCCCAGCGAAATTATTGACACCGCTTGCTCTAGCTCCCTGG
TGGCTGTGCATCGGGCGGTGCAGGCCATCCGCTCCGGCGAGGCCCCCTTGGCGATCGCGGEGEGEGEGETGETGLA
TTTGCTCCTGTCCCCCACCGCCGTGATGATGGCGGCGCGGATGGGGGTTTTGTCGCCGGAGGGALCGLCTGC
TACACCTTTGATGCGCGGGCCAATGGCTATGTGAAGGGCGAAGGCGTGGGCGTGGTCTGCCTCAAATCGT
TAGCCCAAGCTCGGGCCGATCGCGATCATATCTACGGCGTAATTCGGGCTTCTGGGGTGAACCATGGTGG
CCATGGCATGTCCCTGACGGCTCCGAACCCTCAGGCCCAGGCTGACTTGATCGCCCAGGTATATCAGCAA
GCGGCGGTGGATCCGGCTTCCATTACCTTGATTGAAACCCATGGCACCGGCACCAGC

>clone23_CENA110PKS
GAATTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAGGCAGGTGCCGGTGCCATGGGCTTCCACATAGCTCAGGGTGCTG
GGGTCAATTTGCCCCTTGGTGTAGAGGGCCTGTTCCAGTTCCGTTTGGGCTTGGACATTGGGAGCCGTAA
TCCCATTGGAGCGCCCATCCTGGTTCGTGCCCGAAGCCCGAATCACCCCATAGATTGGGTCGLCCGTCCCCG
TTGGGCCTCGCTGAGGCGCTTCAACATCACCACCCCGCAACCTTCGGCCGGCCACAAACCCATTGGCAGA
CTGGTCAAAGGGACGGCATTGATTCGTGGCCGACAGCATTCCGCTGTAGTCCAAAAATTGATGCACCCTG
GGCGAGAGCAACAGCAGGGCCACCCCGCCCGCCAGGGCCAAATCACAATCCC

>clone24_CENA110PKS
GAATTCACTAGTGATTGGATCGCCGAGGGTGGTGCCGGTGCCGTGGGCTTCCACATAGCTCAGGGTGCTG
GGGTCAATTTGCCCCTTGGTGTAGAGGGCCTGTTCCAGTTCCGTTTGGGCTTGGACATTGGGAGCCGTAA
TCCCATTGGAGCGCCCATCCTGGTTCATGCCCGAAGCCCGAATCACCCCATAGATTGGGTCGCCGTCCCG
TTGGGCCTCGCTGAGGCGCTTCAACATCACCACCCCGCAACCTTCGGCCGGCACAAACCCATTGGCAGAC
TGGTCAAAGGGACGGCATTGATTCGTGGCCGACAGCATTCCGCTGTAGTCCAAAAATTGATGCACCCTGG
GCGAGAGCAACAGCAGGGCCACCCCGCCCGCCAGGGCCAAATCACAATCCCCTTGCAGCAATCCCTGACA
GGCCAAATGCAAGGCCACCAGGGAGGAAGAACAGGCGGTATCCACGGGGATCGCCGGGCCCTTGAGGTTG
AGGTGATAGGCAATCCG

>clone25_CENA111PKS
GGCCGCGGGAATTCGATTAGGGAGGCGATGCCGATGGATCCGCAGCAGCGGGTTTTCCTAGAAGAGGCTT
GGAAGGCGATCGAGGATGCCGGGTATGCTCCCGAATCCCTTGCAGACACGCGCTGTGGCGTTTACGTGGG
AGCCGCCCACAACTTCTATGGCCTCGATAGCCAGGACGGCCAGAACGGATCGGCCAACCGTGAACCCAAC
GCCATGGCTTCCTTGGGATCCTCCATGGCCATCTTGCCTGCGCGGATTGCCTATCACCTCAACCTCAAGG
GCCCGGCGATCCCTGTGGATACCGCCTGTTCTTCCTCCCTGGTGGCCTTGCATTTGGCCTGTCAGGGATT
GCTGCAAGGGGATTGTGATTTGGCCCTGGCGGGCGGGGTGGCCCTGCTGTTGCTCTCGCCCAGGGTGCAT
CAATTTTTGGACTACAGCGGAATGCTGTCGGCCACGAATCAATGCCGTCCCTTTGACCAGTCTGCCAATG
GGTTTGTGCCGGCCGAAGGTTGCGGGGTGGTGATGTTGAAGCGCCTCAGCGAGGCCCAACGGGACGGCGA
CCCAATCTATGGGGTGATTCGGGCTTCGGGCATGAACCAGGATGGGCGCTCCAATGGGATTACGGATCCC
AATGTCCAAGCCCAAACGGAACTGGAACAGGCCCTCTACACCAAGGGGCAAATTGACCCCAGCACCCTGA
GCTATGTGGAAGCCCATGGCACCGGCACCTCCCTCGGCGATCCA

>clone27_CENA111PKS

GCCGCGGGAATTCGATTAGGGAGGCGTAGGAGATGGATCCGCAACAGCGGCTGTTTTTGCAGCAGGCCTG
GCACGCCTTGGAAGATGCGGGCATTCGGCCCTCTTCCCTGGCCGGCAGCCGCACCGCCGTGTTTGTGGGA
GTGCAGATGAATGAATATGTGGAGCGGTTTGGCCCCGACGCGGGCCCCCAAGTGGCCACAGGTAACGCCC
ACGCCATGATTGCCAACCGGCTGTCCTACCTGCTGGATCTGCGCGGCCCCAGCGAAATTATTGACACCGC
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TTGCTCTAGCTCCCTIGGTGGCTGTGCATCGGGCGGTGCAGGCCATCCGCTCCGGCGAGGCCCCCTTGGCG
ATCGCGGGGGGTGTGCATTTGCTCCTGTCCCCCACCGCCGTGATGATGGCGGCGCGGATGGGGGTTTTGT
CGCCGGAGGGACGCTGCTACACCTTTGATGCGCGGGCCAATGGCTATGTGAAGGGCGAAGGCGTGGGCGT
GGTCTGCCTCAATCGTTAGCCCAAGCTCGGGCCGATCGCGATCATATCTACGGCGTAATTCGGGCTTCTG
GGGTGAACCATGGTGGCCATGGCATGTCCCTGACGGCTCCGAACCCTCAGGCCCAGGCTGACTTGATCGC
CCAGGTATATCAGCAAGCGGCGGTGGATCCGGCTTCCATTACCTTGATTGAAACCCATGGCACCGGCACC
ACCCTCGGCGACCCAATCACTA

>clone29_ CENA1l11PKS
GAATTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAAGCTGGTGCCGGTGCCGTGGGTTTCAATCAAGGTAATGGAAGCC
GGATCCACCGCCGCTTGCTGATATACCTGGGCGATCAAGTCAGCCTGGGCCTGAGGGTTCGGAGCCGTCA
GGGACATGCCATGGCCACCATGGTTCACCCCAGAAGCCCGAATTACGCCGTAGATATGATCGCGATCGGC
CCGAGCTTGGGCTAACGATTTGAGGCAGACCACGCCCACGCCTTCGCCCTTCACATAGCCATTGGCCCGC
GCATCAAAGGTGTAGCAGCGTCCCTCCGGCGACAAAACCCCCATCCGCGCCGCCATCATCACGGCGGTGG
GGGACAGGAGCAAATGCACACCCCCCGCGATCGCCAAGGGGGCCTCGCCGGAGCGGATGGLCCTGCACCGC
CCGATGCACAGCCACCAGGGAGCTAGAGCAAGCGGTGTCAATAATTTCGCTGGGGGCCGCGCAGATC

>clone30_CENA111PKS
GAATTCACTAGTGATTGGGTCGCCGAGGGTGGTGCCGGTGCCATGGGTTTCAATCAAGGTAATGGAAGCC
GGATCCACCGCCGCTTGCTGATATACCTGGGCGATCAAGTCAGCCTGGGCCTGAGGGTTCGGAGCCGTCA
GGGACATGCCATGGCCACCATGGTTCACCCCAGAAGCCCGAATTACGCCGTAGATATGATCGCGATCGGC
CCGAGCTTGGGCTAACGATTTGAGGCAGACCACGCCCACGCCTTCGCCCTTCACATAGCCATTGGCCCGC
GCATCAAAGGTGTAGCAGCGTCCCTCCGGCGACAAAACCCCCATCCGCGCCGCCATCATCACGGCGGTGG
GGGACAGGAGCAAATGCACACCCCCCGCGATCGCCAAGGGGGCCTCGCCGGAGCGGATGGLCCTGCACCGE
CCGATGCACAGCCACCAGGGAGCTAGAGCAAGCGGTGTCAATAATTTCGCTGGGGCCGCGCAGATCCAGC
AGGTAGGACAGACGGTTGGCAATCATGGCGTGGGCGTTACCTGTGGCCACTTGGGGGCCCGCGTCGGGGC
CAAACCGCTCCACATATTCATTCATCTGCACTCCCACAAACACGGCGGTGCGGCTGCCGGCCAGGGAAGA
GGGCCGAATGCCCGCATCTTCCAAGGCGTGCCAGGCCTGCTGCAAAAACAGCC

>clone31_CENA112PKS
CGCAGCAGCGATTATTGCTGGAATGTGCCTGGGAAGGCCTGGAGGATGCGGGCTACAATCCATTCATCTA
TGGAGGCGCGATTGGCCTTTATGCTGGTGCGTCGATGAATACTTACCTGCTGAATCAGGTTTATCCCAAT
CGTCACCAGTTGGATGAACAGGACTCTTTGCAGGTGCTGACGCTCAGTTCAATGGGTGGCTTTCAACTCA
CCACAGCCAACGACAAAGACTATCTCACCACCCGCGTCTCTTATAAGCTGAATCTCAAAGGCCCCAGTAT
TAATGTGCAAACCGCCTGTTCGACCTCGCTGGTAGCGGTGCATCTGGCCTGCCAGAGTTTGCTGCAAGGC
GACTGTGATATGGCGCTGGCGGGCGGTGTGTCGGTGCATGTGCCGCAAACAGTGGGCCATCTGTATCAGG
ATGGGATGATTTTAACTTCCGATGGGCATTGTCGCGCGTTCGATGCCCAGGCCAGCGGCACTATCTTTGG
CAGCGGTGCCGGAGTGGTCGTTTTGAAGCGGTTGGATCAGGCTGTGGCAGAGGGTGATCGGATCTATGCC
GTGATCAAAGGATCGGCGATTGGCAACGACGGCAGCAACAAAGTCGGCTATTTTGCACCCAGCGLCTGCGG
GTCAGGCGCTTGTAACCGCAGAGGCGATTGCCGCCGCAGGTGTTGATCCTGAAACAATTGGCTATGTAGA
AGCCCACGGCACCGGCACCACCCTCGGCGACC

>clone32_CENA1l12PKS
CGGCCGCGGGAATTCGATTAGGGAGGCGTAGGAGATGGACCCGCAGCAGCGATTATTGCTGGAATGTGCC
TGGGAAGGCCTGGAGGATGCGGGCTACAATCCATTCATCTATGGAGGCGCGATTGGCCTTTATGCTGGTG
CGTCGATGAATACTTACCTGCTGAATCAGGTTTATCCCAATCGTCACCAGTTGGATGAACAGGACTCTTT
GCAGGTGCTGACGCTCAGTTCAATGGGTGGCTTTCAACTCACCACAGCCAACGACAAAGACTATCTCACC
ACCCGCGTCTCTTATAAGCTGAATCTCAAAGGCCCCAGTATTAATGTGCAAACCGCCTGTTCGACCTCGC
TGGTAGCGGTGCATCTGGCCTGCCAGAGTTTGCTGCAAGGCGACTGTGATATGGCGCTGGCGGGCGGTGT
GTCGGTGCATGTGCCGCAAACAGTGGGCCATCTGTATCAGGATGGGATGATTTTAACTTCCGATGGGCAT
TGTCGCGCGTTCGATGCCCAGGCCAGCGGCACTATCTTTGGCAGCGGTGCCGGAGTGGTCGTTTTGAAGC
GGTTGGATCAGGCTGTGGCAGAGGGTGATCGGATCTATGCCGTGATCAAAGGATCGGCGATTGGCAACGA
CGGCAGCAACAAAGTCGGCTATTTTGCACCCAGCGCTGCGGGTCAGGCGCTTGTAACCGCAGAGGCGATT
GCCGCCGCAGGTGTTGATCCTGAAACAATTGGCTATGTAGAAGCCCACGGCACCGGCACCACCCTCGGCG
ACC

>clone33_CENA112PKS

GAATTCACTAGTGATTGGATCGCCGAGGCAGGTGCCGGTGCCGTGGGCTTCTACATAGCCAATTGTTTCA
GGATCAACACCTGCGGCGGCAATCGCCTCTGCGGTTACAAGCGCCTGACCCGCAGCGCTGGGTGCAAAAT
AGCCGACTTTGTTGCTGCCGTCGTTGCCAATCGCCGATCCTTTGATCACGGCATAGATCCGATCACCCTC
TGCCACAGCCTGATCCAACCGCTTCAAAACGACCACTCCGGCACCGCTGCCAAAGATAGTGCCGLCTGGCC
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TGGGCATCGAACGCGCGACAATGCCCATCGGAAGTTAAAATCATCCCATCCTGATACAGATGGCCCACTG
TTTGCGGCACATGCACCGACACACCGCCCGCCAGCGCCATATCACAGTCGCCTTGCAGCAAACTCTGGCA
GGCCAGATGCACCGCTACCAGCGAGGTCGAACAGGCGGTTTGCACATTAATACTGGGGCCTTTGAGATTC
AGCTTATAAGAGACGCGGGTGGTGAGATAGTCTTTGTCGTTGGCTGTGGTGAGTTGAAAGCCACCCATTG
AACTGAGCGTCAGCACCTGCAAAGAGTCCTGTTCATCCAACTGGTGACGATTGGGATAAACCTGATTCAG
CAGGTAAGTATTCATCGACGCACCAGCATAAAGGCCAATCGCGCCTCCATAGATGAATGGATTGTAGCCC
GCATCCTCCAGGCCTTCCCAGGCACATTCCAGCAAT

Mini-Biblioteca do gene cpcBA (ficocianina)

>Cajati clone 01
GAAATCATCCTGCGCTACGTAACCTACGCTGTAATGGCAGGTGATGCAAGCGTACTCGACGATCGCTGCT
TGAACGGACTGCGCGAAACCTACCAAGCTTTGGGAACTCCTGGTTCTTCCGTAGCTGTAGGCGTTCAAAA
GATGAAGGAAGCTGCTGTCAAGATTGCTAACGATCCCAACGGTATCACCCAAGGCGATTGCAGCCAGTTG
ATGTCTGAAGTTGCTAGCTACTTCGATCGCGCTGCTGCTGCTGTTGCTTAGAAAAGTTGTTAGCGATTAG
CTCTAGCTAAAAGCTGACTGCTCGTACCTGACCTAAATTAACCAACTGCAATAATAGAGATTGTCAAACA
ATGAAAACACCGATTACTGAAGCAATTGGCGCTGCCGATACCCAAGGTCGTTTCTTAAGCAACACCGAGC
TACAAGCAATCAACGGTCGTTTCGATCGCGCTTCTGCTAGCATGGAAGCTGCTCGCGCTCTGACCAGCAA
AGCTCAACAACTCGTTGACGGTGCTGCTCAAGCTGTGTACAGCAAGTTTCCTTACACCACCCAAATGCAA
GGACCTCAGTACGCTGCTGACTCACGCGGTAAATCCAAGTGCGCTCGCGATATCGGTCACTACCTGCGGA
TGGTTACCT

>Cajati clone 24
TCCAGTACCACCAGCAACTAAGCAGTAGGTAACCATTCGCAAGTAGTAACCGATGTCACGTACACACTTT
TCTCTACCTGTTTGGGTAGAAGCGTAGTTTGGCCCTTGCATTTGAGTGGTGTAAGGGAACTTTTGGTATA
CAGCATTTGCTGCACCTTCTGCCAAACGTTGTGCGTTGCTGGTCAATCCTTTAGCAGCTTCTAAGCTTGC
TGTTGCTTGACGATAACGACCAAAAGCGGTTTGCATTTCGGTGCTGCTTAGGAAACGTCCTTGTGAGTCA
GCAGATGCTACTGCTTCGGTAAGAGGAGTTTTCATCGGTCCAGTATCTCCCTTTTACAAAATTTTGTTTA
AAGTAGTTTATGTCGAACTGACTATATATAGTCAGCGATTGCGGTGCGGTAGTTAAACTACAGCTTATGA
TACAGCAGATGCTGCACGGTCGAAGTAGCTAGATACTTCAGACATCAATGCGCTGCAATCACCTTTGGTG
ATATTATTGGGATCGCCAGCAATTGCTAATGCTGCTTCTTTCATCTTTTGAACGCCAACTGCTACTGAAG
CTCCGGGGGTTCCTAAAGCTAAGTAGGTTTCGCGTAAACCGTTCAAACAACGGTCATCGAGAACACTAGC
GTCGCCAGAGAAAATTGCGTAGGTTACATAGCGCAAAATGATTTCCATGTCGCGTAAACAAGCAGCCA

>Cajati clone 95

TGGAAATCATCCTGCGCTACGCAACCTACGCTGTAATGGCAGGTGATGCAAGCGTACTCGACGATCGCTG
CTTGAACGGACTGCGCGAAACCTACCAAGCTTTGGGAACTCCTGGTTCTTCCGTAGCTGTAGGCGTTCAA
AAGATGAAGGAAGCTGCTGTCAAGATTGCTAACGATCCCAACGGTATCACCCAAGGCGATTGCAGCCAGT
TGATGTCTGAAGTTGCTAGCTACTTCGATCGCGCTGCTGCTGCTGTTGCTTAGAAAAGTTGTTAGCGATT
AGCTCTAGCTAAAAGCTGACTGCTCGTACCTGACCTAAATTAACCAACTGCAATAATAGAGATTGTCAAA
CAATGAAAACACCGATTACTGAAGCAATTGGCGCTGCCGATACCCAAGGTCGTTTCTTAAGCAACACCGA
GCTACAAGCAATCAACGGTCGTTTCGATCGCGCTTCTGCTAGCATGGAAGCTGCTCGCGCTCTGACCAGC
AAAGCTCAACAACTCGTTGACGGTGCTGCTCAAGCTGTGTACAGCAAGTTTCCTTACACCACCCAAATGC
AAGGACCTCAGTACGCTGCTGACTCACGCGGTAAATCCAAGTGCGCTCGCGATATCGGTCACTACCTGCG
GATGGTTACCTACTGC



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

