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Resumo:  As  cianobactérias  séo
organismos procariontes, comumente encontrados
em corpos de agua doce, que sintetizam
numerosas substancias bioativas e formam
floragBes. Suas toxinas podem permanecer na
agua, deteriorando sua qualidade, ou ainda podem
ser bioacumuladas na cadeia trofica. Dessa
maneira, com o objetivo de identificar e investigar
a potencial produgdo de toxinas foram estudadas
cinco cepas de cianobactérias, provenientes de
diferentes reservatorios do Estado de S&o Paulo.
As cepas da Colecdo de Cultura de Cianobactérias
do Instituto de Boténica foram mantidas em meio
de cultura liquido ASM-1, em temperatura,
irradiancia e fotoperiodo controlados. A cada 30
dias, durante a repicagem, foram retiradas
aliquotas para a observacdao dos organismos para
analise taxondmica. A pesquisa de cianotoxinas
foi realizada por cromatografia planar para teste
de microcistinas, saxitoxinas e
betametilaminoalanina. As cianobactérias foram
identificadas como: Cyanosarcina sp. (CCIBt
3085); Rhabdoderma sancti-pauli (CCIBt 3244);
Leptolyngbya angustissima (CCIBt 3102);
Phormidium formosum (CCIBt 3246) e Calothrix
elenkinii (CCIBt 3287). Em nenhum dos extratos
foi detectada microcistinas ou saxitoxinas. Porem
as cepas CCIBt3085, CCIBt3244, CCIBt3246 e
CCIBt3287 apresentaram resultados positivos
para 0 aminoé&cido neurotdxico
betametilaminoalanina, relacionado a doenga de
Alzheimer.

Palavras-Chave: betametilaminoalanina,
Cyanosarcina, Phormidium, Rhabdoderma.

INTRODUCAO

Grande parte dos reservatorios da Regido
Metropolitana de S&o Paulo encontra-se em meio
a uma avancada e desordenada ocupacdo urbana,
gue agrava o0s impactos e adiciona inimeros danos
4 qualidade da agua (Tundisi 2005). O despejo de
efluentes orgéanicos e industriais € um dos fatores
que interferem na qualidade da 4gua, promovendo

especialmente a eutrofizacdo artificial com o
desenvolvimento de floragdes de microalgas e
principalmente de cianobactérias (Tundisi 2003).

De acordo com Paerl & Huisman (2008), as
mudangas climaticas podem potencializar a
ocorréncia das floraces. A elevacdo da temperatura
(acima de 25°C) favorece as cianobactérias tanto no
crescimento, duplicacdo celular quanto na extengédo
temporal da fotossintese. Por isso, as floragfes ou
mesmo a constante presenca das cianobactérias
podem significar riscos & salde publica,
principalmente se ocorrerem em reservatorios
destinados ao abastecimento publico, pois durante a
senescéncia das células pode ocorrer a liberacdo de
cianotoxinas na agua (Carvalho 2006) Devido a
presenca de lipopolissacarideos (LPS), constituintes
da parede celular, todas as cianobactérias sdo toxicas,
porém cerca de 60% das espécies sintetizam, também,
outras substancias toxicas, as cianotoxinas (Van
Apeldoorn et al. 2007). Estas sdo classificadas
segundo sua acdo farmacoldgica em: hepatotoxinas,
neurotoxinas, citotoxinas e dermatotoxinas.
Recentemente se iniciou estudos sobre [p-metil-
aminoalanina, aminoécido neurotéxico de efeito
crénico (BMAA), devido a sua relagdo com doengas
neurodegererativas e sua bioacumulacdo (Cox et al.
2005).

Dessa maneira, com 0 objetivo de identificar,
acompanhar a variabilidade fenotipica e investigar a
potencial produgédo de toxinas foram estudadas cinco
cepas de cianobactérias, provenientes de diferentes
reservatorios do Estado de S&o Paulo, em especial, de
trés Represas destinadas ao abastecimento publico
(Guarapiranga, Billings e Atibainha).

MATERIAL E METODOS

As cinco cepas de cianobactérias estudadas
pertencem a Colecdo de Cultura do Instituto de
Botanica (CCIBt). Estas foram mantidas em meio
ASM-1 sob as seguintes condicdes: temperatura de
23+2°C, irradiancia de 40-50 pmol.m?st e
fotoperiodo de 14 - 10h claro-escuro (Azevedo &
Sant'’/Anna 2003).
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Estudos taxonémicos

A cada 30 dias, durante a repicagem,
foram retiradas aliquotas para a observacdo dos
organismos. Parte deste material foi mantida viva
e parte fixada com formol a 4% para andlise
taxonémica e depdsito no acervo do Herbério
Cientifico (SP) do Instituto de Botéanica de Séo
Paulo.

O sistema de classificacdo utilizado foi o
de Hoffman et al. (2005) e a identificacdo foi
realizada com base em bibliografia especializada,
incluindo floras (Desikachary 1959, Koméarek &
Anagnostidis, 1999 e 2005), artigos, revisbes e
teses.

Prospeccéo de cianotoxinas

Para a pesquisa de cianotoxinas foram
cultivados 10 litros de biomassa, por cerca de trés
semanas (Stanier et al. 1971). Esta foi liofilizada,
dividida, e parte foi submetida a extragdo em
acido acético 0,IM e outra parte em metanol
100% (Pyo & Shin 2002). Os extratos de cada
uma das cepas passaram pelas pesquisas por
cromatografia planar de: microcistinas (Pelander
et al. 2000), saxitoxinas (Buckley et al. 1976), e
betametilaminoalanina (Merck 1971).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos taxonémicos
SYNECHOCOCCOPHYCIDAE
SYNECHOCOCCALES

Synechococaceae
Rhabdoderma sancti-pauli Azevedo, Sant’Anna,
Senna, Komarék & Komarkova. Hoehnea 30: 286.
figs. 5-7. 2003. Figura 1a. CCIBt 3244.

Colbnias irregulares, formadas por
numerosas células irregularmente distribuidas em
envelope mucilaginoso. Células cilindricas,
arcuadas ou sigmodides com extremidades
arredondadas, 0,5-3,3 vezes mais longa que larga,
1,1-4,5 pm compr., 0,6-1,7um diam.; contetdo
celular verde azulado, homogéneo.
Pseudofilamentos presentes. Material
examinado: BRASIL, SA0 PAuLo: Sdo Paulo,
Reservatério Billings, 111-2003. CETESB, s.n.
(SP401471).

Distribuicdo geogréfica no Estado de
Sdo Paulo: Lago do IAG, Parque Estadual das
Fontes do Ipiranga (Honda & Azevedo 2004,
Ferragut et al. 2005); como R. sigmoidea var.
minor (Azevedo et al. 1996). Primeira citacdo da
espécie para o Reservatdrio Billings.

PSEUDANABAENALES
Pseudanabaenaceae
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Leptolyngbya angustissima (West & G.S.West)
Anagnostidis & Komarek, Algolog. Stud., 80: 390.
1988. Figura 1b. CCIBt 3102.

Filamentos densamente emaranhados.
Tricomas cilindricos retos ou flexuosos, néo
atenuados, ndo captados, constritos. Bainha
mucilaginosa estreita, hialina 1,4-1,7(2,2) um.
Células 1-3,5 vezes mais longas que largas, 1,5-4,3
pm compr., 1,0-1,4 pm didm.; contetudo celular
homogéneo, verde-azulado pélido, sem granulos;
célula apical com 4&pice arredondado. Material
examinado: BRASIL, SA0 PAULO: Nazaré Paulista,
Reservatorio Atibainha, 1V-1998, M.T.P. Azevedo s.n.
(SP401468).

Distribuicdo geografica no Estado de S&o
Paulo: Lago do IAG, Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga (Ferragut et al. 2005); Pesqueiros em
diferentes municipios: Embu das Artes, Sdo Paulo e
Caucaia do Alto (Rosini 2010). Primeira citacdo da
espécie para o Reservatdrio de Atibainha

OSCILLATORIOPHYCIDAE
CHROOCOCCALES
Chroococaceae
Cyanosarcina sp. Figura 1c. CCIBt 3085.

Coldnias jovens esféricas, posteriormente
irregulares formando pacotes de células densamente
agregados. Células esféricas a subesféricas, 3,0-5,9
pm didm.; apos divisdo celular agrupadas em coldnias

tridimensionais facilmente dissociaveis, conteldo
celular  homogéneo, verde-azulado. Material
examinado: BRASIL: SAo PaAuLo, Sado Paulo,

Reservatério Guarapiranga, 1V-1997, CETESB s.n.
(SP401467). Trata-se da primeira citacdo do género
para o Reservatdrio Guarapiranga.

OSCILLATORIALES

Phormidiaceae
Phormidium  formosum (Bory ex Gomont)
Anagnostidis & Komarek Algolog. Stud., 40: 405.
1988. Figura 1d. CCIBt 3246.

Tricomas dispostos paralelamente em feixes,
retos, emaranhados. Tricomas curvos apenas nas duas
ultimas células, levemente atenuado em direcdo ao
apice, levemente constritos. Células subquadraticas
0,4-2,2 vezes mais longa que larga, (1,6) 2,0-4,2 (6,0)
pm compr., 2,0-4,4 (5,0) um didm. Célula apical
conico-arredondada. Contetdo celular verde oliva,
homogéneo. Motilidade intensa. Material
examinado: BRASIL, SAo PauLo: Sdo Paulo,
Instituto de Boténica, Lago das Gargas, 1X-2003,
C.L.Sant’Anna s.n. (SP401470).

Distribuicdo geografica no Estado de Sao
Paulo: como Oscillatoria formosa Bory ex Gomont
(Sant’Anna & Azevedo 1995). Primeira citacdo da
espécie para o Lago das Garcas.
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NOSTOCHOPHYCIDAE
NOSTOCALES
Rivulariaceae

Calothrix elenkinii Kossinskaja Not. Syst. Crypt.
Inst. Horti Bot. Petropol., 3:11, 1924. Figura 1d.
CCIBt 3287.

Tricomas heteropolares frequentemente
agregados. Bainha  mucilaginosa  firme,
homogénea, incolor, ndo lamelada, aberta no
apice.. Tricomas intumescidos na base, curvos,
constritos, sem formacdo de pélo terminal.
Células subquadraticas, em forma de barril, 0,5-
2,0 vezes mais longa que larga, na base; (2,9) 3,5-
7,8 um compr.; (3,5 4,0-6,0 (7,5) pm diam.
Contetdo celular granuloso, verde oliva.
Heterocitos  basais  cOnico-arredondado  a
subcénicos, raramente hemisféricos, 0,8-2,0 (2,3)
vezes mais longo que largo; (3,0) 4,0-6,0 (7,0) um
compr., (3,00 3,8-6,0 um diam. Material
examinado: BRASIL, SAO PAuLO:
Pindamonhangaba, Instituto de Pesca, viveiro de
piscicultura  experimental, 11-2009, C.T.J.
Mercante s.n. (SP401472).

Distribuicdo geografica no Estado de
S&o Paulo: primeira citagdo para o Estado.

Honda & Azevedo (2004) discutem sobre
a microbiota potencial de ambientes, ou seja,
espécies que ndo sdo registradas por sua baixa
densidade, mas se desenvolvem quando mantidas
em culturas. No presente estudo quatro taxons
constituem novas ocorréncias para 0s respectivos
ambientes de origem (apesar dos estudos neles ja
realizados), e muito provavelmente correspondem
a esta microbiota potencial.

Prospeccéo de cianotoxinas

Em nenhum dos extratos foi detectada a
presenca de microcistinas, ou saxitoxinas. Porem
guatro das cinco cepas estudadas apresentaram
resultados  positivos para 0 aminoécido
neurotdxico betametilaminoalanina (tabela 1).

Tabela 1. Resultados das analises de cianotoxinas
nos diferentes extratos das cepas estudadas.

Cepas Extrato 4&cido  Extrato metanolico
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CCIBt 3102 - -
CCIBt 3244 BMAA -
CCIBt 3246 BMAA -
CCIBt 3287 BMAA -

CCIBt 3085 BMAA -

Cox et al. (2005) investigaram a produgéo de
BMAA em diversas cepas de cianobactérias: nas
marinhas, nas de dgua doce, nas simbiontes, e de vida
livre. Dentre as cianobactérias simbiontes 73%
produziram BMAA; enquanto 95% daquelas de vida-
livre também produziram. Muitas destas cepas nao
estavam identificadas em nivel especifico, porém os
autores também estudaram cepas de Phormidium e
Calothrix que apresentaram resultados positivos. Este
é o primeiro relato da ocorréncia deste aminoécido
em cepas de Cyanosarcina e Rhabdoderma.

CONCLUSOES

Trabalhos como este demonstram a
importancia de estudos taxonémicos que revelam a
microbiota potencial dos ecossistemas aguéticos.
Além disso, todos os taxons apresentaram suas
medidas entre valores minimos estabelecidos pela
literatura; 0 que pode estar relacionado ao longo
periodo em que estes organismos estdo mantidos em
cultura. Ressalta-se ainda, os resultados inéditos de
sintese de BMAA por espécies de cianobactérias
brasileiras.
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Figura 1 a-d. a. Rhabdoderma sancti-pauli, b. Leptolyngbya angustissima, c. Cyanosarcina sp., d.
Phormidium formosum, e. Calothrix elenkinii. Escalas: 10 pm.



