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PREFACIO

Esta tese serd apresentada em formato alternativo, isto €, foi dividida em capitulos, cada
qual correspondendo a um artigo. Devido a escolha desse formato, algumas informacgdes
poderdo aparecer repetidas, como exemplo a se¢do ‘“Material ¢ Métodos”, além de algumas
conclusbes, e uma parte da introducéo.

O primeiro capitulo intitula-se “Caracterizacdo morfologica e molecular de isolados de
cianobactérias da foz do Rio Amazonas” e teve como objetivo identificar e caracterizar as
linhagens de cianobactérias isoladas do Rio Amazonas por meio de taxonomia polifdsica com
0 auxilio de técnicas de morfologia, biologia molecular, filogenia e observaces em cultivo. O
conteudo deste capitulo consta no artigo “Morphological and molecular characterization of
cyanobacterial isolates from the mouth of the Amazon River” que foi publicado na edigdo 387
(4) da revista Phytotaxa. Portanto, apenas as citacGes e referéncias deste capitulo seguiram as
normas da revista Phytotaxa. E importante ressaltar que o contetido do capitulo da tese estd um
pouco mais aprofundado que o do artigo, com um maior detalhamento da secdo de material e
métodos, por exemplo.

O segundo capitulo intitula-se ‘“Dindmica de cianobactérias e primeira detec¢do de
microcistina-LR em captacdo para agua de consumo no Rio Amazonas (Brasil)” e objetivou
investigar a dindmica de cianobactérias no seu ambiente natural, que neste caso foi a area da
captacdo de &gua para abastecimento do municipio de Macapa. Este capitulo mostra os
resultados de um monitoramento anual com contagem das células de cianobactérias, calculo de
biovolume, caracterizacdo morfoldgica das espécies registradas no monitoramento; analise de
toxinas na agua e também busca por genes relacionados a producdo de toxinas em amostras
ambientais. Em resumo, foi estudado sobre o potencial toxico destas espécies e a presenca de
cianotoxinas na area de influéncia da captagcdo de agua. Os resultados deste capitulo ainda ndo

foram submetidos para publicacéo.



RESUMO

As cianobactérias sdo microrganismos fotossintetizantes que podem se proliferar em corpos
d’agua, ocasionando as chamadas floragdes. Esses eventos estdo relacionados a producao de
cianotoxinas que comprometem a qualidade da agua, uma vez que tais toxinas podem afetar a
salde do homem. Ha registros de intoxicacdes por cianotoxinas em muitos paises, incluindo o
Brasil, onde ja houve casos fatais. O objetivo geral deste estudo foi verificar o potencial toxico
das cianobactérias e a presenca de cianotoxinas no Rio Amazonas na area de influéncia da
captacdo de agua para abastecimento do municipio de Macapa, estado do Amapa. Para tal, o
trabalho foi dividido em duas partes. A primeira teve como objetivo isolar linhagens de
cianobactérias do Rio Amazonas e cultivi-las em laboratorio para caracterizacdo das cepas por
taxonomia polifasica com o auxilio de técnicas de morfologia, comportamento em condicdes
de cultivo, sequenciamento do RNAr 16S, andlise filogenética e potencial para a producdo de
cianotoxinas. A segunda parte deste estudo investigou a dindmica de cianobactérias no Rio
Amazonas, por meio de um monitoramento anual com contagem das células de cianobacteérias,
calculo de biovolume, caracterizacdo morfologica das espécies, analise de toxinas na agua e
também busca por genes relacionados a producdo de toxinas nas amostras ambientais. Foram
realizadas amostragens mensais na agua bruta e na agua tratada da Estacdo de Tratamento de
Agua de Macapéa (ETAm) durante o periodo de abril de 2015 a abril de 2016. Como resultados
do primeiro capitulo, 14 linhagens de cianobactérias foram isoladas e caracterizadas. Os
isolados pertencem aos géneros Alkalinema, Cephalothrix, Limnothrix, Leptolyngbya,
Phormidium, Pseudanabaena e uma cepa de Nostocales ndo identificada. Nenhuma das cepas
apresentou potencial para a producdo de microcistina, saxitoxina, anatoxina e
cilindrospermopsina. Por outro lado, 0 monitoramento do rio Amazonas (realizado como parte
do capitulo 2) revelou a primeira deteccdo de microcistina-LR neste rio, que é considerado o
maior do mundo. A densidade de cianobactérias e concentragdo de microcistina-LR observadas
foram baixas ao longo do periodo de estudo. Apenas no trimestre junho a agosto de 2015
ocorreu pico de Limnothrix planctonica (£1000 cels. mLt) e detecgdo de microcistina-LR (méax
2,1g.LY), porém ambos os pardmetros apresentaram-se em conformidade com os limites
recomendados pela Portaria de Consolidacdo n°5 do Ministério da Sadde. As andlises
estatisticas indicaram fortemente que linhagens da espécie L. planctonica produziram a toxina
microcistina-LR detectada neste estudo. Porém ndo foi possivel confirmar essa informacdo,
uma vez que a deteccdo pelos métodos quimicos (ELISA e LC/MS) e moleculares
(amplificacdo do marcador mcyE) ocorreu em amostras ambientais com a presenca de Varias
espécies. Os parametros que mostraram maior associacdo com a producdo de microcistina-LR
e com o aumento da densidade de L. planctonica foram o aumento da transparéncia da agua e
vazdo do rio. Tais resultados reforgam que L. planctonica produziu as toxinas detectadas, uma
vez que esta espécie € bem adaptada as condicdes do Rio Amazonas e sua densidade se eleva
mesmo no apice da vazdo, com o rio mais turbulento. Foram observados 10 taxons na agua
bruta ao longo do ano, sendo praticamente 0os mesmos, e todos com formato filamentoso. As
cianobactérias com maior abundancia no Rio Amazonas foram L. planctonica, Leptolyngbya
sp. e Alkalinema. pantanalense.

Palavras-chave: ETAm, Limnothrix planctonica, mcyE, microcistina-LR, taxonomia
polifasica



ABSTRACT

Cyanobacteria are photosynthetic microorganisms that can proliferate in water bodies, causing
blooms. These events are related to the production of cyanotoxins that affect the quality of
water, since such toxins can harm human health. There are records of cyanotoxin poisonings in
many countries, including Brazil, where fatal cases have already occurred. This study aimed to
verify the toxic potential of cyanobacteria and the presence of cyanotoxins in the Amazon
River, near the inlet site of the drinking water supply of the municipality of Macapa, Amapa.
For that purpose the study was divided in two parts. The first aimed at isolating cyanobacterial
strains from the Amazon River and cultivate these strains to proceed polyphasic
characterization based on morphology, behavior in culture, 16S rRNA gene sequencing,
phylogenetic analysis and potential for toxin production. The second part of the study
investigated the cyanobacteria dynamics in their natural habitat, the Amazon River, and
cyanotoxins by means of morphological identification, counting, biovolume calculation of
cyanobacteria, toxin analyses in water samples and a molecular screening for genes involved in
the production of cyanotoxins. The sampling was carried out monthly from April 2015 to April
2016 at the raw water intake and at the exit from the water treatment plant. As a result of the
first chapter, 14 cyanobacterial strains were isolated and identified by the polyphasic approach.
The isolated strains belong to seven different genera, namely, Alkalinema, Cephalothrix,
Limnothrix, Leptolyngbya, Phormidium, Pseudanabaena and an unidentified Nostocales taxa
that may represent a new genus. None of the strains isolated in the present study were shown to
possess genes associated with the production of microcystin, saxitoxin, anatoxin, or
cylindrospermopsin. On the other hand, the water sampling monitoring realized in the second
part of this study revealed the first detection of microcystin-LR in the Amazon River, the
world’s largest river. Cyanobacteria mean density and microcystin-LR concentration were both
low during the monitoring. However, Limnothrix planctonica (+1000 cells mL 1) density
showed a peak in the quarter June-August 2015, when Microcystin- LR (2.1 pg L) was
detected. Despite this, the treated water was in accordance with the values recommended by the
Brazilian government available in Consolidation Ordinance No. 5. Statistical analyzes strongly
indicate that the species L. planctonica produced the microcystin detected in this study.
Nevertheless, it is not possible to confirm this information, once the detection by ELISA,
LC/MS and mcyE occurred in environmental samples with many species. Higher transparency
and high river discharge were associated with greater microcystin-LR concentration and rising
in L. planctonica densities. Such results reinforce the hypothesis that L. planctonica might have
produced the toxins detected in the present study, once this species is well adapted to the
Amazon River environmental conditions, showed by the higher densities of this taxon even in
the high river discharge, when the river is more turbulent. Ten cyanobacteria taxa were
identified on the microscopic monitoring of the raw water from the Amazon River, all of then
are filamentous forms. The most abundant cyanobacteria in the Amazon River were Limnothrix
planctonica, Leptolyngbya sp., and Alkalinema pantanalense.

Keywords: WTP, Limnothrix planctonica, mcyE, microcistin-LR, Polyphasic approach.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Rio Amazonas € utilizado como fonte de agua superficial para consumo humano no
municipio de Macapa-AP. Suas aguas sdo captadas a 500 m de distancia da margem esquerda
do rio, no centro comercial da cidade, e seguem para a Estacio de Tratamento de Agua de
Macapa (ETAmM) que fica a 1000 m de distancia da adutora. Apds a chegada na ETAm, ocorre
0 tratamento convencional da agua, que é distribuida a populacdo. A rede de abastecimento
local atende a 40,6% da populacdo urbana, que corresponde a aproximadamente 46.903
domicilios (CAESA, 2018). O restante da populacdo (44,04%) utiliza 4gua para consumo
diretamente de fontes subterraneas (dgua de poco) (GROTT et al.,, 2018; IBGE, 2011) ou ndo
possui acesso a agua.

E de conhecimento geral que o Rio Amazonas é o maior rio do mundo em volume
(SIOLI, 1984). Entre suas principais caracteristicas estdo a alta concentracdo de solidos
dissolvidos que torna a agua tdrbida, com baixa transparéncia e com coloracdo barrenta, uma
das caracteristicas principais de classificacdo do Amazonas como um rio de aguas brancas
(JUNK et al.,, 2011; SIOLI, 1984).

Nas proximidades de Macapa, o Rio Amazonas estd perto da foz, mas ndo apresenta
influéncia salina oceanica (WARD et al., 2013). Apesar desta relativa distancia da zona salina
(= 180 km), trata-se de um rio hidrodinamicamente muito turbulento (com velocidades médias
acima de 1m/s ou maior), transferindo enorme quantidade de movimento para o fundo e
margens (WARD, 2015). Esta dindmica tende a ser exacerbada pelo efeito das marés
semidiunas influenciadas pelo Oceano Atlantico, com oscilagdes de sentido do escoamento e
recirculacbes (CUNHA et al., 2012; CUNHA; STERNBERG, 2018). O nivel da &gua varia ao
longo dos ciclos de marés diariamente, sendo possivel observar o fundo do rio proximo a
captacdo de agua.

Outra caracteristica observada neste trecho € o despejo de fontes de poluicdo pontuais e
difusas diretamente no Rio Amazonas, como exemplo o canal da rua Mendonga Jdnior, que
apresenta aspecto eutrofizado, cruza o centro comercial da cidade e desagua na orla, a poucos
quildmetros da captacdo. Estudos prévios mostram que plumas de poluentes na orla de Macapa
e Santana alcangam, em média durante o ciclo de maré, uma distancia de aproximadamente 800
m a frente da margem da cidade de Macap4, sendo que o ponto de captacdo da ETAmM estd a
apenas 500 m de distancia da margem (CUNHA et al, 2012; PINHEIRO et al., 2008).

Problemas relacionados a poluicdo da &gua tem sido reportados nesta area, especialmente de
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cunho microbioldgico (CUNHA et al, 2004; CUNHA et al, 2005, CUNHA, 2012;
DAMASCENO et al., 2015).

Um dos estudos que desperta atencdo é o de Silveira-Jinior (2012), no qual realizou
anélise qualitativa do fitoplancton e observou a presenca de géneros de cianobactérias
potencialmente toxicas como Dolichospermum sp., Microcystis sp. e Oscillatoria sp. com alta
frequéncia de ocorréncia no Rio Amazonas, na orla de Santana (municipio vizinho a Macapa).
A presenca de tais organismos proximo a orla de Macapa é preocupante devido a ameaca que
as cianobactérias podem apresentar & seguranca da qualidade da &gua para consumo (LI et al.,
2017).

As cianobactérias sdo bactérias fotossintetizantes amplamente adaptadas e distribuidas
em guase todos os ambientes. No meio aquatico atuam como produtoras primarias, fornecendo
oxigénio e energia para o ecossisttma (WHITTON; POTTS, 2012). Estes organismos
produzem metabdlitos secundarios de grande interesse biotecnologico e industrial com
atividades anticancer, antiviral, anti-inflamatéria, fotoprotetora, inseticida, entre muitas outras
(RASTOGI; SINHA, 2009, GREWE; PULZ, 2012). Por outro lado, as cianobactérias também
produzem toxinas prejudiciais a salde, popularmente conhecidas como  cianotoxinas
(CHORUS; BARTRAM, 1999).

A taxa de crescimento de cianobactérias é lenta (+ 0,65 duplicacdes por dia) comparada
a de outros organismos fitoplancténicos, como as cloroficeas (x 0,93 duplicacbes por dia)
(LURLING et al, 2013). Tal crescimento lento normalmente dificulta a ocorréncia de
cianobactérias em altas densidades em ambientes com forte fluxo, como o Rio Amazonas. No
entanto, em condicbes de pouca disponibilidade de luz (alta turbidez) apresentam taxas de
crescimento superior a de outros organismos fotossintetizantes. Portanto, apresentam vantagens
competitivas em aguas turbidas (MUR et al., 1999). Am disso, as cianobactérias que sdo
adaptadas a vida em ambiente com poucos nutrientes, tendem a desenvolver floragdes em
ambientes com enriquecimento de nutrientes (N e P) (CHORUS; BARTRAM, 1999).

Floragdo ¢ o nome dado aos eventos de elevada densidade de microalgas ou
cianobactérias, nos quais estes organismos costumam produzir toxinas perigosas a saude do
homem. As cianotoxinas ja provocaram acidentes fatais, como o ocorrido em Caruaru (PE) em
1996, com morte de 52 pessoas devido a intoxicacdo por microcistinas durante o processo de
hemodidlise (AZEVEDO et al, 2002). Por este motivo, 0 Ministério da Salde exige o
monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas na agua fornecida pelas companhias de
abastecimento (BRASIL, 2017). Porém, infelizmente, tal monitoramento ainda ndo é realizado
no estado do Amapa (BRASIL, 2012).
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Paralelo a isso, uma das cianotoxinas mais comuns (microcistina) € produzida no
interior das células (endotoxinas) e podem ser liberadas para o meio exterior durante o
tratamento da &gua como consequéncia da adicdo de algicidas como o sulfato de cobre
(SIVONEN; JONES, 1999), da pré-oxidacdo por cloro ou ozbnio (ZAMYADI et al.,, 2012;
MEREL et al., 2013) ou pela permeabilizacdo e quebra das células durante o tratamento (CODD
et al., 2005). E importante mencionar que as cianotoxinas ndo sdo removidas facilmente por
fervura, por exemplo (LI et al,, 2017). Um dos materiais destinados a sua remocao é o carvao
ativado (CHORUS; BARTRAM, 1999).

A vigillancia de cianobactérias em corpos d’adgua usados para abastecimento ¢
importante para evitar problemas de salde publica. Para isso, € necessario monitorar as
concentracdes de células para detectar episodios em que atinjam elevada biomassa, nos quais
costuma ocorrer a producdo de cianotoxinas (FALCONER, 1999). Este trabalho visa gerar
informacdes importantes para o estado do Amapa nas areas de saneamento ambiental e salde
publica, resultando em melhorias na qualidade e seguranca dos servicos de abastecimento de
agua fornecidos a populacdo. Além disso, € um passo importante no estudo de cianobactérias e
cianotoxinas na Amazonia, que é reconhecida como bioma que abriga grande diversidade de

espécies, mas que possui condi¢bes precarias de saneamento e poucos especialistas.

1.1 CIANOBACTERIAS

Cianobactérias sdo bactérias que desenvolveram a capacidade de realizar fotossintese,
sendo 0s primeiros organismos a produzir oxigénio por meio desse processo (SCHOPF, 2012).
Por apresentarem caracteristicas comuns as algas e plantas, como o pigmento clorofila-a e os
dois tipos de fotossistemas (KOMAREK, 2006), no passado foram estudadas juntamente com
as algas, e ja foram nomeadas “algas azuis”, “cianoficeas” e ‘“Cyanophyta” (CHORUS;
BARTRAM, 1999).

Existem registros destes organismos em fosseis estromatdlitos datados de
aproximadamente 3,5 bilhdes de anos. O surgimento das cianobactérias neste periodo provocou
grande impacto na vida do Planeta Terra e na sua historia bidtica, pois foram as responsaveis
por produzir oxigénio biologicamente utilizavel, necessario para a respiracdo aerdbia
(SCHOPF, 2012; SOO et al., 2017). Deste modo, foram fundamentais para a oxigenacdo da
atmosfera terrestre, e para o desenvolvimento dos seres aerobios.

Além de atuarem como produtores primarios, participam de varios ciclos

biogeoquimicos como o do nitrogénio (CODD et al, 2005) e apresentam potencial para
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utilizagdo na producdo de biocombustiveis (PARMAR et al, 2011). Desde seu surgimento,
habitam diversos tipos de ambientes terrestres e aquaticos, incluindo habitats extremos
(WHITTON; POTTS, 2012). Na &gua, podem viver no sedimento, plancton ou no perifiton
(SANT’ANNA et al., 2006). As espécies planctdnicas ficam livres na superficie da agua e, em
situacdes favoraveis, como o enriquecimento nutricional (eutrofizacdo) do corpo d’adgua ou
condi¢bes hidroldgicas estaveis podem se proliferar dando origem a floragdes (CHORUS;
BARTRAM, 1999).

As floragbes sdo caracterizadas pela existéncia de elevada biomassa de cianobactérias
em relacdo as condi¢cbes normais do ecossistema aquatico. Geralmente, nessas situagbes, uma
ou duas espécies predominam. Essas proliferacdes podem provocar impactos ecologicos
(PAERL et al., 2001), econbmicos, e a salde (CHORUS & BARTRAM, 1999).

Ecologicamente, floragbes podem ser ndo palatdveis ou toxicas as espécies
consumidoras, causando alteracGes nas cadeias alimentares com potenciais efeitos na ciclagem
de nutrientes e biodiversidade (PAERL et al., 2001). Além disso, como ndo sdo consumidas, ao
se decompor, as densas massas de cianobactérias causam excessivo consumo de oxigénio do
corpo d’agua, causando declinio ou eliminacao de peixes e outros organismos (PAERL, 2008).
Outro problema ecologico € decorrente das floragdes de cianobactérias fixadoras de nitrogénio,
pois estas podem constituir novas fontes de nitrogénio promovendo potencialmente o
enriquecimento deste nutriente (PAERL, 2008), atraves de retroalimentacdo do sistema.

Quanto aos impactos econdmicos e a saude, as floragdes podem comprometer o uso da
agua para abastecimento (LI et al., 2017), dessedentacdo animal, recreacdo de contato primario,

irrigacdo de hortalicas, aquicultura e pesca (WHO, 2003).

1.2 CIANOTOXINAS

As toxinas produzidas por cianobactérias, denominadas genericamente  por
cianotoxinas, sdo metabolitos secundarios que podem causar sérios danos a mamiferos e
diversos organismos da biota aquatica (CARMICHAEL 1992; SOARES, 2009). Estes
metabolitos podem ser classificados em funcdo do alvo de sua toxicidade em: neurotoxinas,
hepatotoxinas (CARMICHAEL, 1992), citotoxinas (FALCONER, 1999), dermatotoxinas
(SIVONEN; JONES, 1999).

As hepatotoxinas sdo as mais estudadas. Elas provocam injurias no figado, onde inibem
enzimas fosfatases, que atuam na estrutura e funcionamento das células hepéticas. Esta inibicdo

pode provocar deformacdo das células, hemorragia, cancer hepatico e morte (FALCONER,
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1999). Microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsina sdo as toxinas que fazem parte deste
grupo (SIVONEN; JONES, 1999).

Entre as toxinas mais comuns, estdo as microcistinas, que possuem uma estrutura
peptidica ciclica, sendo estdvel a hidrolise quimica e oxidagdo (MSAGATI et al, 2006;
DJEDIAT et al,, 2010). As microcistinas sdo resistentes a altas temperaturas e sua toxicidade
permanece mesmo apds a fervura, podendo levar individuos a uma maior incidéncia de cancer
hepatico (CHEN et al,, 1996; SANCHES et al, 2007). Apesar de ser toxica ao figado, as
microcistinas podem induzir necrose e/ ou apoptose em células de outros érgdos. Estudos in
vitro demonstraram o0s efeitos citotoxicos da microcistina-LR em celulas humanas como
eritrocitos, linfocitos, células endoteliais, epiteliais e fibroblastos (MCDERMOTT et al., 1998;
LANKOFF et al., 2004; SICINSKA et al., 2006).

Registros de intoxicagdes humanas por cianotoxinas tém sido documentados em muitos
paises, incluindo o Brasil. Em 1996, aproximadamente 60 pacientes renais cronicos faleceram
apos terem sido submetidos a sessfes de hemodialise, em uma clinica da cidade de Caruaru
(PE), em decorréncia da agua utilizada para tratamento dos pacientes ter sido fornecida por um

reservatorio onde havia uma floragdo de cianobactérias toxicas (AZEVEDO et al., 2002).

1.2.1 Cianotoxinas e abastecimento

Uma das principais vias de intoxicacdo por cianotoxinas € pelo consumo oral da agua,
por isso existe uma preocupacdo crescente quanto aos mananciais de abastecimento de agua,
que necessitam de monitoramento e tratamento adequado para remogdo dessas toxinas
(FUNASA, 2003).

As cianotoxinas mais comuns sdo as microcistinas (PEARSON et al., 2010), as quais
sdo endotoxinas, isto €, sdo produzidas nas cianobactérias e ficam retidas até que ocorra a lise
celular (ROSS et al., 2006) devido ao envelhecimento ou morte natural (CARVALHO, 2006).
Alem dessas situaces, alguns autores afirmam que elas também podem ser liberadas por
situacdes induzidas pelo meio (MEREL et al., 2013).

Durante o tratamento da &gua pode ocorrer lise ou permeabilizacdo da parede celular de
cianobactérias com a liberacdo de toxinas (CODD et al., 2005). Por esse motivo, a agua
destinada ao abastecimento deve ser monitorada constantemente para aplicagdo do tratamento
mais adequado visando a remocdo das células de cianobactérias sem comprometer sua

integridade, evitando o lancamento de toxinas na dgua para consumo (MEREL etal., 2013).
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Entre os fatores que induzem este processo no tratamento, podemos citar a adicdo de
algicidas como o sulfato de cobre (SIVONEN; JONES, 1999) e de outras substancias na etapa
de pré-oxidacdo, como a aplicacdo de permanganato (PIETSCH et al., 2002) e de cloro
(ZAMYADI etal., 2012; FUNASA, 2007).

Pietsch et al. (2002) realizaram um experimento em escala piloto para verificar em que
fases do tratamento convencional da agua ocorre a liberacdo de cianotoxinas. Eles concluiram
que o lancamento de toxinas para 0 meio extracelular se da na pré-oxidacdo, o que ja era
conhecido, e também na floculacdo e filtracdo possivelmente devido ao estresse hidraulico
(turbuléncia) e aos gradientes de pressdo nos canos e filtros. Ross et al. (2006) também
observaram que o estresse fisico induz ao langamento de cianotoxinas.

Outras partes do tratamento que oferecem riscos sdo a flotacdo e a sedimentacdo. Ambas
removem as cianobactérias de forma eficiente, entretanto, ao serem transferidas para o lodo
resultante do processo, até 90% das cianobactéerias sofrem lise e liberam toxinas em menos de
24hs (MEREL et al, 2013). Logo, o lodo deve ser rapidamente removido para evitar a
contaminacdo da agua (WHO, 2015).

Aléem do risco das toxinas, as cianobactérias podem produzir compostos que conferem
sabor e odor a agua (de terra e mofo), como a geosmina e o 2-methilisoborneol (2-MIB). Esses
ndo estdo relacionados com a producdo de toxinas, mas sdo indesejaveis na agua para consumo
(FUNASA, 2007; ZAMYADI et al., 2012).

Outro problema que pode surgir é a geracdo de subprodutos da cloragdo, como 0s
trialometanos (THMs), entre eles o cloroférmio, que sdo prejudiciais a salde e apresentam
efeitos carcinogénicos (TOMINAGA; MIDIO, 1999). Eles sdo formados quando o cloro
adicionado na pré-oxidacdo (um pré-tratamento) reage com a matéria organica das
cianobactérias e produtos do seu metabolismo (ZAMYADI et al, 2012; FUNASA, 2007
WHO, 2015). Os subprodutos da cloragdo podem originar-se da interacdo com acidos hdmicos
e fulvicos da decomposicdo da vegetacdo terrestre, de vegetais aquaticos, algas e cianobactérias
(FUNASA, 2007).

1.2.2 Fatores que induzem a producdo de cianotoxinas

Em condicBes naturais, as cianobactérias vivem em equilibrio com os demais grupos de
algas. Entretanto, em situacbes favoraveis, como 0 enriguecimento nutricional (eutrofizacéo)
do corpo d’agua ou em condigdes hidroldgicas estaveis pode ocorrer 0 aumento significativo
da biomassa de cianobactérias dando origem a floracbes (CHORUS; BARTRAM, 1999).
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Nesses episddios de elevada biomassa de cianobactérias pode ocorrer a producdo de
cianotoxinas. Apesar de geralmente associadas a condicBGes eutroficas, existem registros dessas
proliferacdes também em ambientes oligotréficos (com poucos nutrientes) (FERNANDES et
al., 2009). Embora as floragbes apresentem riscos, estas podem ser de cepas toxicas e ndo
toxicas.

Os fatores que levam a producdo de cianotoxinas estdo sendo investigados atualmente
e ainda ndo sdo bem conhecidos. Contudo, ha fortes indicios de correlacdo entre a produgéo
destas com a sazonalidade, radiacdo solar, temperatura da superficie da &gua, pH e porcentagem
de saturacdo de oxigénio (BEASLEY et al, 1989; CARMICHAEL, 1992; HAIDER et al.,
2003).

Foi constatado que a temperatura da agua possui forte relacdo com a producdo de
toxinas. Quanto mais alta a temperatura, maiores as concentracdes de cianotoxinas,
especialmente microcistina (DAVIS et al, 2009; JOUNG et al., 2011). Além da temperatura,
Utkilen e Gjolme (1995) verificaram que o aumento na concentragdo de ferro intracelular de
Microcystis aeruginosa associado a intensidades luminosas mais elevadas seriam responsaveis
pelo aumento na producdo de microcistinas por esta espécie (NASCIMENTO, 2012).

1.3 REGULAMENTACAO PARA CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS

Apds o acidente de Caruaru em 1996 e outros incidentes, limites para cianobactérias e
cianotoxinas comecaram a ser inseridos em normas relacionadas a salde e qualidade ambiental
no mundo todo, sendo motivo de preocupacdo constante de Orgdos ambientais e de salde,
institutos de pesquisa e companhias de saneamento (DEBERDT, 2004).

A Organizacdo Mundial de Salde (OMS) publicou em 1998 um adendo a segunda
edicdo do guia “Guidelines for Drinking-water Quality- volume 1” que retne o conhecimento
cientifico sobre a qualidade da &gua para consumo e o divulga para que cada pais possa criar
seus padrdes e regulamentos. Neste adendo, foi feita pela primeira vez a recomendacdo para
concentragcdo limite de uma cianotoxina na &gua para consumo, no caso a microcistina, de
/Lt da fracdo intracelular+extracelular (WHO, 1998; IBELINGS et al, 2014). Na
publicacdo de 1993, antes do adendo, as microcistinas foram mencionadas, porém nesta ocasido
ndo havia dados suficientes para se fazer recomendagdes sobre limites permitidos para o
consumo (WHO,1998).

Na edigdo posterior ¢ na mais recente do “Guidelines for Drinking-water Quality” da

OMS, a microcistina continua sendo a Unica cianotoxina com dados disponiveis suficientes para
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gerar um valor de referéncia de 1pg.Lt (WHO, 2011, 2017). Este valor foi estimado com base
em um individuo adulto de 60kg que consome em média 2 litros de agua diariamente (CODD
et al., 2005). Apesar da OMS ndo ter fornecido limite para as demais cianotoxinas, alguns paises
utilizam valores padrdes para definir suas concentragdes maximas permitidas (WHO, 2015).

No Brasil, foi implementada em 2000 a Portaria 1.469 do Ministério da Salde, que
exigia 0 monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas pelo responsavel pelo abastecimento
de agua para consumo humano. Esta também estabeleceu valor mdximo de microcistina (1,0
1g.L1) e posteriormente foi substituida pelas portarias 518/2004, 2.914/2011 e n°5/2017 que
continuaram com as mesmas exigéncias com relagdo a microcistina e tratam sobre a vigilancia
da qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de potabilidade (BRASIL, 2000;
2004; 2011;2017).

A portaria mais recente (Portaria de consolidacdo n°5/2017) exige ainda o
monitoramento de saxitoxinas, para a qual foi determinado o valor maximo permitido de 3,0
pg.Lt. Além disso, recomenda a andlise de cilindrospermopsina e anatoxina-a(s) quando for
detectada a presenca de géneros potencialmente produtores destas toxinas (BRASIL, 2017). No
tocante a quantidade de células, o monitoramento deve ser mensal quando a densidade for
<10.000,00 células/ml e semanal quando for acima deste valor. Sobre este valor para a
densidade de cianobactérias, estudo de Vasconcelos et al. (2011) sugere que o limite para
analises adicionais deve baixar para 5.000 células/ml, pois 10.000 células/ml pode ndo ser
suficiente para garantir a seguranca da dgua para consumo.

Com relacdo aos demais usos da agua, a OMS também possui publicou orientagdes para
a seguranca em aguas de recreacdo na qual foram definidos os niveis de alerta a salde de acordo
com as concentragdes de cianobactérias (WHO, 2003).

Um alerta de baixo risco a saude esta relacionado a reacfes adversas de curta duracéo,
como irritacdo na pele e problemas gastrointestinais, na presenca de 20.000 células/ml de
cianobactérias. Nesta densidade, espera-se uma concentracdo de 2-4pg.Lt de microcistinas se
as espécies produtoras de microcistinas forem dominantes (WHO, 2003). Pesquisa realizada
em praias na Australia demonstrou que os limites de 20.000 células/mL podem ser muito altos,
visto que observaram aumento de sintomas em concentragbes de 5.000 células/mL (PILOTTO
et al., 1997).

J& o alerta de risco moderado estéd relacionado a reagdes adversas de curta duracdo e
também de longa duracdo na presenca de algumas espécies de cianobactérias e concentracdo de
100.000 células/ml, na qual é esperada 20pg.L! de microcistinas se a floracdo for de

Microcystis ou de Planktothrix agardhii. Por fim, o alerta de alto risco ocorre em situacbes com
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formacdo de espumas de cianobactérias, onde ha contato com todo o corpo e risco de
ingestdo/inalacdo. Neste caso, as cianobactérias podem estar em populacdes de milhares ou
milhGes de células e podem provocar as situacdes descritas nos itens anteriores e ainda
envenenamento agudo (WHO, 2003).

O Brasil seguiu as orientacdes da Organizagdo Mundial de Salde e em 2005 o Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) publicou a resolugdo CONAMA 357/2005, que
estabelece valores maximos para o numero de células de cianobactérias para as diferentes
classes de agua, evidenciando também a necessidade de monitoramento desses organismos em
aguas superficiais (BRASIL, 2005).

A resolucdo CONAMA 357 dispde sobre a classificacdo dos corpos de agua e diretrizes
para 0 seu enquadramento e institui que as aguas doces de classe | devem apresentar valores
maximos de cianobactérias de 20.000 cel.mLt ou 2mm?3.L. J4 as de classe Il devem apresentar
densidade de cianobactérias de até 50.000 cel.mL-t ou 5mm3.L e, por fim, as aguas de classe 11l
deve ter até 100.000 cel.mL-! ou 10mme.L (BRASIL, 2005).

A classificacio do CONAMA 357 baseia-se na qualidade da &gua exigida para usos
atuais e futuros. As é&guas de classe | destinam-se ao abastecimento, ap0s tratamento
simplificado; protecdo de comunidades aquaticas; recreacdo de contato primario, irrigacdo de
hortalicas, entre outros. As de classe 1l sdo destinadas também ao abastecimento, apds
tratamento convencional, aquicultura, pesca e demais atividades da classe I. Finalmente, as de
classe Ill exigem tratamento convencional ou avancado para abastecimento e destinam-se a
irrigacdo de culturas arbdreas, pesca amadora, recreacdo de contato secundario e dessedentacao
de animais (BRASIL, 2005).

1.4 CIANOBACTERIAS E CIANOTOXINAS NA AMAZONIA

A maioria dos trabalhos sobre cianobactérias no Brasil concentra-se nas regides sul e
sudeste, sendo conhecidos poucos trabalhos na Amazonia (GENUARIO et al, 2017;
MENEZES et al., 2015, RIGONATO et al., 2017), dentre eles, os de Fiore et al. (2005), Vieira
et al. (2003, 2005), Sa et al. (2010), Genuério et al. (2017, 2018), Silva et al. (2018), Oliveira
et al. (2018), entre outros que serdo comentados adiante.

Um dos primeiros estudos especificos sobre cianobactérias na regido Amazonica foram
realizados por Vieira et al. (2003, 2005). Ambos abordaram a ocorréncia de espécies produtoras
de toxinas no reservatorio de agua para abastecimento da cidade de Belém-Pard, Amazbnia

Oriental. Tais estudos resultaram no isolamentos de cepas produtoras de microcistina dos
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géneros Aphanizomenon, Aphanocapsa, Hapalosiphon, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria,
Planktothrix e Radiocystis. Também em 2005, Fiore et al. (2005) estudaram a diversidade de
cianobactérias fixadoras de nitrogénio nos sedimentos dos rios Amazonas, Solimdes e seus
tributarios na Amazonia Ocidental, resultando no isolamento de varias linhagens dos géneros
Nostoc, Calothrix, Cylindrospermum, Fischerella e Anabaena.

Em 2010, Sé& et al. reportaram a ocorréncia de floracdo toxica de Dolichospermum sp.
no rio Tapajés, em Santarém. Posteriormente, em 2012, foram disponibilizados dois trabalhos
sobre cianobactérias na Amazénia. Um foi o de Nascimento (2012), que avaliou fatores
relacionados a dindmica de cianobactérias e cianotoxinas no reservatorio da Usina Hidrelétrica
de Samuel, em Rond6nia. O outro, foi de Dall’agnol et al. (2012), que utilizou técnicas
independentes de cultivo para estudar a diversidade de Synechococcus no reservatorio da Usina
Hidrelétrica de Tucurui, no Pard. Logo em seguida, Aprile et al. (2013) publicaram um estudo
de variacdo espacial e temporal de cianobactérias no Rio Madeira, Amazonia Ocidental.

Recentemente, Doherty et al. (2017) também utilizaram técnicas independentes de
cultivo para estudar a biogeografia de bactéria no rio Amazonas e seus tributarios. Eles
detectaram que as cianobactérias eram representadas principalmente por espécies de
Synechococcus e Merismopedia, as quais mostraram maior propor¢do durante o periodo de
menor vazao do Amazonas. Por sua vez, Satinsky et al. (2017) empregaram as mesmas técnicas
descritas acima para estudar a diversidade de bactérias em aguas amazonicas. Eles concluiram
que Synechococcus é dominante no rio Tapajos, e Microcystis aeruginosa em Belém (Pard).

Outro estudo no rio Amazonas e tributarios € o de Genuario et al. (2017), o qual isolou
11 cepas homocitadas pertencentes aos géneros Alkalinema, Cephalothrix, Pantalinema,
Planktothrix e Pseudanabaena. Apenas recentemente foram descritas novas espécies de
cianobactérias para a regido amazOnica: Cronbergia amazonensis do rio Solimbes
(GENUARIO et al, 2018a), e Amazoninema brasiliense dos rios Amazonas e Solimdes
(GENUARIO etal., 2018D).

O dltimo trabalho realizado na regido é o de Oliveira et al. (2019), no qual 14 linhagens
de cianobactérias foram isoladas do Rio Amazonas na orla de Macapd, Amapa. As cepas
isoladas foram identificadas por métodos morfoldgicos e moleculares, assim como foram
testadas com relacdo a producdo de cianotoxinas. Nenhuma das linhagens de Alkalinema,
Cephalothrix, Limnothrix, Leptolyngbya, Phormidium e Pseudanabaena apresentaram genes
relacionados a producéo de cianotoxinas.

Para 0 Amapa este é até o momento o Unico trabalho especifico sobre cianobactérias.

Porem, estudos sobre o fitoplancton realizados nos rios Araguari e Amazonas, permitiram a
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identificacdo de cianobactérias a partir de métodos morfoldgicos (SILVEIRA-JUNIOR, 2012,
CUNHA et al., 2013, SILVA et al, 2018). Alguns estudos sobre o fitoplancton no estado do
Amapa que apresentam informacdes sobre cianobactérias serdo abordados a seguir.

Oliveira (2007), em estudo sobre o fitoplancton do rio Araguari, verificou a ocorréncia
de nove espécies de cianobactérias. Este grupo foi o mais representativo em ambos os periodos
estudados, e na seca a densidade foi mais expressiva. Os valores de densidade encontrados por
ele estiveram entre 157 e 10.961 ind. mL -1 nos periodos de seca e entre 209 e 5.931 ind. mL!
na cheia. O autor registrou floragdo da espécie Synechocystis aquatilis em maio de 2005.

Outro trabalho realizado no mesmo rio foi o de Dias (2007) com intuito de analisar a
estrutura da comunidade fitoplanctnica na Reserva Biologica do Lago Piratuba. A autora
verificou a presenca de 50 taxons de cianobactérias, sendo esta a classe que apresentou 0 maior
nimero de espécies. Dias (2007) também registrou uma floracdo em 2005 no lago do Lod&o.
Desta vez, a espécie pertenceu ao género Dolichospermum sp.

Em 2012, Silveira-Janior identificou no rio Amazonas, na orla de Macapa e Santana, 24
espécies de cianobactérias. Os géneros Dolichospermum, Microcystis e Oscillatoria foram
encontrados em mais de 70% das amostras, sendo considerados muito frequentes.

Cunha et al. (2013) realizou levantamento do fitoplancton nos rios Araguari e Falsino,
desde a Floresta Nacional do Amapéa até o reservatorio da Usina Hidrelétrica Coaracy Nunes
identificando um total de 27 taxons de cianobactérias. Nos anos seguintes surgiram as novas
hidrelétricas de Cachoeira Caldeirdo e Ferreira Gomes que foram estudadas por Vilhena (2016),
que identificou 20 espécies de cianobactérias, dentre elas espécies dos géneros potencialmente
toxicos Lyngbya sp., Microcystis sp. e Planktothrix.

O estudo sobre o fitoplancton mais recente que revelou informagGes sobre
cianobactérias no estado do Amapa € o de Silva et al. (2018), que utilizou o fitoplancton como
um dos parametros para avaliar se a bubalinocultura influencia negativamente na qualidade dos
corpos d’agua no Baixo Araguari Neste estudo as cianobactérias mais abundantes foram:
Anabaena sp., Limnothrix planctonica, Leptolyngbya sp., Raphidiopsis mediterranea e

Alkalinema sp.
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2 PERGUNTA E HIPOTESE

A pergunta norteadora desta investigacdo e a hipotese principal sdo:

e Qual o potencial toxico das cianobactérias proximo a captacdo de agua para
abastecimento da cidade de Macapa?

Hipotese: As cianobactérias da area de estudo apresentam genes relacionados ao

potencial para a producdo de cianotoxinas.

Predicdo: Atualmente as cianobactérias ndo produzem tais metabolitos, uma vez que sua
densidade é baixa, inferior a 10.000 células/mL, estando de acordo com a Portaria de
consolidagdo n°5/MS (BRASIL, 2017).

Complementando a pergunta principal, 0s questionamentos secundarios e suas

respectivas hipéteses séo:

1) Quais espécies de cianobactérias estdo presentes na agua para abastecimento
em maior abundancia?
H1: Microcystis sp., Oscillatoria sp. e Dolichospermum sp. sdo as
cianobactérias mais abundantes no ponto de captacdo de 4gua da ETAm.
Predicdo: Esses grupos de cianobactérias apresentam-se em conformidade
com a legislagdo, com densidades inferiores a 10.000 cels . mL! devido ao
ambiente dindmico do rio Amazonas que dificuta a manutengdo e

crescimento de organismos planctdnicos, como as cianobactérias.

2) A é&gua tratada fornecida pela CAESA possui cianotoxinas dentro do limite
tolerdvel estabelecido pela Portaria de Consolidagdo n°5/MS (BRASIL,
2017)?

H2: A &gua tratada pela ETAm apresenta concentragdo de microcistina <1
bg.L1 e de saxitoxina <3 pg.L L.

Predicdo: Apesar da observacdo de poluicdo na orla de Macapd, causada por
cargas de nutrientes, que gera condicOes ambientais favoraveis ao
crescimento de cianobactérias, 0 Rio Amazonas ainda apresenta um grande

poder de diluicdo que dissipa a poluicdo observada em pontos da orla.
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3) Quais fatores ambientais podem favorecer o aumento da concentragdo de

cianobactérias e cianotoxinas?

H3: A elevagdo das concentragbes de nutrientes induz o aumento da
densidade de cianobactérias e, consequentemente, a producdo de
cianotoxinas.

Predicdo: O aumento das concentracbes de nutrientes (poluicdo) na orla de
Macapa € resultado do saneamento basico precario. Outros fatores que
também contribuem para o crescimento das cianobactérias na area sdo o
aumento da radiacdo solar e transparéncia da agua na area da captacdo da
ETAm.

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Estudar o potencial toxico das cianobactérias presentes no Rio Amazonas proximo

a captacao de 4gua para abastecimento da cidade de Macapa, estado do Amapa.

2.1.2 Objetivos especificos

Isolar linhagens de cianobactérias da area de estudo e cultivar em laboratorio

Caracterizar os isolados por taxonomia polifasica, considerando analises de
comportamento em cultivo, identificacdo morfolégica e molecular por sequéncias

de RNAr 16S, filogenia e potencial para produgédo de cianotoxinas.

Quantificar as espécies de cianobactérias presentes na agua de captacdo com

frequéncia mensal pelo periodo de um ano

Verificar a ocorréncia de cianotoxinas e de genes associados & producdo de

microcistina, saxitoxina, anatoxina e cilindrospermopsina na agua bruta e tratada

Monitorar parametros ambientais com frequéncia mensal pelo periodo de um ano

e avaliar sua influéncia na concentracdo de cianobactérias e cianotoxinas



39

3 CAPITULO 1: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
ISOLADOS DE CIANOBACTERIAS DA FOZ DO RIO AMAZONAS

Caracterizagdo morfoldgica e molecular de isolados de cianobactérias da foz do Rio

Amazonas

ELANE D. CUNHA DE OLIVEIRA?, ALAN C. DA CUNHA?, NATALINA B. DA
SILVA3, RAQUEL CASTELO-BRANCO% JOAO MORAIS* MARIA PAULA C.
SCHNEIDER®, SILVIA M. M. FAUSTINO?, VITOR RAMOS**, VITOR
VASCONCELOS#5

LIEPA, Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do Amapéa, Macapa-
AP, Brasil

. E-mail: elanedsc@yahoo.com.br

2Programa de Po6s-Graduacdo Rede Bionorte, UNIFAP, Universidade Federal do
Amapé, Macapéa-AP, Brasil

3Esudante de iniciagdo cientifica, PIBIC/IEPA, no Instituto de Pesquisas Cientificas e
Tecnoldgicas do Estado do Amapa, Macapa-AP, Brasil

4CIIMAR, Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e Ambiental, Universidade
do Porto, Matosinhos, Portugal

SUFPA, Universidade Federal do Par4, Belém-PA, Bratzil

6Departamento de Biologia, Faculdade de Ciéncias, Universidade do Porto, Porto,
Portugal



40

RESUMO

A regido amazbnica é detentora de grande diversidade de espécies, e a bacia amazonica
contém quase 20% da &gua doce disponivel no mundo. Apesar das condicbes ambientais
favoraveis, pouco se sabe sobre a diversidade de cianobactérias nestes corpos d’agua,
especialmente na foz do Rio Amazonas. Neste estudo, foi utilizada a abordagem
polifasica para identificar 14 linhagens de cianobactérias isoladas do Rio Amazonas, no
ponto de captacdo de agua para consumo humano, localizado proximo a foz do rio. As
cepas isoladas foram caracterizadas com base na morfologia, comportamento em
condices de cultivo, sequenciamento do RNAr 16S, analise filogenética e potencial para
a producdo de toxina. Os isolados pertencem a sete géneros diferentes: Alkalinema,
Cephalothrix, Limnothrix, Leptolyngbya, Phormidium, Pseudanabaena e uma cepa de
Nostocales ndo identificada que pode representar um novo género. N&o foram
encontradas novas espécies, nem tampouco foram encontrados genes associados a
producdo de toxinas. No entanto, a posicdo dos isolados amazbnicos na arvore
filogenética revelou novidades para a taxonomia dos g@éneros Limnothrix e
Pseudanabaena, reforcando a necessidade de revisdo taxondmica.

Palavras-chave: Amazonia, Limnothrix, Taxonomia polifasica, Pseudanabaena,
filogenia, RNAr 16S
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ABSTRACT

The Amazon region contains a great diversity of species, and the Amazon River basin
accounts for almost 20% of all the freshwater in the world. Despite the favorable
environmental conditions in this region, little is known about the cyanobacterial diversity
of this waterbody, especially at the mouth of the river. In this paper, we used the
polyphasic approach to identify 14 cyanobacterial strains isolated in the Amazon River
on the inlet site from a drinking water supply located close to the river mouth. The isolated
strains were characterized based on morphology, behavior in culture, 16S rRNA gene
sequencing, phylogenetic analysis and potential for toxin production. The isolated strains
belong to seven different genera, namely, Alkalinema, Cephalothrix, Limnothrix,
Leptolyngbya, Phormidium, Pseudanabaena and an unidentified Nostocales taxa that
may represent a new genus. Strikingly, there were no new species, nor detection of gene
clusters associated with cyanotoxin production. However, the phylogenetic placements
of the Amazonian strains of Limnothrix and Pseudanabaena provide new insight into the
taxonomy of these genera, reinforcing the need for taxonomic revision.

Keywords: Amazonia, Limnothrix, Polyphasic approach, Pseudanabaena, 16S rRNA
phylogeny
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias estdo entre 0s organismos mais importantes da Terra, devido
a sua capacidade fotossintetizante que alterou a atmosfera de reduzida para oxigenada,
contribuindo para o desenvolvimento da respiracao aerdbica e da vida multicelular (Soo
et al. 2017). Estes microrganismos habitam uma gama diversificada de habitats terrestres
e aquéticos, incluindo ambientes extremos com alta salinidade e altos niveis de radiacdo
ultravioleta (Whiton & Potts, 2012). Porém, sua biomassa tende a aumentar em climas
quentes (Kosten et al. 2012) devido a temperatura étima de crescimento ser alta (Whiton
& Potts, 2012).

Atualmente, as cianobactérias podem ser utilizadas em diversas aplicacdes Uteis
como: na cosmética, alimentacdo animal e do homem, no tratamento de aguas residuérias,
fixacdo industrial de CO2 e na fertilizacdo do solo (Grewe & Pulz, 2012). Além disso,
outros usos de  cianobactérias estdo sendo estudados; porém, ainda ndo sdo
economicamente viaveis. As cianobactérias sdo uma boa fonte de novos produtos (Grewe
& Pulz, 2012, Ramos et al. 2018), mas para explorar todo o seu potencial biotecnholdgico
é essencial conhecer melhor sua diversidade, riqueza e distribuicdo, a qual Grewe & Pulz
(2012) consideram ser pouco estudado.

A regido amazonica e sua bacia hidrografica formam um ecossistema com uma
megadiversidade de plantas e animais (Tundisi et al. 2014). Além disso, a riqueza de
espécies tende a aumentar em direcdo a linha do Equador (Gaston, 2000), onde esta
localizada a area de estudo deste trabalho. Apesar dessa biodiversidade, o conhecimento
das cianobactérias desta regido € escasso quando comparado a outras regides do Brasil e
de paises do hemisfério norte (Menezes et al. 2015, Genuéario et al. 2017, Rigonato et al.
2017).

Uma das primeiras investigacbes sobre as cianobactérias na Amazonia foi
realizada por Fiori et al. (2005) em busca de linhagens fixadoras de nitrogénio dos
sedimentos dos rios Amazonas e Solimdes (Brasil), e de tributarios. Estes autores
isolaram varias linhagens dos géneros Nostoc, Calothrix, Cylindrospermum, Fischerella
e Anabaena. Vieira et al. (2005) isolaram cepas produtoras de microcistinas dos géneros
Aphanizomenon, Aphanocapsa, Hapalosiphon, Microcystis, Nostoc, Oscillatoria,
Planktothrix e Radiocystis de dois reservatorios de abastecimento de &gua em Belém,

estado do Para, na Amazobnia Oriental. Posteriormente, DallAgnol et al. (2012) utilizaram



43

uma abordagem independente de cultura para estudar a diversidade de Synechococcus no
reservatorio da Usina Hidreletrica de Tucurui, no estado do Para.

Recentemente, Doherty et al. (2017) também utilizaram abordagem
independente de cultura para estudar a biogeografia de bactérias no canal principal do Rio
Amazonas e tributarios. Eles detectaram que as cianobactérias eram representadas
principalmente por espécies de Synechococcus e Merismopedia, as quais apresentaram
maior propor¢cdo durante o periodo de baixa vazdo. Por sua vez, Satinsky et al. (2017)
utilizaram métodos independentes de cultura para estudar a diversidade de bactérias em
aguas amazobnicas. Eles observaram uma dominancia de Synechococcus sp. no rio
Tapajos, e de Microcystis aeruginosa em Belém, estado do Pard. Em outro estudo
conduzidlo no Rio Amazonas e afluentes foram isoladas 11 linhagens homocitadas
pertencentes aos géneros Alkalinema, Cephalothrix, Pantalinema, Planktothrix e
Pseudanabaena (Genuario et al. 2017). Apenas recentemente espécies novas de
cianobactérias foram descritas na regido amazbnica: Cronbergia amazonensis do Rio
Solimdes (Genuério et al. 2018a) e Amazoninema brasiliense dos rios Amazonas e
Solimdes (Genuario et al. 2018b).

A diversidade de cianobactérias da regido amazbnica também estd sendo
descrita por meio de estudos morfologicos (Aprile et al. 2013, Cunha et al. 2013, Sena et
al. 2015, Silva et al. 2018, Silveira-Junior, 2012). No entanto, atualmente sabe-se que a
identificacdo com base exclusiva na analise morfologica ndo é suficiente para a
identificacdo adequada de cianobactérias (Komarek, 2016). A metodologia recomendada
é a abordagem polifasica (Sciuto et al. 2012, Komarek, 2016). Esta abordagem consiste
em combinar dados derivados de sequenciamento molecular e analise filogenética com
aqueles obtidos usando outros métodos, tais como analises morfoldgicas, ecoldgicas e
ecofisiologicas (Komarek, 2016).

Nos uktimos anos, muitos estudos utilizaram a abordagem polifasica para
elucidar a taxonomia e as relagfes filogenéticas das cianobactérias (Furtado et al. 2009,
Sciuto et al. 2012, Andreote et al. 2014, Yu et al. 2015, Bravakos et al. 2016, Genuério
et al, 2017). No presente estudo, foram isoladas linhagens de cianobactérias do rio
Amazonas, proximo ao ponto de captacdo de agua para abastecimento do municipio de
Macapa; esta area foi caracterizada com relacdo aos principais parametros ambientais. Os
isolados de cianobactérias foram caracterizados por morfologia, comportamento em

cultura, sequéncias do gene RNAr 16S, posicionamento filogenético e seu potencial para
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producdo de toxinas. A relacdo filogenética entre os isolados deste estudo com outras

espécies de géneros semelhantes também foi discutida.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O Rio Amazonas € a principal fonte de abastecimento de agua para consumo da
populagdo do municipio de Macapa, estado do Amapa (Brasil). A agua é captada em uma
adutora que fica a 500 m das margens do rio, no centro comercial da cidade, onde é
possivel ver despejos de &guas pluviais contaminadas e outras fontes de poluicdo

diretamente neste rio (Fig. 1).

Figura 1: Despejo de aguas contaminadas no Rio Amazonas ao lado da adutora de
captacdo de agua para abastecimento na orla de Macapa, estado do Amapa. Vista de

dentro do rio.

O estudo foi realizado na Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) de Macapa
(Fig. 2), que faz parte da Companhia de Aguas e Esgoto do Estado do Amapéa - CAESA.

As amostras foram coletadas da agua bruta (na entrada da ETA, antes do tratamento) e da
agua tratada, no periodo de abril de 2015 a abril de 2016 visando o isolamento e

caracterizacdo de cepas de cianobactérias.
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Figura 2: Rio Amazonas na orla de Macapa (AP), centro da cidade. A figura mostra o
ponto de captacdo de &gua para abastecimento da cidade e a estacdo de tratamento de
agua.
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2.2 CARACTERIZACAO AMBIENTAL

Parametros fisicos e quimicos foram analisados para caracterizar o ambiente de
onde foram isoladas as cepas de cianobactérias. Temperatura da &gua, pH, condutividade,
oxigénio dissolvido e sélidos totais dissolvidos foram medidos mensalmente in situ com
sonda multipardmetro YSI. As amostras para analises quimicas e de metais (NH3-, NO?,
POs%, SO4%, CI, AP*, Fe?*) foram coletadas em frascos ambar de vidro e mantidas sob

refrigeracdo para andlise laboratorial por espectrofotometria com o espectrofotometro DR
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3900 (Hach, Colorado, EUA). A turbidez foi mensurada com turbidimetro AP2000iR
(PoliControl, Brasil) conforme recomendacfes da Associacdo Americana de Saude
Plblica (APHA, 2005), e a transparéncia da agua foi medida em campo com disco de
Secchi. Dados de radiacdo e insolacdo para Macapa foram disponibilizados pelo Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (CPTEC/INPE, 2016), engquanto que os dados de
precipitacdo e temperatura do ar foram cedidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET).

2.3 ISOLAMENTO DE CEPAS DE CIANOBACTERIAS

Amostras de agua bruta e da agua tratada foram coletadas em frascos autoclavados
de vidro de 500 mL, na cor ambar, para simular a cor do Rio Amazonas. Posteriormente,
foram isoladas por meio de duas técnicas principais: plagueamento sucessivos (Rippka et
al. 1981) e separacdo de tricomas individuais ou pescaria (Waterbury, 2006; Jacinavicius,
2012) no Laboratério de Cultivo de Algas (LACAL) da UNIFAP. O meio de cultura
utilizado nos isolamentos foi 0 BG-11 e BG-11o, cuja descricdo detalhada pode ser
encontrada em Rippka et al. (1979) e Jacinavicius et al. (2012).

O método de plaqueamento consistiu em adicionar algumas gotas da amostra na
placa com meio BG11 s6lido e semear em estrias com a alca de platina sem sobreposicdo
do inoculo. Para cada amostra foram feitas duas placas. Apds esse procedimento, as
placas foram vedadas com parafilm e colocadas na sala de cultivo com a tampa virada
para baixo em busca de evitar contaminacdo da amostra devido ao ocasional surgimento
de &gua na tampa (Jacinavicius et al. 2012). As placas foram incubadas sob iluminacdo e
temperatura constante (23° C). E importante levar em consideracio que a insolagio e a
temperatura média da area de estudo séo altas, portanto a iluminacdo foi ininterrupta.

As placas (Figura.3A) foram observadas a olho nu frequentemente (a cada dois ou
trés dias) para visualizacdo do crescimento. Quando do aparecimento de colbnias, a placa
era examinada em microscopio invertido para verificar se as colnias estavam isoladas.
Aquelas que apresentavam mais de uma cianobactéria ou protozoarios eram inoculadas
novamente em placas com BG11, ao passo que as linhagens isoladas eram transferidas
para o meio liquido (Figura. 3B). Apds o crescimento da cultura em meio liquido a
amostra era analisada novamente para verificar se o isolamento foi alcangado. Em caso

negativo, um indculo era transferido para novas placas estéreis com BG11, e novamente
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ocorria 0 estriamento em placa ou procedia-se ao isolamento por pescaria (descrito a

sequir).

Figura 3: Isolamento e cultivo de cianobactérias em placas (A) e em meio liquido (B)
BG11.

Os passos de plagueamento, crescimento e verificagdo do isolamento da col6nia
foram repetidos até a obten¢do de colbnias puras ou unialgais (com a presenca de apenas
uma cianobactéria) (Rippka et al. 1979). Apds atingir o isolamento, a cepa era inoculada
e mantida em meio liquido BG11 ou BG11o, este Ultimo apenas para as cianobactérias
fixadoras de nitrogénio, pois 0 meio ndo tem NaNO3 e estimula a expressao de heterocitos
-células diferenciadas para fixagdo de nitrogénio- que facilitam a identificacdo
morfologica (Rippka et al. 1979).

O outro método utilizado para o isolamento é conhecido popularmente por
pescaria (Jacinavicius et al. 2012). Para utilizar esse método é necesséario afinar as pontas
de pipetas de vidro Pasteur com o auxilio de bico de Bunsen e pinca para quebrar a nova
e fina ponta (capilar) (Jacinavicius et al. 2012). Apos este preparo, colocam-se gotas de
meio liquido estéril em lamina limpa e uma gota da amostra. A gota da amostra deve ser
examinada em busca de cianobactérias, o organismo de interesse deve ser sugado com a
pipeta e transferido para uma das gotas com meio (Figura 4). Esse procedimento é
repetido até que reste apenas um espécime de cianobactéria, que € transferido para um
frasco com meio liquido.
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Figura 4: Demonstracdo do método de pescaria para isolamento de cianobactérias em

lamina. Adaptado de Jacinavicius et al. (2012)
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sera inoculado em meio de
cultura.

Esse tipo de isolamento em meio liquido foi utilizado para purificar amostras que
tinham mais de uma espécie de cianobactérias provenientes do plagueamento, e também
para obter espécies diretamente da amostra coletada no rio Amazonas ou da agua tratada.
Apos as coletas e plagueamentos, as amostras de agua continuaram nos frascos ambar,
aos quais foram adicionados um pouco de meio BG11 e rolhas de gaze e algoddo estéreis
para evitar contaminacdo e possibilitar trocas gasosas. Essas garrafas também foram
mantidas a 23° C com iluminacdo ininterrupta. Apds algumas semanas era possivel
observar massas verdes, as quais eram coletadas e procedia-se 0 método da pescaria.

Todos os isolados foram mantidos em frascos de cultura de células com meio
liquido BG11o para as heterocitadas, BG11 para as demais cepas, e uma duplicata de todas
em meio Z8 (Kotai, 1972) com a finalidade de aclimatacdo para depdsito na colecdo de
cuturas LEGE no Centro Interdisciplinar de Investigacdo Marinha e Ambiental
(CIIMAR). N&o foi adicionado antibidtico a nenhum meio de cultivo, e foi possivel
observar que o meio BG11 é o melhor para evitar contaminaces. A frequéncia de repique
das culturas variou de dois a trés meses. Os isolados foram depositados em formol 4% no
Herbario Amapaense (HAMAB), fiel depositario do estado do Amap4; e na Colecdo de
Cultivo do Laboratdrio Biotecnologia Azul e Ecotoxicologia no Centro Interdisciplinar
de Investigacdo Marinha e Ambiental (CIIMAR), Portugal (Ramos et al. 2018), sob os
codigos LEGE 15484-LEGE 15497.



49

2.4 CARACTERIZACAO DOS ISOLADOS

2.4.1 ldentificacdo morfoldgica

A identificacdo das espécies isoladas foi realizada em microscpio Optico
binocular, com ocular micrometrada e sistema de aquisicdo de imagens. Foram analisadas
amostras vivas para melhor visualizagdo de caracteristicas como movimento das
cianobactérias, que é importante para a identificacdo dos taxons.

A identificacdo dos isolados foi realizada com apoio da seguinte bibliografia:
Komarek & Anagnostidis (1999); Komarek & Anagnostidis (2005); Komarek (2013);
Sant’ Anna et al. (2006; 2012); Lamparelli et al. (2014); Malone et al. (2015) e Vaz et al.
(2015). Para classificacdo das espécies foi adotado o sistema de Komérek et al. (2014),

com a atualizacdo de géneros e espécies de Komarek (2015).

2.4.2 ldentificagdo por biologia molecular (RNAr 16 S)

A anélise molecular visou complementar a caracterizacdo morfologica, o que ¢é
desejavel para a correta identificacdo de cianobactérias de acordo com Komarek (2016).
A identificacdo molecular foi realizada a partir da amplificacdo do gene RNAr 16S, que
é muito utilizado para bactérias (Woo, 2008). Para tal, o DNA genémico (gDNA) foi
extraido das cepas isoladas com o kit de extracdo PureLink Genomic DNA™ da
Invitrogen, seguindo o protocolo de lise para bactérias gram negativas. Posteriormente, o
DNA genbmico foi amplificado por PCR com um termociclador Biometra T Profissional
(Biometra, Gottingen, Alemanha).

As PCRs foram realizadas em um volume final de 20 pl. A reacdo de PCR continha
5% tampdo Green GoTag®, MgClk 25 mM, 10 pmol de primers (iniciadores) senso e anti-
senso (Tabela 1), 187,5 uM de mistura de dNTP (nucleotideos), albumina de soro bovino
(BSA) e 0,5 U de DNA polimerase GoTaq®. Os primers utilizados estéo listados na
Tabela 1.
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Tabela 1 Iniciadores (primers) utilizados para amplificar o gene RNAr 16S

Gene Primers Sequéncia 5°- 3’ Tamanho Referéncia
alvo esperado
(bp)
CYA106F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA 675 Nubel et al. (1997)
RNAF CYAT8IR GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT
16S CYA359F GGGGAATYTTCCGCAATGGG 1135 Nubel et al. (1997)
CYA1494R TACGGCTACCTTGTTACGAC Neilan et al. (1997)

A amplificacdo dos fragmentos do gene do RNAr 16S (Tabela 1) ocorreu nas
seguintes condicdes: 95° C por 2 min, seguido de 35 ciclos, cada um consistindo de uma
desnaturacdo de 1 min a 95°C, anelamento por 45s a 55°C, e extensdo de 1 min a 72°C.
A extensdo final foi de 5min a 72°C.

Os produtos de PCR foram examinados por electroforese em gel de agarose 1,5%
corados com SYBR® Safe. Os produtos de PCR foram purificados com um kit
NucleoSpin® Gel e PCR Clean-Up Kit (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha) de acordo
com as instrucdes do fabricante, e depois foram sequenciados bidirecionalmente pelo
método de Sanger na empresa GATC Biotech (Alemanha). As sequéncias foram
depositadas no NCBI GenBank sob os nimeros de acesso MF629801-MF629814.

Apbs o sequenciamento do gene rRNA 16S, as sequéncias foram inspecionadas
visualmente e montadas utilizando o software Geneious (versdo 8.1.8). Ademais, foram
comparadas com as sequéncias de nucleotideos depositadas no banco de dados GenBank
usando o algoritmo BLASTN (do inglés, basic local alignment search tool [ferramenta
basica de busca de alinhamento local]). Os resultados da busca mostraram as sequéncias

com maior similaridade (identidade %) em relacdo as obtidas neste estudo.

2.4.3 Filogenia

Foi construida uma arvore filogética com 95 sequéncias de RNAr 16S de cepas de
cianobacteérias, dentre elas: as obtidas neste estudo, cepas de referéncia incluidas na base
de dados online CyanoType (Ramos et al. 2017), sequéncias que apresentaram 0s maiores
valores de identidade (%) nas buscas com a ferramenta BLASTN, e a sequéncia de
Chloroflexus aurantiacus J-10-fl (NR_074263), que foi utilizada como grupo externo.

Apos a selecdo, todas as sequéncias foram alinhadas com o algoritmo ClustalW no
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programa MEGA7 (Kumar et al. 2016). Este também foi utilizado para construcdo da
arvore filogenética pelos métodos de méaxima verossimilhanca (ML) e maxima
parciménia (MP), com 1000 reamostragens (bootstrap) para avaliar a robustez dos nds
(agrupamentos). A analise bayesiana foi realizada com o software MrBayes (versdo 3.2.6)
plugin in do programa Geneious (versdo 8.1.8; Biomatters).

Estes trés métodos diferentes foram empregados para construir as topologias das
arvores, utilizando o alinhamento mdltiplo de sequéncias referido anteriormente.
Posicdes do alinhamento com ambiguidade, dados faltantes, ou espagos foram excluidas
da analise filogenética, resultando em uma base de dados final composta de 871 posicGes.

O modelo de ewvolucdo empregado foi o modelo geral reversivel no tempo
(GTR+G+I), escolhido pelo software MEGA 7 como o melhor modelo de acordo com o
critério de informacdo Akaike corrigido (AICc). Uma distribuicdo discreta gama foi
utilizada para modelar diferencas nas taxas evolutivas entre os locais (4 categorias (+G,
parametro = 0,3133)). O modelo de taxa de variacdo permitiu que alguns locais fossem
evolutivamente invariaveis ([+1], 29,62% dos locais).

Para a pesquisa das melhor arvore de MP foi aplicada a poda e enxerto de sub-arvores,
durante a operacdo de rearranjo das arvores. A arvore de inferéncia bayesiana foi
executada através da analise de Monte Carlo da Cadeia de Markov (MCCM). As buscas
bayesianas foram realizadas utilizando as seguintes especificagdes: uma arvore de partida
gerada aleatoriamente, com uma cadeia fria e sete incrementalmente aquecidas
(temperatura = 0.2), 0 ndmero de ciclos para o algoritmo MCCM foi definido para
1.100.000 geragdes, com um comprimento de queima (burn-in) de 100.000 e com uma
frequéncia de amostragem de arvore de 200.

Algumas sequéncias (das 95 utilizadas para a construcdo das arvores filogenéticas)

foram selecionadas para gerar uma matriz de similaridade de sequéncias de RNAr 16S.

2.4.4 Potencial dos isolados para a produgdo de toxinas

O potencial toxico foi estudado usando conjuntos de primers visando os clusters
génicos envolvidos na produgdo de microcisting, saxitoxina, anatoxina e
cilindrospermopsina (Moreira et al. 2014), conforme indicado na Tabela 2. As condicdes
de PCR para o amplificacdo do gene mcyA foram: desnaturacdo inicial a 95 ° C por 2

min, seguida de 35 ciclos consistindo de 95 ° C por 1 min 30s, 56 ° C por 30se 72 ° C
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por 50s. Para 0 gene mcyE, o primeiro passo foi a 92 ° C por 2 min, seguido por 35 ciclos
consistindo de 92 ° C por 20s, 52 ° C por 30s e 72 ° C por 1 min. A linhagem Microcystis
aeruginosa LEGE 91339 foi utilizada como controle positivo para a amplificagdo dos
genes mcyA e mcyE.

Tabela 2: Primers utilizados para detectar grupos de genes das cianotoxinas microcistina,

saxitoxina, anatoxina e cilindrospermopsina.

Tamanho

Gene  Primer Sequéncia Primer 5°- 3’ (o) Referéncia Controle positivo
p
A CD1F/ AAAATTAAAAGCCGTATCAAA 297 Hisbergues LEGE91339-
mcy.
CDIR AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT et al. (2003) Microcystis aeruginosa
TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCAT
HEPF/ AGTC Jungblut;  Neilan LEGE91339-
mcyE 472
HEPR AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGT (2006) Microcystis aeruginosa
TT
SXTI 682F/ GGATCTCAAAGAAGATGGCA LMECYA 040 -
sxtl 100 Lopes et al. (2012) ) )
SXTI 877R  GCCAAACGCAGTACCACTT Aphanizomenon gracile
c anaCF/ TCTGGTATTCAGTCCCCTCTAT 266 Rantala-Ylinen LEGE X-002
anal
anaCR CCCAATAGCCTGTCATCAA et al. (2011) - Anabaena sp.
] LEGE 97047 -
GAAGCTCTGGAATCCGGTAA Schembri et al. ) )
pks M4/M5 535/540 Cylindrospermopsis
AATCCTTACGGGATCCGGTGC (2001)
raciborskii
) LEGE 97047
GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC Schembri et al. ) )
ps M13/M14 511/534 Cylindrospermopsis
GATGGAACATCGCTCACTGGTG (2001) b orskii
raciborskii

Para a amplificacdo do gene sxtl, o primeiro passo ocorreu a 94°C durante 3
min, seguido por 35 ciclos consistindo de 94°C durante 10s, 60°C durante 20s e 72°C
durante 1 min. Utilizou-se a cepa Aphanizomenon gracile LMECYA 040 como controle
positivo para a amplificacdo do gene sxtl. A amplificacdo do gene anaC, iniciou a 94°C
durante 2 min, seguido por 35 ciclos consistindo em 94°C por 30 s, 58°C por 30 s e 72°C
durante 30s. A cepa Anabaena sp. LEGE X-002 foi utilizada como controle positivo para
a amplificacdo do gene anaC.

Por fim, o primeiro passo da amplificacdo dos genes PS e PKS deu-se em 95°C

por 2 min, seguido por 35 ciclos consistindo de 95°C por 1min 30s, 55°C por 30s e 72°C
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por 50s. O isolado Cylindrospermopsis raciborskii LEGE 97047 foi usado como controle
positivo para esta amplificacao.

Os volumes da reacdo de PCR e o tratamento dos produtos foram 0s mesmos
utilizados para as PCRs do gene RNAr 16S (secdo 2.4.2- Identificacdo por biologia
molecular (RNAr 16 S), exceto que apds o sequenciamento as sequéncias positivas foram
comparadas com as sequéncias de proteinas depositadas no banco de dados GenBank
usando o algoritmo BLASTX (do inglés, basic local alignment search tool/ Ferramenta
Bésica de Pesquisa de Alinhamento Local — Proteinas). Os resultados da busca mostraram

as sequéncias com maior similaridade (identidade %) em relagdo as obtidas neste estudo.

3 RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO AMBIENTAL

As caracteristicas da area de estudo estdo descritas na Tabela 3. A agua do rio
Amazonas em Macapa é tirbida (19,8-122 NTU), a transparéncia variou de 12-36,5 cm,
e o pH foi de aproximadamente 7. A &gua apresentou uma alta concentracdo de sélidos
dissolvidos (20-30 ppm), e a condutividade elétrica média foi de aproximadamente 50
W cmrl. Com relagdo ao clima, a temperatura do ar variou de 22,7 a 35,3°C, e a
guantidade de chuva mensal foi em média 205,9 mm distribuidas ao longo do ano, sendo

que ndo houve chuva nos meses de setembro, outubro e novembro de 2015.
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Tabela 3: Pardmetros ambientais da area de estudo (média e desvio padrdo). Agua bruta
corresponde a agua do Rio Amazonas destinada a captacdo para abastecimento na orla do
municipio de Macapa, Amapa; e a agua tratada é oriunda da saida da estacdo de
tratamento da ETA CAESA.

Parametro Agua Bruta Agua tratada
pH 6,6 + 0,28 60+03
Oxigénio Dissolvido (mg L1) 60+071 42 +02
Nitrato (mg L) 04 £083 09+13
Ambnia (mg L) 0,7+054 0,1 +0,05
Ortofosfato (mg L1) 03 £ 0,44 0,13 + 0,09
Cloreto (mg L) 8,7 917 3817
Sulfato (mg L) 18+148 1436
Aluminio (mg L) 01 +0,07 0,11 + 0,06
Ferro (mg L1) 22 +126 0711
Transparéncia (cm) 25396 NA

Zona eufética (cm) 759 £289 NA
Turbidez (NTU) 55541 98+ 135
Sélidos Totais Dissolvidos (ppm) 243 +441 312+82
Condutividade Eltrica (uS crrt) 904 781 68,2 + 10,7
Temperatura da agua (°C) 288 +£188 289 + 17
Temperatura minima do ar (°C) ~ 243 +082 243 +08
Temperatura méxima doar (°C) 332 +195 332+2
Insolacdo (h) 7,71 +333 77+34
Irradiacdo (W nm2) 2419 7555 2419 756
Precipitacdo mensal (mm) 2062209 206+209

*Legenda: NA: dados ndo analisados, aqueles que sdo mensurados na agua bruta, mas

ndo é possivel medir na agua tratada.

3.2 CEPAS ISOLADAS

Neste estudo foram isoladas 14 linhagens de cianobactérias, sendo 13 obtidas na
agua bruta (antes do tratamento), e uma oriunda da saida do tratamento (agua tratada).
Todas estas sdo filamentosas, sendo a maioria homocitadas. O exame polifasico
possibilitou classifica-las nas ordens Synechococcales, Oscillatoriales e Nostocales
(Tabela 4).
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Tabela 4 Cianobactérias isoladas da agua do Rio Amazonas (Brasil)

Ordem Cepa Ponto de Numero de acesso Meio de cultura
coleta (Genbank)
Synechococcales Ak alinema aff. pantanalense LEGE 15484 Aguabruta ~ MF629801 BGLL, Z8
Limnothrix cf. planctonica LEGE 15497 égua bruta MF629814 BGLL, 28
Limnothrix cf. planctonica LEGE 15485 *'9U3P™Ut&  MF629802 BGL1, z8
Leptolyngbya boryana LEGE 15486 Aguatratada MF629803 BGL1, Z8
Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15489 Agua bruta MF629806 BGL1, Z8
Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15490 égua bruta  MF629807 BGL1, Z8
Agua bruta MF629808 BG11, Z8

Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15491

illatori A r
Oscillatoriales Cephalothrix lacustris LEGE 15487 guabruta  Mmre20804 BGl1, Z8

A

Cephalothrix lacustris LEGE 15492 ) guabrita  v1F629809 BGl1, Z8
A

Cephalothrix lacustris LEGE 15493 e bruta - MF629810 BGlL, Z8
Aguabruta  \F629g05 BGLL, 78

Phormidium sp. LEGE 15488 i

Agua bruta
Nostocales Nostocales néo identificada LEGE 15494 g MF629811 BGLlo
Nostocales nao identificada LEGE 15495

Nostocales ndo identificada LEGE 15496

Agua bruta MF629812 BGl11o
Ag ua bruta MF629813 BG11o

3.2.1 Identificacdo morfoldgica e comportamento em cultivo

Alkalinema aff. pantanalense Vaz et al. (2015: 305) (Fig 5A)
Cepa: LEGE 15484 (MF629801)

Os cultivos de Alkalinema aff. pantanalense (Fig 6A) apresentam coloracao
variando de verde palido a verde-azulado vivo, e podem ser compostos de filamentos
solitarios ou formando emaranhados frouxos (feixes) no meio liquido. Os tricomas sédo
pequenos, retos, imoveis, constritos, e ndo formam necridios. Eventualmente é possivel
observar uma bainha de mucilagem difluente durante a formacdo dos hormogonios. As
células sdo cilindricas, mais longas (1,2—4,0 pm) do que largas (1,7-2,9 pm), sendo as
células apicais arredondadas ou atenuadas. O contetdo celular € homogéneo, verde palido

e ndo apresenta vesiculas de gas.



56

Limnothrix cf. planctonica (Woloszynska) Meffert (1988: 269) (Figs 5B, 5N)
Cepas: LEGE 15485 (MF629802) e LEGE 15497 (MF629814)

Em condicbes de cultivo, grupos de tricomas podem flutuar na superficie,
indicando a presenca de aerdtopos. Por outro lado, os que ficam no fundo do frasco de
cultivo ndo apresentam tais vesiculas gasosas. Eles se agrupam em feixes verde-azulados,
que podem formar um biofilme que varia de frouxo a bem firme na interface entre o ar e
0 meio de cultura, nas paredes, e no fundo do frasco de cultivo, formando uma biomassa
parecida com um funil (Fig 6B e C). Quando o biofilme se desprende do fundo do frasco,
torna-se uma massa flutuante. Os tricomas sdo longos, quase retos, ndo constritos, ndo
atenuados, e se movem lentamente por deslizamento. Podem apresentar bainha difluente
e estreita, quase inconspicua, observavel nas células apicais (Fig. 5B, 5N). As células sdo
cilindricas, verde-azuladas pélidas, mais longas (2,9-8,6 pm) do que largas (1,6-2,6 pm)
com pequenos aerdtopos facultativos nas extremidades das células. Além disso,
apresentam granulos facultativos. A morfologia desses isolados assemelha-se a de
Limnothrix redekei e de Limnothrix planctonica, no entanto, as linhagens isoladas neste
estudo compartilham mais atributos morfolégicos com L. planctonica (Komarek &
Anagnostidis, 2005).
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Figura 5: Fotomicrografias dos isolados amazonicos: A) Alkalinema aff. pantanalense
LEGE 15484, B) Limnothrix cf. planctonica LEGE 15485, C) Leptolyngbya boryana
LEGE 15486, D) Cephalothrix lacustris LEGE 15487, E) Phormidium sp. LEGE 15488,
F) Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15489, G) P. cf. galeata LEGE 15490, H) P. cf.
galeata LEGE 15491, 1) Cephalothrix lacustris LEGE 15492, J) C. lacustris LEGE
15493; K) Nostocales ndo identificada LEGE 15494, L) Nostocales ndo identificada
LEGE 15495, M) Nostocales ndo identificada LEGE 15496, e N) Limnothrix cf.
planctonica LEGE 15497.
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Leptolyngbya boryana (Gomont 1899: 36) Anagnostidis et Komarek (1988: 391) (Fig
5C)
Cepa: LEGE 15486 (MF629803)

Os filamentos ficam emaranhados, formando um biofilme verde escuro que se
adere as paredes e fundo do frasco. Além disso, os filamentos também ficam dispersas
em meio liquido. Em culturas envelhecidas dessa linhagem, surge uma cor de ferrugem
misturada ao verde escuro (Fig 6G e H). Os tricomas sdo longos, flexiveis, imdveis, ndo
atenuados, com bainhas mucilaginosas estreitas e hialinas. Eles s&o constritos e podem
formar necridios. As células sdo verde-azuladas pélidas, subquadraticas, mais longas do
que largas (1,6-2,9 pm de comprimento; 1,9-2,6 de largura). Os homdcitos se movem por

movimentos trémulos.

Cephalothrix lacustris Malone et al. (2015: 3004) (Figs 5D, 5I, 5J)
Cepas: LEGE 15487 (MF629804), LEGE 15492 (MF629809) e LEGE 15493
(MF629810)

Em cultivo, os tricomas comecam a crescer no fundo do frasco de cultura, e
formam um biofilme fino em direcdo a superficie do meio liquido. Tal biofilme pode se
desprender do fundo e os tricomas passam a flutuar na superficie do meio liquido.
Alternativamente, alguns agregados podem ficar fixos ao fundo do frasco formando
biofilmes com bolhas de ar (Fig 6D, E e F). Os tricomas sdo retos ou flexiveis, levemente
constritos, movimentam-se por deslizamento, e formam necridios em formato bicdncavo.
Eles apresentam coloracdo entre verde palido a verde oliva vivo, e podem ocorrer de
forma solitaria ou agrupados em feixes. Além disso, apresentam facultativamente
envelope mucilaginoso hialino, porém conspicuo, que pode ser estreito ou amplo. As
células sdo mais largas (4,2-7,5um) do que longas (1,4-3,8 pm) e apresentam vesiculas
de gas facultativas. Células apicais podem ser arredondadas ou capitadas com caliptra

facultativa. As extremidades do tricoma podem ser levemente atenuadas e curvas.
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Figura 6: Fotos dos cultivos dos isolados amazbnicos em frascos de cultura de célula com
meio liquido BG11: A) Alkalinema aff. pantanalense LEGE 15484, B) Limnothrix cf.
planctonica LEGE 15485, C) Limnothrix cf. planctonica LEGE 15497, D) Cephalothrix
lacustris LEGE 15487, E) Cephalothrix lacustris LEGE 15492, F) C. lacustris LEGE
15493; G, H) Leptolyngbya boryana LEGE 15486, 1) Pseudanabaena. cf. galeata LEGE
15490, J, K) P. cf. galeata LEGE 15489, L) P. cf. galeata LEGE 15491, M) Nostocales
ndo identificada LEGE 15494, N) Nostocales ndo identificada LEGE 15495, O)
Nostocales ndo identificada LEGE 15496, P) Phormidium sp. LEGE 15488.

Phormidium sp. (Kitzing 1843: 190) Gomont (1892: 156) (Fig. 5E)
Cepa: LEGE 15488 (MF629805)

Os cultivos desta linhagem apresentam cor verde escura, e crescem em feixes por
toda a parede do frasco de cultivo e também na superficie do meio liquido, formando uma
“teia de aranha” (Fig 6P). Esse biofilme é tdo firme que permanece na mesma posicao
mesmo apds a diminuicio do nivel de meio liquido. E possivel observar a formacio de
bolhas de ar no fundo dos frascos. Os tricomas s&o longos, com coloracéo verde oliva a
verde escuro; isopolares; retos, curvos ou até enrolados; imoveis; ndo constritos ou pouco
constritos; ndo atenuados; e formam necridios. Podem apresentar bainha de mucilagem
estreita e difluente. As células sdo mais largas (5,6-8,8 um) do que longas (1,7-3,8 pm)

e apresentam granulos. Tal caracteristica celular também lembra o género Lyngbya sp.
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Pseudanabaena cf. galeata (Figs 5F, 5G, 5H)
Cepas: LEGE 15489 (MF629806), LEGE 15490 (MF629807) e LEGE 15491
(MF629808)

Em condices de cultivo podem ocorrer de forma solitAria ou agregados,
formando feixes verde esmeralda que flutuam na interface ar/meio liquido, e também
crescem agregados nas paredes e fundo do frasco de cultivo (Fig 61, J, K e L). Os tricomas
sd0 quase retos, profundamente constritos, ndo atenuados, e apresentam granulos
facultativos. As células sdo cilindricas, mais longas (1,4-5,7 ym) do que largas (1,3-2,8
pm), cor verde azulado brilhante, e sdo conectadas umas as outras por septos hialinos.
Apresentam aerdtopo polar na célula apical. Os tricomas movem-se lentamente para
frente por movimentos trémulos. Tais linhagens sdo mais longas que P. mucicola e sua

morfologia confere com a de Pseudanabaena galeata (Koméarek & Anagnostidis, 2005).

Nostocales ndo identificada (Figs 5K, 5L, 5M)
Cepas: LEGE 15494 (MF629811), LEGE 15495 (MF629812) e LEGE 15496
(MF629813).

Cianobactérias heterocitadas tipicas da ordem Nostocales com morfologia similar
ao género Nostoc sp. Os filamentos dessas linhagens crescem no fundo e parede do frasco
de cultivo e podem produzir bolhas de ar (Fig 6M, N e O). As colbnias séo verde-oliva e
arredondadas, achatadas ou irregulares. Os filamentos sdo flexiveis ou enrolados com
envelopes mucilaginosos estreita e difluente. As células vegetativas sdo ovais ou
esfericas, medindo 2,0-4,0 um de comprimento, e 2,8-4,6 pum de largura. Os heterdcitos
terminais possuem 3,2 + 0,4 um de largura e 3,3 + 0,4 pm de comprimento. Foi possivel

observar que 0s hormogdnios movem-se por deslizamento.
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3.2.2 Andlises moleculares e filogenia

As analises moleculares e genética foram realizadas com intuito de complementar
a identificacio morfologia e promover uma caracterizagdo confidvel, seguindo o0s
preceitos da taxonomia polifasica. Os resultados das buscas por sequéncias genéticas de
RNAr 16S semelhantes na base de dados do GenBank (BLASTn) (Tabelas 5 e 6) e as
arvores filogenéticas (Figura 7) que foram geradas a partir destes resultados podem ser

observados a seguir.

Figura 7: Arvore filogenética (ML) baseada em sequéncias génicas de RNAr 16S
mostrando a posicdo das cepas de cianobactérias amazonicas (em negrito). Valores de
reamostragem >70% ou probabilidade posterior >0.90 sdo indicados abaixo dos nés de
cada clado (ML/BI/MP). Cada linhagem € identificada pelo seu numero de acesso do
GenBank. Para a construcdo desta arvore, Chloroflexus aurantiacus J-10-fl (NR_074263)
foi utilizado como grupo externo, porém foi removido da figura para maior clareza. (T)
refere-se a linhagem tipo de acordo com a base de dados online CyanoType (Ramos et al.
2017).



Nostoc sp. PCC7107 (CP003548)

Nostocales
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Halotia branconii CENA392 T (K1843312)
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Cephalothrix komarekiana CCIBt 3277 T (K1994514)
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Halothece sp. PCC7418 (AJ000708)
Rubidibacter lacunae KORDI 51-2 T (EF126149)
Gloeothece membranacea PCC6501 (X78680)
Microcystis aeruginosa PCC7941 (AJ133171)
-/0.93/-  Limnothrix planctonica KLL-C001 (KP726240)
Li hrix cf. pl ica LEGE 15497 (MF629814)
Limnothrix sp. CENA545 (KF246506)
Limnothrix sp. PGTmp21 (KM438179)
Limnothrix sp. CENA111 (EF088336)
Limnothrix planctonica CHAB763 (JQ004026)
Li hrix cf. pl. ica LEGE 15485 (MF629802)
Limnothrix planctonica KLL-C001 clone a (KP726241)
Limnothrix planctonica KLL-C001 clone c (KP726239)
Leptolyngbya sp. KSU-AQIQ-6 (LN997856)
Leptolyngbya sp. KSU-AQIQ-12 (LN997861)
Leptolyngbya boryana LEGE 15486 (MF629803)
Leptolyngbya sp. NIES-504 (LC319755)
Leptolyngbya boryana NIES-2135 (LC215287)
Leptolyngbya sp. CENA104 (EF088333)
Leptolyngbya boryana dg5 (AP014642)
Leptolyngbya boryana 1AM M-101 (AB245143)
Leptolyngbya boryana PCC6306 (EF429290)
Alkalinema pantanalense CENAS528 T (KF246494)
Alkalinema pantanalense CENA529 (KF246495)
lkalinema pantanalense CENAS31 (KF246497)
Alkalinema sp. CMAA1554 (KY873313)
Alkalinema sp. CMAA1562 (KY873321)
A i aff. LEGE 15484 (MF629801)
Synechococcus sp. PCC6312 (AF448081)
Synechococcus elongatus PCC6301 (AP008231)
100/1.00/100 | Synechococcus elongatus PCC7942 (AF132930)
— Limnothrix redekei NIVA-CYA 227/1 T (AB045929)
-/-/72\ Pseudanabaena biceps PCC7429 (ALWB01000102)
Pseudanabaena catenata UAM 412 (JQ070064)
Pseudanabaena catenata SAG 254.80 (KM020004)
734~ Pseudanabaena sp. PCC7408 (AB039020)
Pseudanabaena catenata SAG 1464-1 (KM020005)
”/1<W/75'\ Pseudanabaena sp. CMAA1555 (KY873314)
o /m;“_'\“"’ &8 danab. cf. galeata LEGE 15489 (MF629806)
cf. gale LEGE 15490 (MF629807)
10/1.00/74 d. b cf. g LEGE 15491 (MF629808)
Pseudanabaena galeata CHAB732 (KM386854)
Pseudanabaena galeata CHAB2916 (KM386853)
100/1.00/1p01 Pseudanabaena galeata PB (LCO85885)
s Pseudanabaena mucicola CHAB7002 (KM386851)
~|Pseudanabaena sp. 0901-3A (AB936779)
-1 'Pseudanabaena mucicola PM201405 (KR912197)
—Pseudanabaena sp. PCC6903 (AF132778)
uPseudanabaena galeata SAG 13.83 (KM020003)
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Alkalinema aff. pantanalense LEGE 15484 (MF629801) (Fig 5A)

As sequéncias de RNA ribossomal 16S do isolado A. pantanalense LEGE 15484
compartilham mais de 99% de identidade com as sequéncias de quatro linhagens de
Alkalinema spp., incluindo A. pantanalense CENA 531 e CENA 529 (Tabela 5 e 6). De
fato, a sequéncia de A. pantanalense LEGE 15484 compartilha alto valor de similaridade
com o da linhagem tipo A. pantanalense CENA 528 (99,6%) e com Alkalinema sp.
CMAA 1554 (99,8%). Tais sequéncias formam um grupo bem definido (Fig. 7), com
100% de suporte pelos métodos Maxima Verossimilhanga (ML) e Méaxima Parcimdnia
(MP), e 1,0 por Inferéncia Bayesiana (Bl). Apesar de LEGE 15484 parecer mais
relacionada a cepas de Alkalinema sp. CMAA, a distdncia filogenética entre todas as
linhagens deste clado é minima. Portanto a analise polifasica do isolado LEGE 15484

resultou na sua identificagdo como Alkalinema aff. pantanalense (Vaz et al. 2015).

Limnothrix cf. planctonica LEGE 15485 (MF629802) e LEGE 15497 (MF629814)
(Figs 5B, 5N)

As sequéncias de RNAr 16S dos isolados de Limnothrix LEGE 15485 e LEGE
15497 compartilharam mais de 99% de identidade com as sequéncias de Limnothrix sp.
CENAS45 e outras identificadas como L. planctonica ou Limnothrix sp. (Tabelas 5 e 6).
Essas sequéncias formam um clado composto exclusivamente de cepas do género
Limnothrix com altos valores de suporte por ML e Bl (Fig. 7). Todavia, este grupo ficou
distante do clado da linhagem tipo L. redekei NIVA-CYA 227/1 (Suda et al. 2002), que
mostrou-se mais relacionada filogeneticamente a linhagens de Pseudanabaena (Fig. 7).
Com base nesses dados, as cepas LEGE 15485 e LEGE 15497 foram identificadas como
Limnothrix cf. planctonica (Meffert, 1988; Koméarek & Anagnostidis, 2005).
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Tabela 5: Matriz de similaridade das sequéncias de RNAr 16S obtidas das linhagens de cianobactérias isoladas do Rio Amazonas (cepas LEGE marcadas

em negrito), das linhagens com maiores valores de identidade no BLASTn(*), linhagens tipo (T) ou de referéncia (R).

2
& <
sl Bl e BEIRIE |2 B IEIE = = Iz . = o BB IR |2 |E : = g |&
Slz g lc 12 l2lgleglclglglgalclzlglglzlgleglgElz12 12122122212 |=128 |2z 12 |2 |z |8 |4
g |3 = T > = = = =] = = = 8 g Q = o = = g > &= = 8 8 > = = = > = g 3 g < a = & 1 N
Sl ZlElzlzlelzllzRBIEISEIERIEBIEEZIEIEIEIZIZEEIZIEIRIEIEIEIEZI2 B[22 |8
gl g 32 g s g 2|82l Blglg|s |28 BBzl g 28|88 |8 |28 8|8 g[S
Phormidium irriguum CCALA 759"
Lyngbya sp. JIW-2010b *
Phormidium sp. LEGE 15488
Cephalothrix komarekiana CCIBt 3277 & 91,1] 91,3] 917
Cephalothrix lacustris CMAA1561 * 909| 90.3| 90,7
Cephalothrix lacustris LEGE 15487 91,6] 90,7 91,2
Cephalothrix lacustris LEGE 15492 90,9] 903] 911
Cephalothrix lacustris LEGE 15493 91,6] 90,7] 91,0
Cephalothrix lacustris CCIBt 3261 * 91,1f 90,9 90,9
unidentified Nostocales LEGE 15494 90,3 90,1] 90,9 90.4| 89.1] 89,3 89,5| 89,5 89,7
unidentified Nostocales LEGE 15496 90,3 90.1| 909| 90.4| 89.2] 89.3| 89.5| 89,6 89,7
unidentified Nostocales LEGE 15495 90,1 89,9 90.8] 903| 89,0/ 89.4| 894| 89.4| 89,5
Nostoc sp. Cam2S01 * 89,91 90,1| 90.6] 89,5| 88,7 89,3] 889 89,6] 892
Nostocaceae cyanobacterium CENA358 * 89,7 90,1f 903| 89,5 88,8 894| 89.0] 89,8 89.0|
[ Anabaena sp. PCC 7108 a 89.4| 90,0] 899| 887 87.7] 88.8| 883 890 88,0
Limnothrix cf. planctonica LEGE 15485 88,7 883| 884| 86.7| 863| 864| 867 86,7 86,5| 89,1] 89,1| 89.0| 89.0| 89.1| 88,0
Limnothrix sp. CENAS545 * 88,5| 88.3| 885| 86,5 86.1| 863| 86.4| 869| 863| 89,1| 89.0] 89.0] 885 88,7| 874
[Limnothrix cf. planctonica LEGE 15497 88,8] B84| 885| 86.9| 865 863]| 86,8 869 86,7 89,1| 89.0] 89.0] 89,0] 89,1] 88,0
 Alkalinema aff. pantanalense LEGE 15484 89,5 89,8 89.,5| 883| 88.0| 87.6] 87.8] 882 879| 882| 883| 88,0| 88.0| 882| 87.4| 89,1 89,1] 89,1
| Alkalinema pantanalense CENAS528 5 89.2| 89.7| 89.4| 88.0| 87.9| 87.3| 87.5| 88.1| 87.8] 88.0] 882 87.8] 87.8| 87.9| 86.8| 89.0| 89.0] 892
| Alkalinema sp. CMAA1554 * 89.2| 90,0] 89,7| 882| 87.6) 87,5| 87,7) 882 88,0)| 882 883) 88,0 87.9| 88.1| 869| 89,1| 89.0[ 89,1
Leptolyngbya sp. NIES-504 * 88,2| 88,9 88,5| 86,7 86,5 86.4| 86,5 873| 86.4| 87,7| 87,8 87.5| 86.8| 87.6| 864| 87,7 874| 879 92,1
Leptolyngbya boryana LEGE 15486 88.8| 889 885| 87,1 869| 86,5 87,1| 873| 869| 87,7 87,7| 87.6| 87.8 879| 87,3| 87.8| 87.9| 879 92,0
Leptolyngbya boryana PCC 6306 889] 89.8] 89.1] 888 882| 888 883 893 889] 89.0] 89.0] 889 883| 88.7| 87,8] 892 886 893] 925
Pseudanabaena biceps PCC 7429 88,0 87,7| 87.6] 86.1| 86,0 852| 854| 859 859| 88,1 883| 87.9| 88.0| 87.6| 87.4| 882 88,0| 884| 877
Pseudanabaena sp. CMAA1555 * 87.4| 87.3| 87.1| 857 850| 847 851| 855| 85| 87.1| 87.4| 86.9| 87.2| 87,1| 87.1| 87.9| 87.6] 87.9| 87.8
Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15490 87,3 86,8| 86,7| 84.8| 84.4| 850 84.8| 848| 84,5| 86,8 86,8 86,9| 87,1 869 87.0( 87,5| 87.4| 874| 872
Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15489 88,0] 87.6| 873| 857 854| 850| 85.7| 858| 854| 874| 87.6| 87.2| 878 87.6| 87,7| 882| 882| 882| 882
Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15491 87,5| 87,2 872 859| 854| 850 857 858 855| 87,0 873| 869| 873| 873| 87,1| 882 882| 882| 879
Pseudanabaena mucicola CHAB7002 88,5 88,0/ 878 863| 85.6| 855| 857 862 86,1 87,6/ 87.8| 87.4| 87,7| 87,1] 87,1 87,8 87,6] 88,0] 88,0
Phormidium sp. LEGE 05292 * 90,5| 89.6] 908 90,1] 90,8 902 90,1] 902 899 89.1] 89.2| 88.8| 884| 83,0 884| 89,9
Halotia branconii CENA392 T 39| 895 93| ss2| ss3| ss2| ssi| sse| ss2| oas| oas| ; 934| 871 870 872 882
Mojavia pulchra JT2-VF2 x 89,11 89,5 899 89.9| 89.2| 90.0] 89,6] 903 894 87,5| 873| 87,7] 878
Desmonostoc muscorum Lukesova 2/91 ' 90,7| 90,91 909 89.9] 893 89.6] 89,2| R9.8| 89,5 88,8] 88.4| 888 884
Nostoc commune EV1-KK1 88.8| 886 892 907| 902| 913 905 913 904 88.6] s84| 887 879
Nostoc punctiforme PCC 73102 " 88.8] 885 89,1| 899 89.2| 89.4| 89.1| 89.7| 89,5 88,9] 888 89,1| 878
Pseudanabaena galeata CHAB732 879 87.3| 87.0] 86.5| 86.4| 858 86,6] 86,5 863| 87.6] 87.8] 87.4| 881 879 88.2| 88.6] 88,6 88.1
Pseudanabaena foetida NIES-512 87,5| 87,0/ 87,0] 85.6| 85.1| 847| 850| 854| 854| 87,6| 878 874| 87.6| 87.2 87,9 87,7| 88,1] 87,6
Pseudanabaena catenata SAG 254.80 88,4| 879| 87.8| 86.4| 862| 855| 857 862 86,2| 883| 885| 88,1 883| 877 88,8 88,6| 89.0| 877
Limnothrix redekei NIVA-CYA 227/1 7 87,5| 87,5| 87.3| 854| 85| 849| 852| 856 851| 879| 88,1 87.7| 875 874 88,0] 87.8| 883| 876
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Leptolyngbya boryana LEGE 15486 (MF629803) (Fig 5C)

A cepa LEGE 15486 apresentou 100% de identidade com sequéncias de quatro
linhagens de Leptolyngbya: Leptolyngbya sp. NIES-504; Leptolyngbya sp. KSU-AQIQ-
12 e KSU-AQIQ-6; e Leptolyngbya sp. CENA104 (Tabela 6). A sequéncia do gene RNAr
16S compartilhou 99,4% de similaridade com L. boryana PCC 6306 (Tabela 5), cepa de
referéncia conforme o Manual Bergey de Sistematica Bacterioldgica (Castenholz et al.
2015). Tais linhagens agruparam-se com outras Leptolyngbya boryana e Leptolyngbya
sp. Num clado monofilético com alto valor de suporte (ML/BI/MP = 100/1.00/100) (Fig.
7). A avaliacdo polifasica de LEGE 15486 possibilitou sua identificacdo como L. boryana
(Koméarek & Anagnostidis, 2005).

Cephalothrix lacustris LEGE 15487 (MF629804), LEGE 15492 (MF629809) e LEGE
15493 (MF629810) (Figs 5D, 51, 5J)

As sequéncias de RNAr 16S de LEGE 15487, LEGE 15492 e LEGE 15493
mostraram valores de similaridade >98,8% (Tabela 5) com as sequéncias de Cephalothrix
lacustris CCIBt 3261 (98,8-99,5%) e C. lacustris CMAA 1561 (98,9-99,5%). Com
relacdo a arvore filogenética, apenas o método Méxima Verossimilhanga deu suporte a
um subgrupo formado pelas linhagens mencionadas juntamente com C. komarekiana
CMAA 1558 e Phormidium sp. KS (Fig. 7). Mesmo assim, os trés métodos de inferéncia
deram suporte a um clado maior (ML/BI/MP = 100/1.00/97) que englobou as sequéncias
mencionadas acima juntamente com a sequéncia da linhagem tipo do género,
Cephalothrix komarekiana CCIBt 3277 (Fig. 6). Os isolados LEGE 15487, LEGE 15492
e LEGE 15493 foram identificados como Cephalothrix lacustris.

Phormidium sp. LEGE 15488 (MF629805) (Fig. 5E)

A sequéncia de RNAr 16S de LEGE 15488 compartilhou 98% de identidade com
as sequéncias de trés cepas identificadas como Phormidium sp., Lyngbya sp. e com uma
cianobactéria ndo identificada (Tabela 6). Ainda, a sequéncia de LEGE 15488 (Tabela 5)
mostrou altos valores de similaridade com as sequéncias de Phormidium sp. LEGE 05292

(98,2%) e Lyngbya JW-2010b (98,1%), e num grau menor com a sequéncia de
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Phormidium irriguum CCALA 759 (96,9%). Na Fig. 7 € possivel observar que LEGE
15488 formou um clado robusto (ML/BI/MP = 100/1.00/100) com P. irriguum CCALA
759, considerada o epitipo para essa espécie e para o género Phormidium (Sciuto et al.
2012). Com base na avaliagdo polifasica, a cepa LEGE 15488 foi identificada como
Phormidium sp. (Komarek & Anagnostidis, 2005, Sciuto et al. 2012).

TABELA 6. Melhores resultados (best hits) do BLASTh para as sequéncias de RNAr

16S das linhagens obtidas neste estudo

Linhagem Best Hits Cobertura Identidade NUmero de
(%) (%) acesso
Alkalinema aff. pantanalense Alkalinema sp. CMAA1554 100% 99% KY873313
LEGE 15484 Alkalinema sp. CMAA1562 100% 99% KY873321
Alkalinema pantanalense CENA531 100% 99% KF246497
Alkalinema pantanalense CENA529 100% 99% KF246495
Cephalothrix lacustris Phormidium sp. KS 99% 99% AB510147
LEGE 15487 Cephalothrix lacustris CMAA1561 99% 99% KY873320
Cephalothrix lacustris CCIBt 3261 99% 99% NR_137272
Cephalothrix komarekiana CMAA1558 99% 99% KY873317
Limnothrix cf. planctonica Limnothrix sp. NIES-3735 99% 99% LC037450
LEGE 15485 Limnothrix planctonica CHAB763 99% 99% Q004026
Limnothrix sp. CENA111 99% 99% EF088336
Limnothrix planctonica KLL-C001 99% 99% KP726239
Leptolyngbya boryana Leptolyngbya sp. NIES-504 100% 100% LC319755
LEGE 15486 Leptolyngbya sp. KSU-AQIQ-12 100% 100% LN997861
Leptolyngbya sp. KSU-AQIQ-6 100% 100% LN997856
Leptolyngbya sp. CENA104 100% 100% EF088333
Cephalothrix lacustris Phormidium sp. KS 100% 99% AB510147
LEGE 15493 Cephalothrix lacustris CMAA1561 99% 99% KY873320
Cephalothrix lacustris CCIBt 3261 100% 99% NR_137272
Cephalothrix komarekiana CMAA1558 99% 99% KY873317
Cephalothrix lacustris Phormidium sp. KS 99% 99% AB510147
LEGE 15492 Cephalothrix lacustris CMAA1561 99% 99% KY873320
Cephalothrix lacustris CCIBt 3261 99% 99% NR_137272
Cephalothrix komarekiana CMAA1558 99% 99% KY873317
Pseudanabaena cf. galeata LEGE Pseudanabaena sp. CMAA1555 100% 99% KY873314
15490 Pseudanabaena mucicola PM201405  100% 99% KR912197
Pseudanabaena sp. 0901-3A 100% 99% AB936779
Pseudanabaena mucicola CHAB7002 100% 99% KM386851
Pseudanabaena cf. galeata LEGE Pseudanabaena sp. CMAA1555 100% 99% KY873314
15489 Pseudanabaena mucicola PM201405 100% 99% KR912197
Pseudanabaena sp. 0901-3A 100% 99% AB936779
Pseudanabaena mucicola CHAB7002 100% 99% KM386851

Phormidium sp. Oscillatoria sp. LEGE 05292 100% 98% GU085101
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LEGE 15488 Lyngbya sp. JW-2010b 100% 98% HQ419206
Phormidium irriguum f. minor ETS-02  100% 98% FN813342
Cyanobacterium PL 100% 98% DQO072163
unidentified  Nostocales LEGE Nostoc sp. Cam2S01 100% 99% AM711543
15494 Nostoc sp. CYN73 100% 98% JF925315
Nostoc minutum NIES-26 100% 98% LC228976
Nostoc ellipsosporum CCAP 1453/15 100% 98% HE975023
unidentified Nostocales LEGE Nostoc sp. Cam2S01 99% 99% AM711543
15495 Nostoc sp. CYNT3 99% 98% JF925315
Nostoc minutum NIES-26 99% 98% LC228976
Nostoc ellipsosporum CCAP 1453/15 99% 98% HE975023
unidentified Nostocales LEGE Nostoc sp. Cam2S01 100% 99% AM711543
15496 Nostoc minutum NIES-26 100% 98% LC228976
Nostoc sp. CYN73 100% 98% JF925315
Nostocaceae cyanobacterium CENA358  100% 98% KR137579
Pseudanabaena cf. galeata LEGE Pseudanabaena sp. CMAA1555 100% 99% KY873314
15491 Pseudanabaena mucicola PM201405 100% 98% KR912197
Pseudanabaena sp. 0901-3A 100% 98% AB936779
Pseudanabaena galeata CHAB2916 100% 98% KM 386853
Limnothrix cf. planctonica LEGE Limnothrix sp. CENA545 100% 100% KF246506
15497 Limnothrix planctonica KLL-C001 100% 99% KP726241
Limnothrix sp. PItGTmp21 100% 99% KM438179
Limnothrix sp. NIES-3735 100% 99% LC037450

Pseudanabaena cf. galeata LEGE 15489 (MF629806), LEGE 15490 (MF629807) e
LEGE 15491 (MF629808) (Figs 5F, 5G, 5H)

Os resultados do BLAST para as sequéncias das linhagens LEGE 15489 e
LEGE 15490 foram muito semelhantes, enquanto os resultados do BLAST para a
sequéncia de LEGE 15491 foram comparaveis, embora ligeiramente diferentes (Tabela
6). Apesar disso, as cepas LEGE de Pseudanabaena compartilharam altos valores de
similaridade entre si (99,1-100%), e com as cepas que apresentaram 0s melhores
resultados em buscas do BLAST: Pseudanabaena sp. CMAA1555 (99-99,8%) e P.
galeata CHAB 732 (98,8-99,9%) (Tabela 5). Os isolados LEGE 15489 e LEGE 15490
agruparam-se com Pseudanabaena sp. CMAA1555 em um clado com bons valores de
suporte (ML / BI / MP =99 / 1.00 / 76), conforme ilustrado na Fig. 7. Por outro lado,
essas linhagens formaram um clado maior juntamente com LEGE 15491 e P. galeata

CHAB732, embora neste caso seja melhor apoiado pelos métodos BI (1,00) do que pelos
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métodos ML (80%) e MP (74%). O ramo mais proximo deste clado é um grupo que inclui
P. galeata CHAB 2916 e P. galeata PB (Fig. 7). Com base na descricdo morfologica,
comportamento em cultura e informacdo filogenética, as trés cepas LEGE foram
identificadas como Pseudanabaena cf. galeata (ver também Koméarek & Anagnostidis,
2005).

Nostocales ndo identificadas LEGE 15494 (MF629811), LEGE 15495 (MF629812) e
LEGE 15496 (MF629813) (Figs 5K, 5L, 5M)

Os resultados do BLAST mostraram que as sequéncias das cepas LEGE
heterocitadas apresentam >98% de identidade com sequéncias de Varias linhagens
identificadas como Nostoc e com uma sequéncia de uma cianobactéria Nostocaceae ndo
identificada (Tabela 6). A Tabela 5 mostra que as sequéncias LEGE apresentam alto valor
de similaridade com a linhagem Nostoc sp. Cam2S01 (variando de 99,5% a 99,6%), ao
passo que apresentam menor valor de similaridade com a cepa de referéncia Nostoc
punctiforme PCC 73102 (95,9-96,1%) (Tabela 5). De fato, as cepas LEGE Nostocales
estdo filogeneticamente separadas do clado Nostoc sensu stricto (Genuario et al. 2015),
que inclui N. punctiforme PCC 73102 (Fig. 7). Dados de andlises morfoldgicas,
ecologicas e filogenéticas ndo foram suficientes para identificar adequadamente estas
linhagens ao nivel de espécie ou género. No entanto, essas cepas podem ser classificadas

como pertencentes a ordem Nostocales.

3.2.3 Potencial téxico

Nenhum dos genes associados a producdo de cianotoxinas foi amplificado nas

cepas isoladas neste estudo.

4 DISCUSSAO

As caracteristicas fisicas e quimicas da agua do Rio Amazonas sdo tipicas de
rios de aguas brancas, tdrbidos, com altos valores de soélidos totais dissolvidos, baixo
valor de transparéncia (profundidade de secchi), quentes e com pH em torno de 7 (Junk

et al. 2011, Ward et al. 2015). O clima também apresentou de forma geral comportamento
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tipico da Amazobnia, com altas temperaturas do ar, precipitacdo e insolacdo (Junk et al.
2011; Cunha & Sternberg, 2018), exceto o fato da auséncia de chuvas de setembro a
novembro 2015. Vale a pena ressaltar que este periodo foi considerado um evento
extremo de estiagem devido ao El Nifio, sendo a estiagem mais forte ja identificada na
regido com 105 dias sem chuvas (Vilhena et al. 2018).

Alguns dos taxons isolados neste estudo ja haviam sido registrados para a regiao
amazonica (Cunha et al. 2013; Genuario et al. 2017), enquanto que outros representam
0S primeiros registros para esta regido e até para o Brasil. Esses taxons incluem
Alkalinema pantanalense e Limnothrix planctonica, que sdo 0s primeiros registros para a
regido amazonica, considerando 0s métodos taxondmicos modernos- taxonomia
polifasica. De fato, a “Lista de espécies da flora brasileira (Cyanophyceae)” ndo tem
registros desses taxons para esta regido (Werner et al. 2015). Além disso, Leptolyngbya
boryana nunca foi oficialmente registrada no Brasil (Werner et al. 2015).

No que diz respeito a A. aff. pantanalense LEGE 15484, o conteldo celular
desta cepa é azul-esverdeado que varia de palido a brilhante, ao passo que a cor da espécie
tipo (Alkalinema pantanalense CENA 528) varia de avermelhado a acastanhado (Vaz et
al. 2015). A cepa tipo foi isolada de uma lagoa salina-alcalina do Pantanal a partir de uma
amostra de agua com valores incomuns de condutividade elétrica (variando de 1,1 a 4,7
um cm't) e pH (variando de 8,5 a 8,8) (Andreote et al. 2014; Vaz et al. 2015). A. aff.
pantanalense LEGE 15484 também foi coletada no Brasil, mas na parte leste da bacia do
Rio Amazonas, em um ambiente com valores de pH variando de 6 a 7,2 e valores de CE
variando de 40 a 60 ud cmt. Apesar das diferencas de cor e ecologia, a morfologia destas
linhagens é bastante similar. Portanto, a cepa isolada neste trabalho foi identificada como
Alkalinema aff. pantanalense LEGE 15484.

Trés cepas de Alkalinema sp. foram recentemente isoladas em outras regides da
bacia amazonica brasileira: Alkalinema sp. CACIAM 70d (Lima et al. 2017), Alkalinema
sp. CMAA1554 e CMAA1562 (Genuério et al. 2017). Alkalinema sp. CACIAM 70d
também foi isolada na Amazbnia Oriental, no reservatdrio da usina hidrelétrica de
Tucurui, estado no Parad. Seu genoma foi sequenciado recentemente, sendo a primeira
sequéncia de genoma completo disponivel para este género (Lima et al. 2017). Por outro
lado, informacbes morfologicas ou ecoldgicas adicionais sobre essa cepa ainda ndo estéo
disponiveis. Com relacdo a Alkalinema sp. CMAA1554, esta apresenta cor acastanhada e
tem células apicais conicas/ arredondadas. As dimensbes celulares sdo 1,0-2,3 pm

(comprimento) e 2,5-3,1 pum (largura) (Genuario et al. 2017). Assim, esta cepa exibe
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algumas diferencas de A. aff. pantanalense LEGE 15484 em termos de cor e tamanho de
célula (Fig. 5A). No entanto, tais diferencas morfologicas ndo séo refletidas na analise
filogenética, visto que as cepas de CMAA aparecem como as linhagens mais proximas
de A. aff. pantanalense LEGE 15484 (Fig. 7). As linhagens de Alkalinema CMAA 1554
e 1562 foram isoladas dos rios Amazonas e Solimdes, na parte oeste da bacia amazbnica
brasileira (Genuario et al. 2017), sob condicbes ecoldgicas semelhantes as observadas em
Macapé. A cepa Alkalinema CMAA 1562 foi perdida apds a extracdo de DNA, ndo
permitindo comparagdes morfologicas (Genuario et al. 2017).

O género Alkalinema foi recentemente identificado no estado do Amapéa em um
estudo sobre o fitoplancton do Rio Araguari que utilizou abordagem morfoldgica (Silva
et al. 2018). Aparentemente, as cianobactérias Alkalinema sp. sdo amplamente
distribuidas nas aguas da bacia amazoOnica brasileira, que normalmente sdo &cidas,
embora 0 nome do género se refira aos lagos alcalinos de onde foi isolada pela primeira
vez (Vaz et al. 2015). Esta descoberta demonstra que esta espécie exibe excelente
tolerancia a uma faixa de valores de pH no ambiente natural; esse intervalo de tolerancia
ja foi demonstrado em experimentos de laboratorio (Vaz et al. 2015; Genuério et al.
2017). Notavelmente, até o momento, a distribuicdo geogréfica de Alkalinema sp. é
restrita ao Brasil.

A morfologia dos isolados de Limnothrix, LEGE 15497 e LEGE 15485 (Fig.
5B, 5N), assemelha-se mais a da espécie L. planctonica do que a de L. redekei. Os
isolados neste estudo diferem de L. planctonica devido a posicdo das vesiculas de gas que
ocorrem apenas nos poélos celulares e ndo no meio da célula (Komarek & Anagnostidis,
2005). No entanto, as cepas LEGE apresentam motilidade, enquanto os tricomas de L.
redekei sdo imOveis. Ainda, as células das linhagens LEGE sdo mais curtas e formam
vesiculas de gas menores, ocupando menos de 10% do contetdo celular em comparagédo
com o tamanho maximo de aerétopos observados em L. redekei, que representam 10 a
>50% do conteddo celular (Komarek & Anagnostidis, 2005). Os resultados moleculares
sdo consistentes com a caracterizagdo morfolégica, uma vez que as sequéncias do gene
RNAr 16S das cepas LEGE 15497 e 15485 mostraram-se filogeneticamente relacionadas
as linhagens de vérias L. planctonica e Limnothrix sp., e distantes da sequéncia tipo L.
redekei NIVA-CYA 227/1 (Fig. 7, Tabela 5, Suda et al. 2002). A cepa Limnothrix redekei
NIVA-CYA 227/1 foi utilizada para descrever a espécie-tipo, isto €, o hol6tipo para
Limnothrix (Meffert 1988). No entanto, esta linhagem agrupou-se com Pseudanabaena

spp. dentro do clado de Pseudanabaena (Fig. 7), o que também foi observado em Varios
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estudos anteriores (Suda et al. 2002, Gkelis et al. 2005, Willame et al. 2006, Zhu et al.
2012, Andreote et al. 2014, Yu et al. 2015). Além disso, alguns desses estudos (Zhu et
al. 2012, Andreote et al. 2014, Yu et al. 2015) mostraram que 0 mesmo clado que contém
as duas cepas isoladas neste estudo, L. cf. planctonica LEGE 15497 e LEGE 15485 (Fig.
7), é composto exclusivamente de cepas de Limnothrix spp. e esta filogeneticamente
distante de L. redekei NIVA-CYA 227/1. Willame et al. (2006) ja haviam relatado que as
sequéncias Pseudanabaena spp. estavam intimamente relacionadas com as sequéncias
"Meffert" de Limnothrix, destacando a alta relagdo genotipica de ambos 0s géneros e suas
diferengas imperceptiveis em termos de fenotipo. Portanto, Yu et al. (2015) sugerem que
a linhagem L. redekei NIVA-CYA 227/1 deve ser transferida para o género
Pseudanabaena, uma vez que este género foi descrito antes de Limnothrix (Meffert, 1988,
Komarek & Anagnostidis, 2005), e o clado que possui apenas cepas de Limnothrix spp.
deve permanecer sob o género Limnothrix. Andreote et al. (2014) também concorda com
essa reavaliacdo taxondmica de Limnothrix e seu holdtipo, opinido que compartilho.
Outros autores (Gkelis et al. 2005, Zhu et al. 2012) acreditam que o clado com a
cepa tipo deve permanecer sob o género Limnothrix, enquanto o clado bem suportado de
outras Limnothrix spp. deve ser taxonomicamente revisado e estabelecido como um novo
género. Para torna-lo ainda mais complexo, a Fig. 8 mostra que Limnothrix redekei
NIVA-CYA 227/1 estd no mesmo clado que varias cepas designadas para a espécie-tipo
do género Pseudanabaena, P. catenata. No entanto, Yu et al. (2015) consideram que
faltam estudos polifasicos sobre cepas de P. catenata e devem ser realizados para
reavaliagdo do género Pseudanabaena sob taxonomia moderna. Anteriormente, quando
foi sugerido que as especies de Limnothrix constituem um grupo polifilético, havia poucas
linhagens disponiveis para estudos filogenéticos. Atualmente, existem Varias cepas
disponiveis da Africa, América, Asia, Europa e Oceania (Bernard et al. 2011, Zhu et al.
2012) que podem ajudar a elucidar as relagBes filogenéticas dentro deste género.
Considerando os valores limiares de 98,7-99% para a delimitacdo de espécies ao usar
sequéncias do gene RNAr 16S (Stackebrandt & Ebers 2006, Kim et al. 2014), as duas
cepas de Limnothrix deste estudo e Limnothrix sp. CENA 545 (99,7-100%, Tabela 5)
deve pertencer a mesma espécie, neste caso L. planctonica. A cepa CENA 545 também
foi coletada no Brasil, de um lago salino-alcalino no estado de Mato Grosso do Sul. Da
mesma forma como foi observado para Alkalinema aff. pantanalense, este resultado

parece indicar a versatilidade ecoldgica do L. cf. planctonica.
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Leptolyngbya boryana LEGE 15486 € a Unica cepa deste estudo que foi isolada
da agua tratada. Leptolyngbya sp. CENA 104, uma das cepas incluidas no mesmo clado
que L. boryana LEGE 15486, foi isolado de um tanque defletor de cloracdo na area de
saida de um sistema de lagoa de estabilizacdo de residuos durante uma operacdo sem
cloracéo (Furtado et al. 2009). Curiosamente, ambos o0s sistemas sdo ambientes fechados,
artificiais onde a presenca de algum cloro na agua € esperada. As caracteristicas
morfologicas de CENA 104, que foi originalmente identificado apenas a nivel de género
(Furtado et al. 2009), sdo semelhantes as de L. boryana LEGE 15486. Os tricomas dessas
linhagens estdo dispostos em aglomerados densos e estdo ligados as paredes de vidro dos
frascos de cultura. A cor, o tamanho das células e outras caracteristicas morfoldgicas das
duas linhagens também sdo muito semelhantes (Furtado et al. 2009). Essas duas
linhagens, que compartilham caracteristicas comuns e foram coletadas de regibes
geograficas relativamente proximas, sdo, até o momento, as Unicas cepas de L. boryana
do Brasil. Outra caracteristica que pode ser comum a cepas dessa espécie € a capacidade
de crescer com pouca luz. Por exemplo, além das duas estirpes acima mencionadas
(obtidas de sistemas fechados), L. boryana dg5 é uma variante adaptada ao escuro de
IAM M-101 que pode crescer heterotroficamente no escuro (Fujita et al. 1996; Hiraide et
al. 2015). Tanto a linhagem dg5 quanto a linhagem IAM M-101 estdo incluidas no clado
verdadeiro de Leptolyngbya, mostrado na figura 7.

Os isolados do género Cephalothrix sdo morfologicamente muito semelhantes as
cepas descritas por Malone et al. (2015). Além disso, a ecologia e o ciclo de vida dos
isolados sdo comparaveis. Durante 0 processo de isolamento, observou-se a existéncia de
fases planctonicas e bentonicas para as cepas LEGE de C. lacustris, o que também foi
descrito por Malone et al. (2015). A cultura as vezes fica aderida ao fundo do frasco de
cultivo, enquanto em outros momentos, uma massa de tricomas pode ser encontrada
flutuando na interface ar-meio. Filogeneticamente, as cepas LEGE foram agrupadas com
Cephalothrix lacustris CCIBt 3261 (Fig. 7),- cepa usada para descrever esta espécie
(Malone et al. 2015), e com outras cepas de C. lacustris, assim como com uma cepa de
C. komarekiana. No entanto, os altos valores de similaridade das seqiiéncias (>98,8%,
ver Tabela 5) dos isolados LEGE com a linhagem CCIBt 3261, juntamente com os dados
morfologicos, indicam que eles sdo C. lacustris. Além disso, os valores de similaridade
emrelacdo a C. komarekiana CCIBt 3277 (98,0-98,6%) estdo abaixo do valor limite para
serem considerados uma Unica espécie (Stackebrandt & Ebers, 2006, Kim et al. 2014).

Phormidium sp. KS, que esta incluido no mesmo clado (Fig. 8), provavelmente também
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pertence a C. lacustris, algo que ja foi sugerido por Malone et al. (2015). De fato, as
caracteristicas morfolégicas e o comportamento em cultura dos trés isolados LEGE de C.
lacustris e da linhagem Phormidium sp. KS também sdo muito semelhantes. Em nivel
macroscépico, todas essas linhagens tém cores semelhantes, formam espirais em placas
de gar e formam bolhas de ar (Sato et al. 2014). Até 0 momento, o isolamento da espécie
recéem-estabelecida C. lacustris foi relatado apenas no Brasil (Malone et al. 2015,
Genuario et al. 2017) e mais provavelmente no Japédo (Sato et al. 2014). Assim, as cepas
C. lacustris LEGE 15493, 15487 e 15492 isoladas neste estudo podem ajudar a revelar a
distribuicdo global deste taxon. C. lacustris foi isolado pela primeira vez de um lago de
agua doce, o Lago das Garcas (pH 7-8), no sudeste do Brasil (Malone et al. 2015).
Genuério et al. (2017) isolaram C. lacustris CMAA1561 de uma amostra coletada na
Amazonia Ocidental Brasileira. Portanto, as cepas LEGE representam o segundo registro
desse tdxon da bacia amazonica, desta vez no estado do Amapa, amazonia oriental.

A linhagem Phormidium sp. LEGE 15488 mostrou 98% de identidade com
Phormidium irriguum f. ETS-02 minor, Phormidium sp. LEGE 05292 (Dias et al. 2017)
e Lyngbya sp. JW-2010b (Tabela 6). Segundo Komarek (2017), essas cepas devem ser
consideradas Phormidium spp. sensu stricto, uma vez que elas se agruparam em um clado
bem definido que inclui a cepa P. irriguum CCALA 759 (Fig. 7). Esta cepa foi proposta
por Sciuto et al. (2012) para servir como epitipo dessa espécie. Adicionalmente, segundo
os autores, P. irriguum CCALA 759 deve ser considerado o holotipo para o género
Phormidium, o que € consistente com a nova delimitacdo deste género proposta por
Komarek (2017).

Com relagdo ao comportamento em cultura, a linhagem Phormidium sp. LEGE
05292, previamente isolada de uma parede de aquario em Porto, Portugal (Ledo et al.
2009), é muito semelhante a Phormidium sp. LEGE 15488, que foi isolada do Ro
Amazonas. Além disso, a seqiéncia de LEGE 05292 apresenta maior valor de
similaridade de (98,2%, ver Tabela 5) em relacdo a cepa de Phormidium isolada no
presente estudo. Ambas as cepas crescem enquanto fixadas a superficie do frasco de
cultura, formando uma manta densa muito resistente. Nem mesmo uma forte agitacdo €
suficiente para separar os tricomas cianobacterianos (Ledo et al. 2010). A biomassa da
linhagem amazonica permanece acima dos meios de cultura como uma teia de aranha
mesmo quando o nivel de meio liquido diminui.

Quanto as outras cepas filogeneticamente relacionadas (Fig. 7), P. irriguum f.

minor ETS-02 foi isolado a partir de uma superficie de lama termal na Italia, em
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temperatura de 45°C e com pH de 6,8; e P. irriguum CCALA 759 foi isolado de um lago
em Bratislava, Eslovaquia (Sciuto et al. 2012). Na Amazonia, Phormidium sp. foi
registrado nos estados do Amazonas, Para, Roraima (Werner et al. 2015) e Amapa (Cunha
et al. 2013). Esses achados reforcam a ideia de que o género revisado Phormidium (Sciuto
et al. 2012; Komarek, 2017) é cosmopolita.

As caracteristicas das células e tricomas, o comportamento em cultura e a
ecologia das cepas Pseudanabaena galeata LEGE 15489, LEGE 15490 e LEGE 15491
(Fig. 5F, 5G, 5H) correspondem a descricdo de P. galeata (Komarek & Anagnostidis,
2005 ). Este género foi registrado nos estados do Amazonas e Tocantins (Werner et al.
2015). Aléem disso, P. galeata foi identificada por observacGes morfologicas no Rio
Araguari, estado do Amapa (Cunha et al. 2013). A filogenia das linhagens
Pseudanabaena LEGE (Fig. 7) corrobora sua identificacdo, uma vez que estas linhagens
sdo agrupadas em um grande clado com vérias espécies de Pseudanabaena. A cepa mais
préxima filogeneticamente € Pseudanabaena sp. CMAA1555. Esta linhagem é também
a mais intimamente relacionada em termos de origem geogréfica, pois também foi
coletada na parte brasileira do Rio Amazonas (Genuario et al. 2017). Infelizmente, a
cultura foi perdida e ndo ha descricdo morfoldgica detalhada dessa linhagem (Genuério
et al. 2017). Outras linhagens estreitamente relacionadas sdo P. galeata CHAB732, P.
galeata CHAB2916 e P. galeata PB. As duas primeiras linhagens foram isoladas na
China a partir de uma lagoa e um lago, e essas linhagens sdo morfologicamente
semelhantes a P. galeata LEGE 15491, exibindo uma lacuna em forma de bolha (como
um aerdtopo) entre as paredes (Yu et al. 2015). P. galeata PB foi isolado na represa de
Serikawa, no Japdo, e mostrou alta capacidade de produzir o composto odorifero 2-
metilisoborneol (2-MIB) (Takahashi et al. 2016). Este composto confere um odor e sabor
de terra e mofo a agua (Takahashi et al. 2016).

O clado com as cepas LEGE Pseudanabaena é grupo irmdo de outro que inclui
P. galeata SAG 13.83, P. subfoetida PS1306 e P. foetida NIES-512. As duas Ultimas
linhagens foram coletadas no Japédo e sdo ambas produtoras de 2-MIB (Nilyama et al.
2016, Tuji & Niiyama, 2016). P. foetida NIES-512, previamente identificada como P.
galeata, é considerada uma cepa modelo para o estudo de cianobactérias produtoras de
2-MIB (Tuji & Niiyama, 2016). Segundo Niiyama et al. (2016), a producdo de 2-MIB
deve ser considerada uma caracteristica taxondémica do género Pseudanabaena. Dadas
essas observacdes, as cepas de Pseudanabaena presentes na agua bruta do Rio Amazonas

destinada a captacdo podem ser produtores de 2-MIB; porém, esta hipotese justifica uma
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analise mais aprofundada usando as cepas LEGE de P. galeata. De fato, os cidaddos de
Macapa costumam reclamar de um gosto de terra na agua potavel; este sabor pode ser
devido a presenca deste composto odorifero ou devido a sedimentos que ndo foram
totalmente removidos durante o tratamento da agua potavel. Notavelmente, o Rio
Amazonas contém uma quantidade consideravel de sedimentos, o que é caracteristico dos
rios de aguas brancas (Junk et al. 2011, Ward et al. 2015).

As linhagens heterocitadas filamentosas de Nostocales isoladas neste estudo
foram agrupadas em um clado bem suportado juntamente com Nostoc sp. Cam2S01 (Fig.
7), a qual foi isolada de solo de origem wulcanica em Camardes (Papaefthimiou et al.
2008). Todas essas cepas apresentaram alto valor de similaridade de sequéncia entre elas
(> 98,7, Tabela 5), além da semelhanga morfologica com Nostoc sp.; porém, ficaram fora
do clado 'Nostoc sensu stricto' (Hrouzek et al. 2013, Genuério et al. 2015), como pode
ser observado na Fig. 7. Este clado é usado atualmente para definir filogeneticamente o
género Nostoc, e para melhor delimitar espécies tipicas como Nostoc commune Vaucher
ex Bornet e Flahault (1888), N. calcicola, N. edaphicum e N. punctiforme (Rajaniemi et
al. 2005, Papaefthimiou et al. 2008, Hrouzek et al. 2013, Genuério et al. 2015) e outras
cepas relacionadas a N. commune (Papaefthimiou et al. 2008). Segundo Komérek (2013),
as cianobactérias que se encaixam na descricdo de Nostoc sp. provavelmente incluem
espécies que produzem colbnias macroscOpicas com morfologias distintas, como
observado na espécie-tipo Nostoc commune. Assim, apesar de serem colocados em um
clado com uma cepa identificada como Nostoc sp., os isolados da Amazonia claramente
ndo pertencem a essa redefinicdo do género Nostoc. No entanto, essas cepas possuem
caracteristicas  bioldgicas, morfologicas e moleculares suficientes para serem
inequivocamente atribuidas a ordem Nostocales. Além disso, as cepas LEGE Nostocales
e Cam2S01 encerradas em um clado tdo distinto e bem sustentado (Fig. 7) devem merecer
um estudo taxondmico mais exaustivo no futuro, uma vez que elas podem representar um
novo género.

Nenhuma das cepas isoladas no presente estudo demonstrou possuir genes
associados a producdo de cianotoxinas comuns, indicando que esses isolados podem ndo
ter o potencial de produzir microcistina, saxitoxina, anatoxina ou cilindrospermopsina.
Este resultado é importante, uma vez que a agua da area de estudo € destinada para fins
de abastecimento de agua para consumo da populagcdo. No entanto, outras cianobactérias
gue podem estar presentes nos locais de amostragem, mas que ndo puderam ser detectadas

neste estudo, ainda podem representar um risco.
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5 CONCLUSAO

Este estudo forneceu novas informacOes sobre a biodiversidade de
cianobactérias na regido amazonica, especialmente para a foz do Amazonas, local com
poucos estudos disponiveis sobre o tema. Este estudo pode servir de base para
implantacdo do monitoramento de cianobactérias e para multiplos estudos, como
avaliacdo da qualidade da &gua local, estudos de biodiversidade, producdo de geosmina e
outros compostos na agua, entre outros. Este foi o primeiro a utilizar a abordagem
polifsica para estudar as cianobactérias da Amazonia Oriental, por meio de combinagéo
de andlises morfologicas, moleculares, filogenéticas, comportamento em cultura, analise
de toxicidade e dados ecoldgicos. A maior parte dos isolados obtidos representam
primeiros registros para a Amazonia Oriental, particularmente para o estado do Amapa,
de forma a expandir a distribuicao geografica das espécies identificadas. Adicionalmente,
os resultados forneceram material que pode contribuir para a revisdo da taxonomia dos
géneros Limnothrix e Pseudanabaena. As catorze cepas isoladas representam uma
pequena porcdo da biodiversidade de cianobactérias cultivaveis. Portanto, € importante a
continuacdo de estudos visando a obtencdo de novas linhagens de cianobactérias ou

explorando a biodiversidade por meio de técnicas independentes de cultivo.
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4 CAPITULO 2: DINAMICA DE CIANOBACTERIAS E PRIMEIRA
DETECGAO DE MICROCISTINA-LR EM SISTEMA DE CAPTAGCAO DE
AGUA PARA CONSUMO NO RIO AMAZONAS (BRASIL)
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RESUMO

As cianobactérias apresentam fungBes importantes como a producdo primaria em
ambientes aquaticos, além de produzirem metabdlitos secundarios de grande interesse
biotecnoldgico e industrial. Porém, sdo também conhecidas pelos problemas que podem
ocasionar ao ambiente aquatico, como as floracdes e producdo de cianotoxinas. As
floracbes sdo caracterizadas pelo aumento excessivo da densidade de cianobactérias e
estes eventos estdo relacionados a producdo de cianotoxinas. Tais toxinas podem afetar a
salde humana pela ingestdo de &gua, entre outras vias. As cianotoxinas mais comuns
(microcistinas) s@o resistentes a altas temperaturas e mesmo a fervura. Registros de
intoxicagdes humanas tém sido documentados em muitos paises, incluindo o Brasil, onde
ja houve casos fatais. Com relacdo ao Rio Amazonas, existe a preocupacao pelo fato deste
ser utilizado para a captacdo de agua de abastecimento da cidade de Macapa e a
companhia de aguas e esgoto local ndo realizar o monitoramento destes microrganismos.
Este estudo investigou a dindmica de cianobactérias no Rio Amazonas, por meio de um
monitoramento com contagem das células de cianobactérias, calculo de biovolume,
caracterizacdo morfologica das espécies; andlise de toxinas na agua e também busca por
genes relacionados a producdo de toxinas nas amostras ambientais. As amostragens foram
realizadas mensalmente na 4gua bruta e na agua tratada da Estagdo de Tratamento de
Agua de Macapa (ETAm) durante o periodo de abril de 2015 a abril de 2016. O
monitoramento no Rio Amazonas revelou a primeira deteccdo de microcistina-LR neste
rio, que é considerado o maior do mundo. A densidade de cianobactérias e concentracao
de microcistina-LR observadas foram baixas ao longo do periodo de estudo. Apenas no
trimestre junho a agosto de 2015 ocorreu pico de Limnothrix planctonica (1000 células.
mL?1) e deteccdo de microcistina-LR (max 2,1pg.Lt), porém ambos parametros
apresentaram-se em conformidade com os limites recomendados pela Portaria de
Consolidacdo n°5 do Ministério da Salde. As analises estatisticas indicaram fortemente
que linhagens de L. planctonica produziram a toxina microcistina-LR detectada neste
estudo. Porém ndo foi possivel confirmar essa informagdo, uma vez que a deteccdo pelos
métodos quimicos (ELISA e LC/MS) e moleculares (amplificacdo do marcador mcyE)
ocorreu em amostras ambientais com a presenca de varias espécies. Os parametros fisico-
quimicos que mostraram maior associacdo com a producdo de microcistina-LR e com o
aumento da densidade de L. planctonica foram o aumento da transparéncia da agua e da
vazdo. Tais resultados reforcam que L. planctonica produziu as toxinas detectadas, uma
vez que esta espécie € bem adaptada as condicdes do Rio Amazonas e sua densidade se
eleva mesmo no apice da vazdo, com o rio mais turbulento. Foram observados 10 taxons
na agua bruta ao longo do ano, sendo praticamente os mesmos, e todos com formato
filamentoso. As cianobactérias com maior abundéncia no rio Amazonas foram L.
planctonica, Leptolyngbya sp. e Alkalinema pantanalense.

Palavras-chave: abastecimento, ETAm, Limnothrix planctonica, mcyE, toxicidade.
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ABSTRACT

Cyanobacteria play important roles as primary producers in aquatic environments, as well
as producing secondary metabolites of great biotechnological and industrial interest.
However, those microorganisms are also known for the problems they may cause to the
aquatic environment, such as blooms and cyanotoxin production. The blooms are
characterized by the excessive increase of the cyanobacteria density and these events are
related to the production of cyanotoxins. Such toxins can affect human health through
ingestion of water, among other routes. The most common cyanotoxins (microcystins)
are resistant to high temperatures and even boiling. Records of human poisoning have
been documented in many countries, including Brazil, where fatal cases have already
occurred. Regarding the Amazon River, there is a concern because it used as the main
source of drinking water for the municipality of Macapa and the local water and sewage
company does not carry out the monitoring of these microorganisms.This study
investigated the cyanobacteria dynamics in the Amazon River, and cyanotoxins by means
of morphological identification, counting, biovolume calculation of cyanobacteria, toxin
analyses in water samples and a molecular screening for genes involved in the production
of cyanotoxins. The sampling was carried out monthly from April 2015 to April 2016 at
the raw water intake and at the exit from the drinking water treatment plant. The water
sampling monitoring revealed the first detection of microcystin-LR in the Amazon River,
the world’s largest river. Cyanobacteria mean density and microcystin-LR concentration
were both low during the water monitoring. However, Limnothrix planctonica showed a
density peak (1000 cells mL 1) in the quarter June-August 2015, when Microcystin- LR
(2.1 pg L't) was detected. Despite this, the treated water was in accordance with the values
recommended by the Brazilian government available in Consolidation Ordinance No. 5.
Statistical analyzes strongly indicate that L. planctonica produced the microcystin
detected in this study. Nevertheless, it is not possible to confirm this information, once
the detection by ELISA, LC/MS and mcyE occurred in environmental samples with many
species. Higher transparency and high river discharge were associated with greater
microcystin-LR concentrations and rising in L. planctonica densities. Such results
reinforce the hypothesis that L. planctonica might have produced the toxins detected in
the present study, since this species is well adapted to the Amazon River environmental
conditions, showed by the higher densities of this taxa even in the high river discharge,
when the water is more turbulent. Ten cyanobacteria taxa were observed on the
microscopic monitoring of the raw water from the Amazon River, all of them are
filamentous forms. The most abundant cyanobacteria in the Amazon River were L.
planctonica, Leptolyngbya sp., and Alkalinema pantanalense.

Keywords: water supply, DWTP, Limnothrix planctonica, mcyE, toxicity
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1 INTRODUCAO

As cianobactérias sdo bactérias gram-negativas que possuem 0 pigmento
clorofila-a, o qual confere a capacidade de realizacdo de fotossintese. Estes organismos
sdo considerados os produtores primarios mais antigos do planeta (3,5 bilhdes de anos),
fornecendo oxigénio e energia para 0s ambientes aquaticos e terrestres (SCHOPF, 1999
apud SCHOPF, 2012), e permanecem até os dias atuais, sendo de facil adaptacdo. As
cianobactérias apresentam também outros pigmentos, como a ficoeritrina e ficocianina,
responsaveis por sua coloracdo verde azulada (ciano) (WHITTON; POTTS, 2012).

Possuem ampla distribuicdo que é decorrente do seu metabolismo versatil e de
adaptacOes (FERNANDES et al., 2009), as quais explicam sua sobrevivéncia, disperséo
e sucesso ecologico (VAITOMAA, 2006). Como exemplo, conseguem viver em
ambientes com pouca luz e nitrogénio, tém capacidade de produzir células diferenciadas
(acinetos) que funcionam como esporos de resisténcia em condicbes adversas, algumas
espécies pode fixar nitrogénio atmosférico, outras podem formar vacuUolos gasosos
(aerétopos) que permitem migragdo vertical na coluna d’agua, toleram variagoes de
temperatura, podem armazenar fosforo em seu citoplasma e, por fim, podem ser toxicas
para outros organismos (WHITTON; POTTS, 2012).

Estudos apontam que as cianobactérias produzem toxinas em condicGes mais
favoraveis ao seu crescimento (CHORUS; BARTRAM, 1999). Portanto, as cianotoxinas
sdo comumente observadas durante as floracGes de cianobactérias, que consistem no
aumento expressivo da biomassa destes organismos em relacdo as condigdes normais dos
ecossistemas aquaticos. Nessas situacdes, geralmente uma ou duas espécies predominam
(CHORUS; BARTRAM, 1999). As cianotoxinas podem afetar a salde do homem, tanto
pela ingestdo de agua como por contato em atividades de recreagdo no ambiente, ou ainda
pelo consumo de pescado contaminado (WHO, 2003; 2017).

Para prever o possivel crescimento de populacGes de cianobactérias (indicador de
risco de producdo de cianotoxinas) em aguas destinadas a captacdo para coONsSUmMo
humano, é recomendavel o monitoramento mensal destes organismos com a contagem e
identificacdo dos géneros mais frequentes e que ja tiveram registros de producdo de
cianotoxinas (CHORUS; BARTRAM, 1999). No Brasil, 0 Ministério da Saude exige o
monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas na agua fornecida pelas companhias de

abastecimento de agua (BRASIL, 2017). Porém, tal monitoramento ndo é realizado no
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estado do Amapa (BRASIL, 2012). Por estes motivos, até a presente data, permanecem
desconhecidos os riscos associados a presenca de cianobactérias na captacdo de agua do
municipio de Macapa.

Tradicionalmente, a identificacdo e contagem de cianobactérias vem sendo
realizada por microscopia Optica com auxilio de literatura especializada, com grande
contribuicdo da serie Die Sufwasserflora von Mittel Europa- Cyanoprokaryota do autor
Jiri Komarek, grande taxonomista de cianobactérias (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS,
1999; 2005; KOMAREK, 2013). Tais analises de cunho morfologico sio demoradas e
requerem profissional especializado, uma vez que o grupo das cianobactérias €
constituido por organismos de dificil identificacdo e muitas vezes ocorrem espécies
cripticas, isto €, apresentam fenotipo (morfologia) similar; porém, sdo espécies diferentes
(KOMAREK, 2016).

No caso das cianobactérias existe outro agravante: algumas linhagens da mesma
espécies podem ser toxicas, enquanto outras ndo (CHORUS; BARTRAM, 1999). Tal
caracteristica ndo € detectavel por morfologia, de forma que linhagens tdxicas e ndo
toxicas da mesma espécie sdo idénticas (MOREIRA et al., 2014). Uma solucdo para este
problema é complementar a contagem de cianobactérias tradicional com métodos
moleculares, os quais permitem elucidar se as espécies de interesse (encontradas em
amostras ambientais ou isoladas) sdo potencialmente toxicas. Os métodos moleculares
consistem na busca de genes envolvidos na sintese de cianotoxinas (ex: mcyA, mcyE, sxtl,
anaC, pks, ps) (HISBERGUES et al., 2003; JUNGBLUT; NEILAN, 2006; LOPES et al.,
2012; RANTALA-YLINEN et al., 2011; SCHEMBRI et al., 2001). Eles permitem uma
analise rapida quando comparado a outros métodos, alem de fornecer um primeiro indicio
de que ha espécies toxicas no ambiente. Portanto, auxiliam no monitoramento de corpos
d’agua destinados a captacao de agua para consumo do homem (MOREIRA et al., 2014).

Alguns géneros de cianobactérias considerados potenciais produtores de
cianotoxinas como Dolichospermum, Microcystis e Oscillatoria (CHORUS;
BARTRAM, 1999) foram encontrados com alta frequéncia de ocorréncia no Rio
Amazonas, na orla de Santana, municipio vizinho a Macapa, em estudo de biodiversidade
que utilizou analises morfologicas (SILVEIRA-JUNIOR, 2012). A presenca de tais
cianobactérias proximo a orla de Macapéa desperta preocupacdo, pois a agua utilizada para

consumo no municipio de Macapa € obtida diretamente do Rio Amazonas.
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A captacdo ocorre a 500 m de distancia da margem, no centro comercial da cidade,
e segue para a Estacdo de Tratamento de Agua de Macapa (ETAm) que fica a 1000 m de
distancia da adutora. A rede de abastecimento atende a 40,6% da populacdo urbana,
aproximadamente 46.903 domicilios (CAESA, 2018). Além disso, estudos numéricos
sugerem que potenciais plumas de poluentes originados ao longo da orla de Macapa e
Santana podem alcancar, em média, ao longo de um ciclo de maré, uma distancia
dispersiva de aproximadamente até 800 m a frente da margem da cidade de Macapa
(PINHEIRO et al., 2008), dependendo do periodo sazonal. Assim, é provavel que o ponto
de captacdo da ETAm, a apenas 500 m de distancia da margem, possa ser atingido pela
pluma de poluentes, o0 que representa uma ameaca a seguranca da dgua para captacao.

Alguns problemas relacionados a poluicdo da agua tem sido relatados nesta area,
especialmente de cunho microbiologico (CUNHA et al., 2004; CUNHA et al., 2005;
CUNHA, 2012; DAMASCENO et al., 2015; PEREIRA et al., 2014). Um motivo de
preocupacdo é que o crescimento das cianobactérias € favorecido em ambientes poluidos
com grande quantidade de nutrientes, podendo produzir floracBes tdxicas. Porém, ainda
que seja possivel observar fontes difusas de poluicdo na orla de Macapa, o rio Amazonas
mostra-se resiliente a perturbagdes naturais e antrépicas devido ao seu grande poder de
diluicdo e capacidade de autodepuracdo (BRITO, 2013).

O principal objetivo deste estudo foi investigar a dindmica de cianobactérias e a
possivel ocorréncia de cianotoxinas na area de influéncia da captacdo de agua da ETAm,
além de verificar os fatores que podem induzir o aumento de densidade das cianobactérias
e desencadear a producdo de cianotoxinas. Para atingir tal objetivo foi realizado um
monitoramento na area de captacdo de agua do municipio de Macapa com a realizacdo de
analises morfoldgicas, ecologicas, moleculares e quimicas.

A hipOtese desta investigacdo € que as cianobactérias do Rio Amazonas (ha area de
estudo) apresentam densidade inferior a 10.000 células/mL, e atualmente ndo produzem

cianotoxinas, estando de acordo com a Portaria de consolidacdo n°5/MS (BRASIL, 2017).
Para elucidar tais questfes, os objetivos especificos deste trabalho foram:

1. Quantificar e identificar as cianobactérias presentes na agua de captacao
2. Verificar a ocorréncia de cianotoxinas e de genes associados a producdo de

microcistina, saxitoxina, anatoxina e cilindrospermopsina
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3. Monitorar parametros ambientais e avaliar sua influéncia na concentracdo de

cianobactérias e cianotoxinas

O cumprimento de tais objetivos fornecerdo informacgdes valiosas para a tomada
de decisdo relacionadas aos processos de tratamento de agua para consumo proveniente
da area de estudo. Além disso, serd possivel conhecer melhor a biodiversidade e ecologia
de cianobactérias do estuario do Amazonas. Essas informacdes sdo bésicas e Uteis para
estudos ecoldgicos, bem como para o monitoramento da qualidade da &gua, acbes de
prevencdo em estratégias de saneamento e parametrizacdes experimentais em estudos de

modelagem.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

A bacia amazonica possui uma area de drenagem de 6 milhdes de km?, sendo
considerada a maior do planeta. A vazdo media anual do rio na foz é de aproximadamente
219 ms. s, representando de 16 a 20% da vazdo de agua doce global para os oceanos
(WARD et al., 2015). O Rio Amazonas ¢ o maior rio do mundo e transporta uma imensa
guantidade de sedimentos ricos em nutrientes desde os Andes até o Oceano Atlantico
(SIOLLI, 1984). A alta concentracdo de solidos dissolvidos torna a agua turbida, com baixa
transparéncia (20-60 cm) e com coloracdo barrenta, uma das caracteristicas principais de
classificacdo do Amazonas como um rio de aguas brancas (JUNK et al., 2011; SIOLI,
1984).

O trecho préximo da foz do Rio Amazonas ¢ composto pelo Canal Norte (as
margens da cidade de Macapa) e pelo Canal Sul. A (ltima estacdo hidrologica do
Amazonas dotada de monitoramento ou séries histdricas hidrometeoroldgicas fica
localizada em Obidos, estado do Para, a 900 km da foz do Rio Amazonas, sendo esta uma
das razoes pela qual o trecho entre Obidos e Macapa é pouco estudado. Outro motivo para
a existtncia de poucos estudos neste trecho é a complexidade do escoamento
hidrodindmico, o qual estd sujeito ndo somente aos efeitos hidrologicos de montante
(Obidos) quanto das marés semidiunas influenciadas pelo Oceano Atlantico, com

oscilacbes de sentido do escoamento e recirculagdes (CUNHA et al, 2012; CUNHA;
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STERNBERG, 2018). Contudo, a area compreendida pelo complexo estuarino
amazonico que inclui este trecho do rio representa 13% da area superficial da Bacia
Amazonica (WARD et al., 2015; CUNHA etal., 2017).

O presente estudo foi realizado em Macapa, estado do Amapa, Brasil,
especificamente na Companhia de Aguas e Esgoto do Estado do Amapa (CAESA), no
ponto de entrada de agua bruta da estacdo de tratamento de agua (ETA); e na saida do
tratamento localizada também nas dependéncias da ETA (coordenadas 0° 1'22.72"N
51°3'35.53"W) a 1000 m do ponto de captacdo de agua para abastecimento do municipio
de Macapé (Fig. 1). Como pode ser observado na Figura. 1, a agua é captada na orla da
cidade de Macapa, no Canal Norte do rio Amazonas (coordenadas 0° 1'19.50"N
51°3'0.77"W), em frente do centro comercial. As proximidades deste trecho do Rio
Amazonas recebe aguas de canais poluidos (como o da rua Mendonga Junior) e outras
fontes de poluicdo pontuais e difusas ha décadas (CUNHA et al., 2004; PINHEIRO et al.,
2008), pois quase ndo ha nenhum tipo de tratamento de esgotos (CUNHA et al., 2004).



92

Figura 1: Rio Amazonas na orla de Macapa-AP, centro da cidade. Em destaque estdo o
ponto de captacdo de agua para abastecimento da cidade (em verde) e a estacdo de

tratamento de agua a 1000 m de distancia (em azul).
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2.2 DELINEAMENTO AMOSTRAL

As amostragens foram realizadas mensalmente na estacdo de tratamento de &agua
de Macapa (ETAm) , conforme recomendacdo da portaria de consolidacdo n° 5/2017 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2017). As coletas ocorreram em dois pontos estratégicos:
o0 primeiro antes do tratamento ( logo apds a agua entrar na ETAmM- Fig. 2B), e o segundo
na saida da ETAm (Figura 2C); durante o periodo de abril de 2015 a abril de 2016; sempre
na preamar para a padronizacdo dos procedimentos de coleta e evitar interferéncias de
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possiveis efeitos ambientais decorrentes das diferentes fases das marés (COSTA et al,,
2004; CUNHA et al., 2004; CUNHA et al., 2017). A escolha da maré cheia possibilitou
uma melhor visualizagdo dos microrganismos nas contagens ao microscopio, pois na
maré baixa o rebaixamento do nivel d"agua na captacdo da ETAm fica mais evidente,
favorecendo a entrada de maior concentracdo de sdlidos suspensos devido as suas
caracteristicas e proximidade com o leito do rio.

Em cada ponto amostral (Fig 2B, 2C) foram examinados pardmetros fisicos,
quimicos e microbioldgicos descritos na Tabela 1. No entanto, o foco deste capitulo é o
monitoramento da &gua bruta do rio Amazonas destinada ao consumo humano. A exce¢ado
deste capitulo serdo as analises de cianotoxinas, as quais serdo discutidas também na agua

tratada.

Figura 2A-C: Pontos de amostragem na Estacdo de Tratamento de Agua da CAESA. 2A
Vista aérea da ETAm com seta vermelha destacando a entrada de agua bruta do Rio

Amazonas; 2B Ponto de coleta de agua bruta-seta vermelha; 2C Ponto de coleta agua

tratada-seta azul.
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As coletas de amostras de agua do Amazonas foram realizadas na propria ETAm
ao invés de ocorrerem na adutora de captacdo (Fig. 1—circulo verde) devido a vantagens
relacionadas & logistica de pesquisa e seguranca da equipe. Antes do inicio da amostragem
foram realizadas coletas piloto para comparar diferencas entre as amostras obtidas no
ponto de captagdo no Rio Amazonas e as do ponto de entrada de &gua bruta (na ETA a
1000 m de distancia da captacdo). N&o foram observadas diferencas em relacdo a
composicdo e abundancia de espécies, e também com relacdo aos parametros ambientais
(fisico-quimicos e hidrometeoroldgicos). Ainda, a estrutura oferecida pela ETAmM
permitiu a coleta quase simultdnea de parametros antes e ap0s o tratamento, além de
fornecer mais seguranca, uma vez que a passarela da adutora estd a uma altura
consideravel sob o rio Amazonas e apresenta varias falhas e buracos, que poderiam levar
a perdas de equipamentos ou queda de pesquisadores no rio.

E importante frisar que existe projeto de monitoramento mensal realizado pelo
Laboratério de Analise de Aguas (LANA) do IEPA sob responsabilidade do Dr. Luis
Takiyama desde janeiro de 2013. As coletas do referido projeto séo realizadas na adutora
e sdo analisados parametros fisicos e quimicos da agua, além de coleta de plancton. Este
ultimo, ndo foi avaliado desde o inicio do projeto devido a auséncia de profissionais da
area na equipe (BRITO, 2014- comum. pessoal). Contudo, a autora teve acesso as
informacOes prévias de amostras coletadas no rio, ratificando a decisdo de realizar a

amostragem apenas na ETAmM.

2.3 PROCEDIMENTOS DE COLETA E ANALISE

2.3.1 Fatores ambientais

Foram efetuadas medidas de parédmetros fisicos e quimicos (temperatura da agua,
pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, sélidos totais dissolvidos) in situ com os
equipamentos descritos na Tabela 1 (Fig. 3A). A transparéncia da agua também foi
verificada em campo pelo disco de Secchi (Fig. 3B). Além das analises em campo, foram
coletadas amostras de agua de 500 mL em frascos estéreis de vidro para cada um dos
parametros estudados: quimicos (NHs, NO3, PO43-, SO4, CI) e metais (Al3, Fe), turbidez,

coliformes totais e E. coli (com saco estéril comercial), toxinas para as analises em LC-
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MS, ELISA, e biologia molecular (Tabela 1). As amostras foram preservadas sob

refrigeracdo para andlise em laboratorio.

Tabela 1: Parametros monitorados no Rio Amazonas, unidades de medida, e métodos e
equipamentos de andlise.

Parametros Unidade Método/ Equi pamento
pH pH pHmetro portatil - OrionStar A121 Thermoscientific
Oxigénio Dissolvido mg L? YSI 550 A sonda de OD
Microcistina- LR g Lt ELISA, biologia molecular, LC-ESI-MS/MS
Nitrato mg L! Reduction Cadmium/ Espectrofotdmetro
é Amdnia mg L? Nessler/ Espectrofotémetro
§ Ortofosfato mg L1 Phosver3/ Espectrofotdmetro
© Cloreto mg Lt Mercuric Thiocyanate/ Espectrofotdmetro
Sulfato mg L1 Method Sulfaver/ Espectrofotdmetro
Aluminio mg L1 Aluver/ Espectrofotometro
Ferro mg L? Ferrover/ Espectrofotdémetro
Transparéncia cm Disco de Secchi
Zona Eufotica cm Disco de Secchi x 3.0
Turbidez NTU Turbidimetro AP2000 Policontrol
Sélidos Total Dissolvidos  ppm Sonda portatil CE, TDS e temperatura HI8730 Hanna
Condutividade Elétrica uS cnrt Sonda portatil CE, TDS e temperatura HI8730 Hanna
«» Temperatura da 4gua °C pHmetro portétil - OrionStar A121 Thermoscientific
% Temperatura min do ar °C INPE
" Temperatura max do ar °C INPE
Insolagéo h INPE
Irradiagdo W 2 INPE
Precipitacdo diaria mm Estacdo metereoldgica/ INMET
Precipitacdo mensal mm Estacdo metereoldgica/ INMET
Preamar m Tébua de maré/ Marinha do Brasil
Vazéo m3 st Hidroweb ANA
§ Coliformes Totais TC/100 mL Substrato cromogénico Colilert
S Ecoli E.coli/100 mL  Substrato cromogénico Colilert
'§ Cianobactérias Cels/mL Sedimentacdo em camaras de Utermdhl
A quantificacdo de quimicos e metais foi realizada pelo método

espectrofotométrico (Figura 3C) usando um espectrofotdmetro DR 3900 Hach (Colorado,

EUA) e a turbidez com o turbidimetro AP2000 Policontrol seguindo as recomendacgdes

de APHA (2005) nos laboratorios de Quimica, Saneamento e Modelagem de Sistemas
Ambientais (LQSMSA/UNIFAP) e da CAESA. Pardmetros como radiacdo solar

incidente e insolacéo foram obtidos das bases de dados do Instituto Nacional de Pesquisas



96

Espaciais (CPTEC/INPE, 2016), enquanto que os dados de precipitacdo e temperatura do
ar para Macapa foram disponibilizados pelo Institutto Nacional de Meteorologia
(BDMEP/INMET, 2016). Os dados de vazdo foram obtidos do banco de dados online
HIDROWEB da Agéncia Nacional de Aguas (ANA/2016). A quantificacdo de coliformes
totais e termotolerantes foi realizada pelo método do Substrato Cromogénico Definido
com o kit comercial Colilert ® conforme recomendacdes do fabricante.

Figura 3: Analise de parametros fisicos e quimicos do Rio Amazonas A) Medicdo dos
parametros fisicos e quimicos in situ , B) medidas de transparéncia com disco de secchi

C) andlise espectrofotométrica em laboratdrio.

‘ \"<

Os dados das variaveis ambientais foram utilizados em analise multivariada
(Andlise de Correspondéncia Canbnica - CCA) para buscar associagbes com a

concentragcdo de cianobactérias e cianotoxinas.

2.3.2 Contagem e identificacdo de cianobactérias

Para a analise quantitativa de cianobactérias foram coletados 1000 mL de amostra
da &gua bruta, posteriormente fixadas com solucdo de Lugol (7 mL para 1 L) e
armazenadas em frascos de vidro ambar (Figura 4) (APHA, 2005). O processo de
contagem foi realizado pelo método de sedimentacdo em camaras de Utermohl de 5 mL,
pois este foi o maior volume em que foi possivel enxergar os organismos devido a
presenca de muitos solidos na agua do Rio Amazonas. ApOs o0 preparo das camaras de

Utermohl, as mesmas foram armazenadas em recipientes fechados Umidos longe de



97

qualquer trepidacdo para que a sedimentacdo ocorresse de forma homogénea e sem risco
de formacao de bolhas de ar (devido a evaporagdo). O tempo de sedimentagdo foi de ~24
h, sendo superior ao tempo minimo recomendado de 1 hora de sedimentagdo para cada
milimetro de coluna (APHA, 2005). Todo o procedimento de andlise foi realizado em
microscopio invertido Axiovert Al (Zeiss, Alemanha) com o sistema de imagem Zen Lite
2012 com aumento de 400x nas dependéncias do Laboratério de Quimica, Saneamento e
Modelagem de Sistemas Ambientais da UNIFAP (LQSMSA).

Como ndo foi possivel aumentar o volume da amostra, a contagem consistiu em
analisar toda area da base da camara de 5 mL (2,5 cm de didmetro), identificando as
espécies de cianobactérias e contando todas as células de individuos, colénias e
filamentos deste grupo. Para obter a densidade de células por mililitro (cels. mL-1), foi
utilizada a equacdo (1), descrita na secdo 10200-Técnicas de contagem do fitoplancton
do Standard Methods (APHA, 2005):

cels/mL= C. Av/Ac. V (Equacéo 1)

Onde, C = nimero de células contadas
A: = Area total da base da cAmara de Utermohl utilizada (4,9 crm?)
Ac = Area contada (4,9 cnm?)

V = Volume da camara de Utermdhl (5 mL)

O calculo final da densidade foi simplificado, uma vez que a area contada foi igual
a area da camara (4,9/4,9=1). Desta forma, para obtecdo do numero de células de
cianobactérias por mililitro bastou multiplicar o nimero de células contadas por 0,2 (1/5=
1 dividido pelo volume 5 mL= 0,2). Este valor € definido como fator de concentracdo
pela norma técnica Cetesb L5303 (CETESB, 2012), e representa simplificadamente o

mesmo célculo recomendado por APHA (2005).
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Figura 4: Coleta de agua para quantificacdo de cianobactérias na ETAmM, agua bruta.
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A identificacdo das cianobactérias pela andlise quantitativa foi realizada com
auxilio do microscopio invertido Axiovert Al (Zeiss, Alemanha) e da seguinte
bibliografia: Bicudo & Menezes (2006); Lamparelli et al. (2014); Komarek &
Anagnostidis (1999); Komarek & Anagnostidis (2005); Komarek (2013) e Sant’ Anna et
al. (2006; 2012). As espécies mais frequentes e abundantes foram isoladas e sua
identificacdo confirmada por métodos polifasicos (OLIVEIRA et al, 2019), o que
facilitou a identificacdo das cianobactérias encontradas no monitoramento quantitativo.

As espécies consideradas abundantes foram aquelas cujo percentual (abundancia)
foi superior & abundancia média das demais espécies, isto €, a0 numero total de individuos
dividido pelo ndmero de espécies. Foram consideradas dominantes as espécies Cujos
individuos constituiram >50% em relacdo ao numero total de individuos da amostra
(LOBO; LEIGTON, 1986).

2.3.3 Biovolume

O biovolume celular médio foi estimado a partir das medidas de células de
cianobactérias, as quais apresentam formas geométricas conhecidas (cilindro, esfera,
entre outras). Para obtencdo do biovolume, foram efetuadas medicGes de comprimento e
diametro nas células de pelo menos 30 individuos de cada espécie em cada amostra

mensal (APHA, 2005). Esse valor nem sempre foi alcancado, pois algumas espécies
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tiveram baixa frequéncia de ocorréncia. Nestes casos, o calculo foi realizado com dados
do total de observacGes. A partir do valor médio de comprimento e didmetro mensal,
foram efetuados os célculos de biovolume celular médio (um®) conforme a forma
geométrica de cada espécie (HILLEBRAND et al.,, 1999; SUN; LIU, 2003). Os valores
de volume celular médio foram multiplicados pela densidade (cels.mL!) para obtecdo do
biovolume total (um3.mL1) (HILLEBRAND et al, 1999; SUN; LIU, 2003), que foi
dividido por 10-® para conversdo em mm?3.L-1. Além disso, foi realizado também o calculo
da superficie celular (area).

As equacdes para o calculo de biovolume e da area da superficie celular estdo

descritas abaixo (EquagOes 2a-b e 3a-b):

Cilindro:

V=n/4. d?. H (Equacdo 2a)
A= 7. d. (d/2+h) (Equacao 2b)
Esfera:

V= n/6. d3 (Equacéo 3a)
A= 7. d? (Equacéo 3b)

Onde, V = Volume
A = Area
n=314
d = diametro celular, largura (pm)

h = comprimento celular (um)

2.3.4 Deteccao de cianotoxinas

Para avaliar a presenca de toxinas na &gua, foram coletados mensalmente 500
mL de &gua bruta e de agua tratada para cada um dos métodos de analise (ELISA,
screening molecular e LC-MS). Cada amostra foi filtrada em filtros GF/F, gerando duas
subamostras: fracdo dissolvida (filtrado) e fragdo celular (filtro). Ambas foram
armazenadas em freezer para posterior anélise (MERILUOTO; CODD, 2005). A

separacdo em duas fracbes visou quantificar as cianotoxinas intracelulares e
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extracelulares. Este método foi aplicado em todas as amostras destinadas a analise de
cianotoxinas.

Foram realizados trés tipos de exames para deteccdo de cianotoxinas, sendo o
primeiro pelo método de ELISA. Posteriormente, os filtros foram analisados em busca de
marcadores moleculares associados a produgdo de cianotoxinas. Finalmente, as amostras
positivas foram avaliadas por espectrometria de massa por cromatografia liquida (LC/

MS). Desta forma, foi possivel confirmar os resultados e evitar falsos positivos.

2.3.4.1 Quantificacdo pelo método de ELISA

As amostras destinadas a analise pelo método de ELISA foram analisadas em
triplicatas. Para a extracdo das toxinas da fracdo celular (Fig. 5), os filtros foram
macerados em um cadinho com 10mL de éagua destilada. Em seguida, o material foi
transferido para um tubo Falcon e alocado em freezer -80°C. Ap0s isso, a amostra foi
congelada e descongelada 3 vezes com o intuito de promover a quebra celular. Terminado
esse processo, a amostra foi analisada ao microscopio para confirmar se houve
rompimento celular (CHORUS; BARTRAM, 1999). Logo apds, o material foi
centrifugado a 4.000 RPM por 20 minutos e o sobrenadante foi armazenado em eppendorf
(1,5mL) e congelado até o momento da andlise pelos kits de Elisa.

Figura 5: Deteccdo de cianotoxinas pelo método de ELISA em placas.

o0

Para as andlises de toxinas por ELISA foram utilizados os kits de microcistina e
saxitoxina em placa da marca Beacon ®. O de microcistina permite detectar a partir de
0,1 ppb de microcistina-LR (que é utilizada como calibrador), apesar de ndo diferenciar

entre MC-LR e outras variantes. Ele apenas detecta a presenca de microcistina em graus
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diferentes, sendo a reatividade cruzada: MC-LR (100%), -RR (73%), -YR (58%), -LA
(2%), -LF (3%), -LW (4%), e nodularina (126%). Ja o kit de saxitoxina detecta
concentragdes tdo baixas quanto 0,02 ppb. A execugdo dos testes ocorreu no Laboratdrio
Central de Saude Publica do Amapa (LACEN/AP), no Laboratério de Virologia com
leitora de ELISA e lavadora de placas. Apds o término do ensaio, os resultados das
absorbancias foram plotados em planilha eletronica fornecida pelo fabricante que mostra
as concentracdes de toxinas. Ambos os kits foram calibrados e obtiveram R? > 0,98 em

relacdo a curva de calibracéo.

4.3.4.2 Deteccao de genes associados a producdo de cianotoxinas em amostras ambientais

O DNA genomico foi extraido de cada filtro oriundo das amostras de agua bruta
e tratada com o kit PureLink™ Genomic DNA (Invitrogen) utilizando o protocolo de lise
de bactérias gram-negativas conforme recomendacdes do fabricante. A amplificacdo do
DNA (PCR) foi realizada utilizando o gene RNAr 16S para deteccdo de cianobactérias, e
também foi realizada uma busca molecular por genes envolvidos na producdo de
cianotoxinas (microcistina, saxitoxina, anatoxina e cilindrospermopsina).

Todas as reacOes foram feitas em volume final de 20 pL, composto de: 5x Green
GoTaq® Flexi Buffer, 25 mM de MgCk, 10 pmol de cada primer forward e reverse
(Tabela 2), 10 mM de mix dNTP, Albumina Bovina (BSA) e 0,5 U de GoTag® DNA
polimerase. As reagbes de PCR foram executadas no termociclador Biometra T
professional gradient (Biometra, Gottingen, Alemanha). Primers e controle positivos
estdo descritos na Tabela 2. As condicdes da PCR utilizadas para o gene RNAr 16S e
genes associados a producdo de cianotoxinas serdo descritas a seguir:

RNAr 16S: 95° C por 2 min, seguido de 35 ciclos, cada um consistindo de uma
desnaturacdo de 1 min a 95°C, anelamento por 45s a 55°C, e extenséo de 1 min a 72°C.
A extensdo final foi de 5min a 72°C.

mcyA: a desnaturagdo inicial ocorreu a 95°C por 2 min, seguida por 35 ciclos
consistindo de desnaturacdo a 95°C por 1 min 30s, anelamento a 56°C por 30s, e extensdo
a 72°C por 50s. A extensdo final deu-se a 72°C por 7 min, seguida de resfriamento a 8°C.

mcyE: para a amplificacdo do mcyE, o primeiro passo foi a 92°C por 2 min,
seguido por 35 ciclos consistindo de 92°C por 20s, 52°C por 30s e 72°C por 1 min. A

fase final ocorreu a 72°C por 5 min, seguida de resfriamento a 8°C. A cepa Microcystis
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aeruginosa LEGE 91339 foi utilizada como controle positivo para a amplificacdo dos
genes mcyA e mcyE.

sxtl: Para a amplificacdo do gene sxtl, o primeiro passo foi a 94°C durante 3 min,
seguido por 35 ciclos consistindo de 94°C durante 10s, 60°C durante 20s e 72°C durante
1 min. A extensdo final deu-se a 72°C por 7 min, seguida de resfriamento a 8°C. Utilizou-
se a cepa Aphanizomenon gracile LMECYA 040 como controle positivo para a
amplificagdo do gene sxtl.

anaC: Para a amplificacdo do gene anaC, o primeiro passo foi a 94°C durante 2
min, seguido por 35 ciclos consistindo em 94°C durante 30 s, 58°C durante 30 s e 72°C
durante 30s. A fase final ocorreu a 72°C por 5 min, seguida de resfriamento a 8°C. A cepa
Anabaena sp. LEGE X-002 foi usada como controle positivo para a amplificacdo do gene
anacC.

Ps e pks: Por fim, a primeira fase de amplificacdo dos genes PS e PKS ocorreu
em 95°C por 2 min, seguida por 35 ciclos consistindo de 95°C por 1min 30s, 55°C por
30s e 72°C por 50s. Ademais, uma fase de 7 min a 72°C e o resfriamento a 8°C. O DNA
genébmico extraido de Cylindrospermopsis raciborskii LEGE 97047 foi utilizado como

controle positivo para esta amplificacéo.

Tabela 2: Primers utilizados para detectar cianobactérias e grupos de genes das

cianotoxinas microcistina, saxitoxina, anatoxina e cilindrospermopsina.

Gene  Primer Sequéncia Primer 5°- 3’ Tamanho(pb)  Referéncia
CYA106F/ CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA
16S 675 Nubel et al. (1997)
CYAT81IR GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT
65 CYA359F/ GGGGAATYTTCCGCAATGGG 3 Nibel et al. (1997)
1 1135
1494R TACGGCTACCTTGTTACGAC Neilan et al. (1997)
AAAATTAAAAGCCGTATCAAA Hisbergues
mcyA CDI1F/ CDIR 297
AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT et al. (2003)
TTTGGGGTTAACTTTTTTGGGCATAGTC Jungblut; Neilan
mcyE  HEPF/ HEPR 472
AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT (2006)
SXTI 682F/ GGATCTCAAAGAAGATGGCA
sxtl 100 Lopes et al. (2012)
SXTI 877R GCCAAACGCAGTACCACTT
TCTGGTATTCAGTCCCCTCTAT Rantala-Ylinen
anaC  anaCF/ anaCR 366

CCCAATAGCCTGTCATCAA etal. (2011)
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GAAGCTCTGGAATCCGGTAA Schembri et al.
pks*  M4/M5 535/540
AATCCTTACGGGATCCGGTGC (2001)
GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC Schembri et al.
ps* M13/M14 511/534
GATGGAACATCGCTCACTGGTG (2001)

" PKS e PS sdo genes diretamente associados com a habilidade de produzir cilindrospermopsina
(SCHEMBRI et al., 2001).

Os produtos das amplificacbes foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com SYBR® Safe. Os resultados positivos para os fragmentos de
genes envolvidos na producdo de cianotoxinas foram purificados com o kit Gel
NucleoSpin® e PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha) e sequenciados
bidirecionalmente por sequenciamento de Sanger pela companhia GATC Biotech
(Alemanha). As sequéncias foram alinhadas com o software Geneious 8.1 e foram
comparadas com sequéncias depositadas na base de dados GenBank utilizando o
BLASTx (Ferramenta béasica de pesquisa de alinhamento local) para confirmar a
identificacdo da toxina. As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas no
GenBank do NCBI sob os nimeros de acesso MG914077-MG914079.

2.3.4.3 Quantificacdo por LC-MS/MS

As amostras com resultados positivos para toxinas no ELISA e no screening
molecular, foram analisadas por cromatografia liquida com espectrémetro de massa (LC-
MS). Antes das analises, houve um pré-processamento das amostras. No caso das fragdes
dissolvidas (filttrado) foram utilisados cartuchos C18 de extracdo em fase sdlida (SPE)
(Tabela 3) com metanol (MEREL et al., 2013). Em seguida, o material adsorvido no
cartucho foi eluido com 10 mL de MeOH 100% e submetido a evaporacdo a temperatura

ambiente. O material foi entdo ressuspenso com 1 mL de MeOH 50% para as analises.

Tabela 3: Procedimento de extracdo em fase sdlida (SPE-Solid Phase Extraction) em

cartuchos C18 para andlise em LC-MS.

Passos Solvente SPE 1 Volume (mL)
Acondicionamento MeOH 100% 20
Acondicionamento H20 20

Aplicacdo da amostra Amostra- agua 500

Lavagem MeOH 20% 20

Eluicéo MeOH 100% 10
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As fragOes celulares foram sonicadas em MeOH 50% (5 vezes, 60s, 60Hz) em
gelo para extracdo das toxinas intracelulares. ApoOs isso, foram congeladas e
descongeladas trés vezes verificando-se a lise celular por microscopia. Por fim, foram
centrifugadas e o sobrenadante foi recolhido para analise. As amostras oriundas de fracdes
dissolvidas e celulares foram liofilizadas. O solido obtido ao final deste processo foi
diluido em MeOH 50% para evitar efeitos de matriz.

O sistema de LC-MS utilizado para quantificar microcistina-LR foi um
cromatégrafo a liquido modelo Finnigan Surveyor (Thermo Scientific, San Jose, EUA)
acoplado com um espectrémetro de massas do tipo ion-trap (armadilha de ions) modelo
LCQ Fleet, com ionizacdo por electrospray — ESI, equipado com bomba Surveyor LC,
com amostrador automatico (Surveyor- Autosampler) e um detector de fotodiodos (PDA-
Surveyor). O programa Xcalibur™ versdo 2 (Thermo Scientific, San Jose, EUA) foi
utilizado para aquisicdo de dados e processamento. O espetrometro de massas foi operado
em modo Full scan. A voltagem do capilar e das lentes do tubo foram mantidas em 22 e
120kV, respectivamente e a voltagem utilizada foi 5,5 kV. Nitrogénio foi utilizado como
gas de bainha e como gas auxiliar, e 0 hélio como gas de colisdo na armadilha de ions a
uma pressdo de 3 bar. O fluxo de gas de bainha foi 80 (unidade arbitraria) e a do gas
auxiliar foi 10. A temperatura capilar foi mantida em 350 °C.

A separagdo foi obtida em coluna C1s Hypersil Gold (100 x 4.6 mm L.D., 5 pm,
Thermo Scientific, Waltham, EUA) mantida em 25 °C, com um fluxo de 0,7 mL/min. O
volume injetado foi 10 uL. em modo parcial. Foi utilizado Full scan (270-2000 m/z) em
modo positivo. Os padrbes e amostras foram injetados em duplicatas, e a cada 6 amostras
foi introduzido um branco e dois padrdes com concentracdes diferentes. A solucdo padréo
de MC-LR foi adquirida a partir da DHI LAB Products (Hgrsholm, Dinamarca, lote n°
MCLR-110), com uma concentragao de 11,026 pg/mL. O sistema foi calibrado utilizando
7 diluicdes da solucdo padrdo de MC-LR (entre 8,5 e 180 ug/L) diluida em 50%
acetonitrila (ACN). A eluicdo foi gradiente e com os eluentes A) Acetonitrilo e B) agua
ultrapura, ambos acidificados com 0,1% acido formico (55 % A e 45 % B durante 0 min,
90 % A e 10 % B durante 12 min, 100 % A durante 12,5 min, 100 % A durante 15 min,
45 % A e 55 % B durante 15,01 e 25 min). Nessas condicdes, o tempo de retengdo de
MC-LR foi 10,16 min e o LOD e LOQ foram 5,7 pg/L e 8,5 pg/L, respectivamente. A

transicdo usada para a quantificacdo foi 995 > 599 (mV/z), com uma energia de colisdo de
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35eV. O ion precursor (m/z 995) e os respectivos fragmentos m/z de 375, 553, 599, 866
e 977 foram monitorados no modo MS/MS, para validar a presenga da toxina.

A andlise molecular de busca por genes associados a producdo de cianotoxinas e
a andlise de LC-MS foram realizadas no Laboratorio Blue Biotechnology (BBE) do
CIIMAR, Matosinhos, Portugal.

2.3.5 Analises estatisticas

2.3.5.1 Influéncia dos fatores ambientais na concentragdo de cianobactérias e

cianotoxinas

A anélise de correspondéncia canbnica (CCA) foi utilizada para inferir sobre a
influéncia dos fatores ambientais na abundancia de cianobactérias. Este método é ideal
para revelar as relagbes entre os tdxons e as variaveis fisico-quimicas do ambiente, sendo
bastante aplicado na analise de abundancia de organismos aquaticos, as quais usualmente
sdo funcbes unimodais das variaveis ambientais (ter BRAAK; VERDONSCHOT, 1995).

A CCA devwe ser utilizada quando o conjunto de dados y (espécies, abundancias)
é explicado pelo conjunto de dados x (fatores ambientais) (LEGENDRE; LEGENDRE,
2012). Para sua aplicacdo recomenda-se que pelo menos dois dos critérios abaixo sejam
preenchidos: 1) relacbes unimodais; 2) dados apresentam valores positivos, apesar de
conter muitos zeros; 3) os dados sdo de composicdo, no sentido de que valores relativos
sdo relevantes para o problema (ter BRAAK; VENDONSCHOT, 1995). Todas as
premissas foram atendidas, exceto a distribuicdo das espécies Leptolyngbya sp. (bimodal)
sp. e Pseudanabaena sp. (trimodal).

Para realizar a analise de correspondéncia canbnica foram utilizados dados de
abundancia relativa de cianobactérias conforme recomendacdo de ter Braak &
Verdonschot (1995). Espécies com densidade <10% da densidade total ou com frequéncia
de ocorréncia <20% foram excluidas da analise. Primeiramente, foi feita transformacéo
de In(x+1) nos dados bidlogos e ambientais. Em seguida, foi realizada a selecdo das
variaveis fisicas e quimicas utilizadas na CCA por meio de “forward selection” na fungéo
ordistep do pacote vegan, software R 3.4.3 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2017).

Foram aplicados testes de permutacdo (anova.cca, funcdo R) para testar a significancia
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do modelo, dos eixos e das varidveis ambientais selecionadas. Além disso, foi calculado
o fator de inflacdo (VIF), sendo eliminadas as variaveis com VIF>15, considerando que
VIF> 10 ou 20 indicam variaveis multicolineares (OKSANEN, 2012). Tal selecdo visou
remover variaveis explanatorias irrelevantes da analise, fatores altamente correlacionados
e aqueles com menor variacdo (ter BRAAK; VERDONSCHOT, 1995). Apos a triagem,
a CCA foi realizada no software Past 3.19. Ademais, foi efetuada uma analise de
correlacdo de Spearman com todas as variaveis do estudo (matriz cheia) como o objetivo
de identificar quais fatores estdo associados aos que foram selecionados na CCA para
uma melhor interpretacdo dos resultados desta Gltima. Para as andlises de CCA e de
correlacéo, foram utilizados os dados do monitoramento de maio de 2015 a abril de 2016,
uma vez que alguns pardmetros ambientais ndo foram coletados na primeira amostragem
(abril 2015), a qual foi propositadamente desconsiderada.

Além das anélises de CCA, foi realizado no software Past Past 3.19 o célculo do
indice de diversidade de Shannon-Wiener (HO) para todas as amostras, assim como o da
uniformidade de Pielou (J), e do estimador de riqueza Chao 2. Este Gltimo foi utilizado

para estimar a quantidade de espécies e indicar se a amostragem foi satisfatoria.

3 RESULTADOS

3.1 PARAMETROS AMBIENTAIS

A caracterizacdo da &gua bruta e tratada do rio Amazonas durante o
monitoramento de um ano estdo na Tabela 4. Durante o periodo do estudo, o pH do rio
esteve proximo ao neutro (6,6 + 0,28); a média de oxigénio dissolvido foi de 6 + 0,7 mg.
L-1; a transparéncia variou entre 12 e 36,5 cm, sendo menor de janeiro a abril; enquanto
que a turbidez (média anual 55,5+ 41 NTU) foi maior também de janeiro a abril (média
107,7 NTU), isto é, pouco tempo apds o inicio das chuvas na regido (VILHENA et al.,
2018).

A condutividade elétrica ndo diferiu significativamente ao longo do ano (50,4 +
7,81uS cmrl), como ocorreu com o TDS (24,3 + 4,41ppm), enquanto a insolagédo e
irradiacdo variaram de 1,3 a 10,6 h (7,7 + 3,4h) e de 86,6 a 312,3 W m2 (241,9 +75,6 W
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mr2), respectivamente ( Tabela 4). A temperatura da agua variou de 25 a 30,3 (28,8 +1,7
°C) e o nivel da agua na preamar de 2,9 ma 3,4 m (média 3,1 + 0,2 m), sendo estavel
durante o ano.

Com relagcdo a precipitacdo, ndo houve chuvas de setembro a novembro de
2015, e ocorreu uma precipitacdo muito baixa em dezembro (26,6 mm). Os maiores
valores de precipitacdo ocorreram de fevereiro a abril de 2016 (média 498,73 mm) e maio
de 2015 (375,9 mm). Coliformes totais e E. coli apresentaram grandes variagdes durante
0 ano (Tabela 4). Quanto as cianobactérias, a densidade média foi de 2,1 x 102 cels. mL-
1, com pico de densidade em julho ( 1,09 x 108 cels. mL -1). A maior concentracdo de
microcistina-LR também foi observada em julho de 2015 (2,1 pg L1), na 4gua bruta. A
dgua tratada estava em conformidade com os valores recomendados pelo governo

brasileiro disponiveis na Portaria de Consolidacdo n° 5 (BRASIL, 2017).



Tabela 4 Valores de média, desvio padrdo, minimo e maximo para 0s parametros monitorados na agua bruta e tratada do Rio Amazonas.
* DP: Desvio padrdo; VMP: Valor Maximo Permitido

Parametro Agua Bruta Agua tratada Padrdo &gua tratada Portaria
Média + DP Min-max Média + DP Min-max n°s/Ms/2017
pH 6,6 + 0,28 6-7,2 6,0 £ 0,3 5,44-6,7 Em conformidade
Oxigénio Dissolvido (mg L1) 6,0 £ 0,71 4,86-6,8 42 +0,2 3,85-45 -
Microcistina- LR (ug L) 0,4 + 0,69 0-2,11 0,01 +£0,03 0-0,1 Em conformidade
Nitrato (mg L1) 0,4 +0,83 0-2,5 09+13 0,02-4,5 Em conformidade
Amdnia (mg L) 0,7+054 0,05-1,67 0,1 0,05 0-0,2 Em conformidade
Ortofosfato (mg L) 03+044 0,02-1,66 0,13 +0,09 0,05-0,4 -
Cloreto (mg L1) 8,7 +917 1,6-25,8 3817 1,8-6,8 Em conformidade
Sulfato (mg L1) 18 +148 0-4 14 +36 90-21,0 Em conformidade
Aluminio (mg L) 0,1 +0,07 0,03-0,31 0,11 +0,06 0,006 - 0,2 Em conformidade
Ferro (mg L) 22 +126 0,89-5,46 07+11 0,07- 3,9 *Acima do VMP 0,3
Transparéncia (cm) 253 +9,6 12-36,5 - - -
Zona eufética (cm) 759 £28,9 36-109,5 - - -
Turbidez (NTU) 55,5 +£41 19,8-122 9,8 £ 135 141 — 489 *Acima do VMP 5,0
Sélidos Totais Dissolvidos (mg L1) 24,3 £4,41 20-30 31,2 £8.2 20-40 Em conformidade
Condutividade Elétrica (uS cmrt) 50,4 £7,81 40-60 68,2 +10,7 50- 80 -
Temperatura da agua (°C) 288 £1,7 25-30,3 289 £17 24.4- 30,7 -
Temperatura minima do ar (°C) 243 £0,8 22,7-25,7 243 £0,8 22,7- 25,7 -
Temperatura maxima do ar (°C) 332 £2 28,9-35,3 332 £2 28,9- 35,3 -
Insolacédo (h) 77 +34 1,3-10,6 77 +34 1,3- 10,6 -
Irradiagdo (W mr2) 2419 + 75,6 86,6-312,3 2419 £ 75,6 86,6- 312,3 -
Precipitagdo diaria (mm) 53+76 0-22,4 5376 0-224 -
Precipitagdo mensal (mm) 206+209 0-528,2 206+209 0-528,2 -
Nivel da agua (m) 3102 29-34 3102 29- 34 -
Vazdo (m? s1) 177.376 +72.829 89.302-279.922 177.376 +72.829 89.302-279.922 -
Coliformes Totais (TC. 100 mL1) 12838,7 +7239,23 2658-22494 0,0 0,0 Em conformidade
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Tabela 4 Valores de média, desvio padrdo, minimo e maximo para 0s parametros monitorados na agua bruta e tratada do Rio Amazonas.
* DP: Desvio padrdo; VMP: Valor Maximo Permitido
106

E.coli (E.coli.100 mL1) 1082,7 + 1832,57 68-6780 0,0 0,0 Em conformidade
Cianobactérias (cels mL1) 2147 £ 277,81 89,4-1090 - - Em conformidade
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3.2 CONTAGEM E IDENTIFICACAO DE CIANOBACTERIAS

O monitoramento realizado durante um ano de amostragem possibilitou detectar
dez taxons de cianobactérias, além de confirmar a presenca de toxinas na captacdo de
agua para consumo na cidade de Macapa. E importante frisar que os taxons mais
frequentes foram identificados por morfologia e por taxonomia polifasica, os demais
foram identificados apenas por morfologia.

Os taxons identificados no monitoramento da agua bruta do Rio Amazonas foram:
Limnothrix planctonica, Alkalinema pantanalense, Leptolyngbya sp., Pseudanabaena
sp., Raphidiopsis mediterranea, Anabaena sp., Dolichospermum sp., Geitlerinema
splendidum, Cephalothrix lacustris, e uma cianobactéria ndo identificada que foi
nomeada “morfoespécie 17} todas estas espécies sdo filamentosas.

As espécies mais abundantes foram L. planctonica, Leptolyngbya sp. e A.
pantanalense (Fig. 6). As duas primeiras dominaram a comunidade representando >50%
de todos os espécimes na amostra; L. planctonica dominou durante maio-setembro, e
Leptolyngbya sp. de novembro a marco (Fig. 7). Limnothrix planctonica e A.
pantanalense ocorreram em 100% das amostras, Leptolyngbya sp. em 92%, e as demais
espécies ocorreram em < 50% das amostras. Os maiores valores de densidade de células
de cianobactérias foram observados em julho de 2015 (1,09 x 10° cels.mL1), ao passo

que janeiro apresentou a menor densidade celular 8,94 x 10 céls. mL™! (Tabela 4).



Figura 6: Abundancia relativa de cianobactérias na agua
0 periodo de estudo (abril de 2015 a abril de 2016).
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Figura 7: Densidade de células de cianobactérias no ponto de captacdo de agua para

abastecimento no Rio Amazonas de abril de 2015 a abril de 2016.

1200

1000

800

600

400

200

Densidade de cianobactérias (cels. mL 1)

AT T
A A A R A R

@ Limnothrix
m Raphidiopsis
=2 Cephalothrix

B Alkalinema
& Anabaena

= Morfoespécie 1

B Pseudanabaena

8 Leptolyngbya
Dolichospermum @ Geitlerinema



112

As espécies registradas no monitoramento foram caracterizadas e suas descricoes

seguem abaixo. O resumo das informacgdes estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Caracteristicas das células de cianobactérias identificadas no monitoramento.

Taxon Formato  d (um) d min-  h (um) hmin- Area  Volume S/V  Médiade N
Max max média médio células  amostral
(um) (um) () (um?) por (células)
tricoma
L. planctonica cilindrico 1,94 +0,6 0,742 50 %15 1,7-9,9 36,8 150 25 191 778
A. pantanalense cilindrico 1,31 £04 0,7-20 29 0,7 1,6-5,8 14,7 39 37 22,3 76
Leptolyngbya sp. cilindrico 1,17 +04 0,724 41 +13 2,0-6,5 17,2 44 39 20,8 58
Pseudanabaenasp. cilindrico 2,76 +06 1,0-39 48 +0,9 2,8-7,6 53,7 288 19 14,5 54
R. mediterranea cilindrico 1,27 +0,3 0825 3,7 0,9 2,4-6,7 17,3 47 37 12,8 24
Anabaenasp. cilindrico 3,19 +0,1 3,0-33 6009 46-75 76,4 482 16 48,0 15
G. splendidum cilindrico 2,72 +0,7 1846 6,029 26-14,6 63,8 3B6 18 66,3 80
C. lacustris cilindrico 6,36 +1,8 4,2-87 39 +13 2,4-6,5 140,7 1227 11 58,0 9
Morfoespécie 1 cilindrico 219 +04 1831 70z%12 50-85 55,8 264 21 27,7 12
Dolichospermum sp. esférico 6,22 +0,8 45-79 1215 1260 10 18,3 37

Legenda: d- Diametro celular (um); h- Comprimento celular (um)

Limnothrix planctonica (Fig. 8):

As populagdes de Limnothrix planctonica da area de estudo apresentam tricomas

solitarios, longos, isopolares, quase retos, ndo atenuados, ndo constritos ou levemente

constritos proximo aos septos, os quais sdo translicidos, além de cor verde oliva, verde

palido, ou verde-azulado brilhante. N&o formam necridios, apresentam facultativamente

mucilagem hialina bem fina observavel na célula apical. As células de Limnothrix

planctonica sdo cilindricas, medindo entre 0,7-4,2 um de diametro, e 1,7-9,9 um de

comprimento (Tabela 5), apresentando pequenos aerdtopos facultativos nos poélos. O

biovolume celular médio deste taxon foi de 15,0 pme.
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Figura 8: Tricomas de Limnothrix planctonica com aumento de 400x

Alkalinema pantanalense (Fig. 9):

A espécie Alkalinema pantanalense apresenta tricomas de tamanho pequeno a
médio, quase retos, profundamente constritos, e ndo formam necridios. As células sdo
cilindricas, com uma pequena constricdo ao meio, semelhante ao formato de barril. Seu
didmetro variou entre 0,7-2,0 pm e o comprimento entre 1,6-5,8 pm; com biovolume
celular médio de 3,9 pm, variando de 1 a 12 pm® ao longo do ciclo anual (Tabela 5-
biovolume média mensal). As células apicais podem ser arredondadas ou atenuadas. O

contetdo celular é homogéneo, verde palido, a verde brilhante, e ndo apresenta aer6topos.
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Figura 9: Alkalinema pantanalense com aumento de 400x

Leptolyngbya sp. (Fig. 10):

Leptolyngbya sp. apresentaram tricomas de tamanho variavel, flexuosos, ndo
atenuados, e ocorrem livres ou aderidos a substratos. Apresentaram facultativamente um
envelope mucilaginoso firme, fino e hialino. As células podem ser mais longas que largas,
isodiamétricas, ou subquadraticas com didmetro celular entre 0,7-2,4 pm, e comprimento

entre 2,0-6,5 um. O biovolume celular médio foi de 4,4 pm?.

Figura 10: Leptolyngbya sp. com aumento de 400x
¥ i s T
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Pseudanabaena sp. (Fig. 11):

Os representantes de Pseudanabaena sp. observados no monitoramento
apresentam tricomas solitarios, retos, constritos, ndo atenuados e com poucas células
(~14). As ceélulas séo cilindricas, com extremidades arredondadas, conectadas por septos
que assemelham-se a “pontes hialinas” (Komarek, 2005). O didmetro celular médio
variou entre 1,0-3,9 pm, e comprimento entre 2,8-7,6 pm. O biovolume celular médio de
Pseudanabaena sp. foi 28,8 pmd.

Figura 11: Pseudanabaena sp. com aumento de 400x

Raphidiopsis mediterranea (Fig. 12):

R. mediterranea apresentaram tricomas finos, solitrios, curtos, com poucas
celulas (~13). S&o isopolares, e atenuados em ambas as extremidades, que podem ser
afiladas assemelhando-se ao género Cuspidothrix. Alguns tricomas sdo constritos, ao
passo que outros ndo o sdo, sendo muito dificil a delimitacdo das células. As células
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possuem formato cilindrico, com diametro entre 0,8-2,5 pm e comprimento entre 2,4-6,7

um. O biovolume celular médio desse taxon foi de 4,7 um® (Tabela 5).

Figura 12: Raphidiopsis com aumento de 400x

Anabaena sp. (Fig. 13):
Anabaena sp. apresentou tricomas isopolares e constritos. As células vegetativas

ndo possuem aerdtopos, e tém formato cilindrico, assemelhando-se ao formato de barril,
com diametro celular entre 3,0-3,3 pm e comprimento entre 4,6-7,5 pym de. O biovolume
celular médio foi de 48,2 pm® (Tabela 5). O heterocito possui formato esférico e mede

4,5 um de diametro.
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Figura 13: Anabaena sp. obtida do monitoramento do Rio Amazonas na captacdo de &gua

da cidade de Macap4, aumento de 400x.

Dolichospermum sp. (Fig. 14):

Tricomas solitarios, curvos ou retos, constritos, formados por células esféricas ou
com formato semelhante ao de um barril, contendo aerétopos. As células possuem

diametro entre 4,5-7,9 pm.

Figura 14: Fotomicrografias de Dolichospermum sp. obtida do monitoramento do Rio

Amazonas na captacdo de 4gua da cidade de Macap4, aumento de 400x.
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Geitlerinema splendidum (Fig. 15):

Os tricomas de G. splendidum sdo verde palido a verde brilhante, atenuados em
ambas as extremidades ou em apenas uma, com células apicais alongadas e capitadas,
caracteristicas desta espécies. As células sdo cilindricas e apresentaram em média 2,72
10,7 pm de diametro e 6,0 £2,9 pum de comprimento. O biovolume celular médio foi de

35,6 pe.

Figura 15: Geitlerinema splendidum obtida do monitoramento do Rio Amazonas na

captacdo de agua da cidade de Macapa, aumento de 400x.

Cephalothrix lacustris (Fig. 16):

Os tricomas apresentam cores vivas do verde ao marrom, sdo retos ou flexiveis,
levemente constritos e apresentam facultativamente envelope mucilaginoso hialino. As
células sdo mais largas (4,2-8,7 um) do que longas (2,4-6,5 um) e apresentam aerétopos
facultativos. As celulas apicais podem ser arredondadas ou capitadas com caliptra
facultativa. O biovolume celular médio foi de 122,7 pmd.
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Figura 16: Cephalothrix lacustris obtida do monitoramento do Rio Amazonas na captacdo

de agua da cidade de Macapa, aumento de 400x.

Morfoespécie 1 (Fig. 17):

Tricoma quase reto, formado por células cilindricas ou ovais envoltas em envelope
mucilaginoso hialino. As ceélulas sdo dispostas em fileira com um grande espacamento
intercelular, o qual frequentemente ocorre a cada duas células. O diametro celular varia

de 1,8-3,1 pm e o comprimento varia de 5,0-8,5 pm. O biovolume celular médio foi de

26,4 Us.

Figura 17: Morfoespécie 1 obtida do monitoramento do Rio Amazonas na captacéo de

agua da cidade de Macapa, aumento de 400x.
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3.3 BIOVOLUME

Foi calculado o biovolume das cianobactérias para complementar a contagem de
células. E, desta forma, foi possivel avaliar a biomassa real destes organismos no Rio
Amazonas. Para os tdxons mais frequentes foram feitas medi¢cfes em cada amostragem
mensal, sendo possivel observar a variagcdo das espécies ao longo do ciclo anual (aumento
ou diminuicdo do volume (ver Tabela 6). As espécies que tiveram frequéncia muito baixa

ndo foram medidas a cada amostragem, e sim pela média do total de ocorréncias.

Tabela 6: Biovolume celular médio considerando os valores médios de cada amostragem

(avariacdo ao longo dos meses)

Taxon Biovolume celular médio (um®) Minimo-maximo (um3)
Limnothrix planctonica 11,6 +7,1 4,2-25,4
Alkalinema pantanalense 41432 1,1-12
Leptolyngbya sp. 5,7+3,0 2,6-12,1
Pseudanabaena sp. 28,9 £6,9 22,2-38,6
Raphidiopsis mediterranea 4,7 £1,4 3,1-7,1
Anabaena sp. 48,2 +0 48,2-48,2
Dolichospermum sp. 126,0 £0 126,0-126,0
Geitlerinema splendidum 35,6 £0 35,6-35,6
Cephalothrix lacustris 122,7 +0 122,7-122,7
Morfoespécie 1 26,4 £0 26,4-26,4

A partir dos volumes celulares médios, foi obtido o biovolume total (mm3.L1)
para cada espécie, que corresponde a multiplicacdo dos volumes celulares pela densidade
(Fig. 18). Foi possivel observar que L. planctonica dominou também em termos de
biomassa, apresentando picos nos meses de junho, julho e agosto (Fig. 18). Essa espécie
mostrou grande variagdo no volume celular ao longo do ciclo anual com valores minimos
e maximos, respectivamente 4,2 pm® e 25,4 pm® (Tabela 6). A. pantanalense seguiu

tendéncia similar a de L. planctonica com pico em julho de 2015.
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Figura 18: Biovolume total (mm3.L1) das espécies de cianobactérias encontradas no Rio

Amazonas, ponto de captacdo de 4gua para consumo.
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Devido a grande contribuicio em densidade e biomassa, L. planctonica foi
avaliada individualmente. O volume celular da referida espécie foi maior nos meses de
junho a agosto, assim como foi a densidade celular (Fig. 19). Por outro lado, a espécie
Leptolyngbya sp. apresentou alta densidade celular e foi dominante durante os meses de

novembro a marco, porém ndo teve biomassa expressiva (Fig. 18).
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Fig. 19: Densidade de células e biovolume celular médio de Limnothrix planctonica.
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3.4 TOXINAS

Considerando os métodos utilizados para detectar e quantificar microcistina,
saxitoxina, anatoxina e cilindrospermopsina, apenas microcistina-LR foi detectada nas

amostras do estudo. Detalhes serdo apresentados a seguir.

3.4.1 Quantificacdo de cianotoxinas pelo método de ELISA

O método de ELISA permitiu a detecgdo de microcistina-LR em junho (1,5pg L
1 na agua bruta/ 0,1pg L! na &gua tratada) e julho de 2015 (2,1pg L! na &gua bruta/ 0,1pg
L-! em agua tratada) como descrito na Tabela 7 e Fig. 20. A &gua bruta do més de agosto
também apresentou microcistina-LR com concentracdo de 0,6pg L1 (Tabela 7, Fig. 20).
Outros meses apresentaram concentragBes muito baixas de microcistina (média 0,1pg L
1) na agua bruta, e auséncia na agua tratada, sendo estas consideradas falsos positivos. De
qualquer forma, todas as amostras foram analisadas novamente em uma busca molecular

por genes relacionados a producdo de toxinas (MOREIRA et al., 2014). As andlises de
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saxitoxinas ndo apresentaram resultados positivos tanto na agua bruta como na tratada

durante o periodo de estudo.

Tabela 7 Resultados para a deteccdo de microcistina pelos métodos screening molecular
(mcyE) e ELISA (MC-LR) para agua bruta e tratada na ETAM-CAESA.

Mai
Jun
Jul
Ago
Set
Out
Nov
Dez
Jan
Fev
Mar
Abr

Agua Bruta

Agua Tratada

mcyE

ELISA

+
+
+

mcyE ELISA

* Filtro perdido; + Resultado Positivo; - Resultado

Negativo

A separacdo das amostras em fracdes celulares e liquidas mostrou que a maior

parte das cianotoxinas detectadas no Rio Amazonas sdo provenientes de células de

cianobacteérias (Fig. 20B). O valor maximo detectado nas fracGes dissolvidas foi 0,2pg.L"

1, na dgua tratada de julho de 2015. Com relagdo a 4gua tratada, apenas os meses de junho,

julho e dezembro apresentaram resultados positivos de 0,1pg.L1, oriundos das fracGes

celulares. Nenhum resultado positivo foi obtido da fracdo dissolvida da agua tratada.
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Figura 20: Concentracdes de microcistina-LR estimadas pelo método de ELISA. A)
Resultados de amostra integrada (fracdes solidas + dissolvidas) para microcistina na agua
bruta e tratada da ETA-CAESA. Na linha em destaque observa-se o valor maximo
permitido para microcistina de 1pg.L-t (BRASIL, 2017), e o limite de deteccdo de MC-
LR de 0,1 ug.L* B) Detalhamento das concentragdes de MC-LR nas fracbes sdlidas e

dissolvidas da agua bruta.
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3.4.2 Deteccgéo de genes relacionados a cianotoxinas

De todos o0s genes envolvidos na producdo de cianotoxinas investigados neste
estudo, o Unico que amplificou nas amostras foi 0 gene mcyE, indicando a presenca de
cianobactérias que possuem o potencial para a producdo de hepatotoxinas tanto na agua
bruta, quanto na agua tratada durante o més de julho; e na agua tratada do més de junho
(Figura 21). Nestes casos, os fragmentos positivos de mcyE foram sequenciados e
comparados com outras sequéncias da base de dados BLASTX para proteinas. Os
resultados sugeriram a presenca de genes relacionados a sintese de microcistina, ou a
ocorréncia de amplificacdo de produtos de PCR inespecificos.
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Figura 21: Gel de agarose evidenciando a amplificacdo do gene mcyE na agua tratada do
més de junho, e nas aguas bruta e tratada do més de julho. Amostras utilizadas foram os

filtros para agua bruta e tratada, controles positivos (c+) e negativos (cn).
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* O filtro de agua bruta do més de junho foi perdido.

3.4.3 Quantificacdo de MC-LR por LC-ESI-MS/MS

A presenca de microcistina-LR foi confirmada por analise de LC-MS na &gua
tratada do més de junho de 2015 (Fig. 22). A amostra apresentou tempo de retencdo de
10,19 minutos e sinal de pico m/z de 995,25 com fragmentos m/z 599,17 e m/z 865,92.
A concentracdo de microcistina detectada foi 0,026 pg.L-!. A auséncia de MC-LR em
outras amostras previamente confirmadas por ELISA e por métodos moleculares pode ser
explicada pelas condicbes de preservagdo, e pelo fato de que LC-MS é um método
seletivo para microcistina-LR, uma vez que esta variante foi utilizada como padrdo. Ja o
método de ELISA detecta uma mistura de microcistinas (MOUNTFORT et al., 2005).
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Figura 22: Espectro de massa de microcistina-LR por LC-MS, tempo de retencdo e area.
A) amostra da agua tratada de junho de 2015; B) padrdo de microcistina- LR
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35 ASSOCIACOES ENTRE CIANOBACTERIAS, CIANOTOXINAS E
FATORES AMBIENTAIS

A andlise de correspondéncia canbnica foi realizada com cinco variaveis
ambientais selecionadas por forward selection (microcistina, sélidos totais dissolvidos,

cloreto, oxigénio dissolvido e transparéncia), somando-se as espécies de cianobactérias
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com maior abundancia e frequéncia de ocorréncia (L. planctonica, A. pantanalense,
Leptolyngbya sp., Pseudanabaena sp., R. mediterranea e C. lacustris) detectadas durante
0s doze meses de monitoramento.

O primeiro eixo (CAl) da Figura 23 explicou 68,9% da variagdo da abundancia
de cianobactérias e varidveis ambientais, enquanto que o segundo eixo explicou 27,25%.
Ambos o0s eixos somados explicaram 96,15% da variacdo. O teste de permutacdo mostrou
que o modelo foi significativo (p=0,003), assim como 0s dois primeiros eixos da CCA
com p=0,004 para o0 CAl, e p=0,016 para o CA2. Todas as varidveis escolhidas por
forward selection foram significativas (p<0,05) e apresentaram VIF<15.

Figura 23: Triplot da CCA mostrando os meses de amostragem, espécies e fatores

ambientais associados a Microcistina (Mic).
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O eixo 1 (Fig. 23) mostrou os fatores que apresentaram maior correlagdo com a
abundancia de cianobactérias no Rio Amazonas. CAL foi positivamente correlacionado
com os parametros TDS(0,4), OD(0,7) e CI(0,77), enquanto que foi negativamente
correlacionado com microcistina (-0,82) e secchi (-0,68). J& o eixo 2 foi correlacionado
principalmente com OD (-0,42) e TDS (-0,42).

Microcistina e cloreto apresentaram maior variagdo no primeiro eixo (CAL).

Microcistina foi o valor que mais variou no estudo e ocorreu no mesmo sentido da

]
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transparéncia (que apresentou correlacdo mais forte com a microcistina devido ao baixo
angulo formado com o eixo). Isto é, os maiores valores de microcistina estdo associados
ou correlacionados com os maiores valores de transparéncia. Esse resultado foi observado
no periodo entre maio a setembro, principalmente nos meses de junho e julho, os quais
apresentaram as maiores densidades de Limnothrix. Na Figura 23, o ponto desta espécie
coincidiu com o ponto do més de julho indicando abundancia méaxima deste taxon. A
abundancia de Alkalinema esteve relacionada aos mesmos parametros e meses de
Limnothrix, porém apresentou valores médios mais baixos.

No lado oposto do CA1l (direito), a variavel cloreto apresentou forte correlacéo
com o0 eixo, seguida de OD. Esta variacdo ocorreu entre outubro e abril e influenciou a
abundancia de Leptolyngbya, que foi maior nos pontos de maior concentracdo de cloreto
e oxigénio dissolvido (OD). Pseudanabaena teve sua abundancia tambem relacionada ao
cloreto e OD. Entretanto, o fator principal foi solidos totais dissolvidos (TDS).

Os parametros com os maiores scores no eixo CA2 (OD e TDS) exerceram
influéncia negativa na abundéncia de Cephalothrix com score 5,33 nos meses de abril de
2016 e agosto de 2015, com scores 0,97 e 0,55, respectivamente. Outra espécie
relacionada ao eixo CA2 foi Raphidiopsis (-2,45), que apresentou abundancia
influenciada positivamente por TDS e OD.

O resultado da andlise de correlacdo de Spearman entre os fatores do estudo é
apresentado na Tabela 8 apenas para correlagOes significativas (p<0,05) para as cinco
varidveis escolhidas para a CCA, e na figura 24 para todas os parametros. As variaveis
vazdo (Fig. 24) e Limnothrix mostraram altos valores de correlagdo com as concentrages
de MC-LR.
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Tabela 8: Valores de Rs para os fatores ambientais que apresentaram correlacdo

significativa (p<0,05) com as varidveis escolhidas para a Andlise de Correspondéncia

Canbnica (CCA): cloreto, oxigénio dissolvido, microcistina, solidos totais dissolvidos e

transparéncia.
Cloreto oD Microcistina TDS Secchi

Turbidez (0,8) CE (0,6) Vazao (0,8) CE (0.7) ZE ()
é CE (0,6) Leptolyngbya (0,7) Limnothrix (0,8) Irradiacdo (0,6)
é Precipitagdo mensal - Limnothrix (0,6)
’% 0,6) Alkalinema (0,6)
&

Secchi (-0,9) Microcistina (-0,7) CE (-0,6) Alkalinema  Turbidez (-0,9)
S ZE (-09) Vazio (-0,9) 0D (-0,7) (-0,6) Cl (-0,8)
% Limnothrix (-0,7) Limnothrix (-0,6) Turbidez (-0,7) Precipitagdo mensal
1§ Alkalinema (-0,8) Raphidiopsis(-0,6)  Leptolyngbya (-0,8) (-0,8)
‘§ CE (-0,6)
@

NH3 (-0,6)
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Figura 24: Matriz de correlagdo de Spearman dos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos deste estudo (descritos na Tabela 1). Vermelho = correlacéo

negativa; azul = correlacdo positiva; quadrado indica correlacdo significativa com p<0,05.
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Com relagdo aos indices de diversidade, a uniformidade de Pielou (J) mostrou valores
acima de 0,5 durante o monitoramento anual, exceto nos meses de junho e julho, os quais
apresentaram valores muito baixos de equitabilidade (0,29 e 0,34, respectivamente). O indice
de diversidade de Shannon-Wiener também apresentou os menores valores de diversidade

durante os meses de junho e julho (Fig. 25).

Figura 25: Diversidade de Shannon-Wiener (H) e equitabilidade de Pielou (J) para

cianobactérias do rio Amazonas observados durante um ciclo anual.
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Quanto ao estimador de riqueza Chao 2, a quantidade estimada de espécies foi 10,30 (sd
0,86). Apos a técnica de bootstrap o valor de Chao2 foi de 9,54 com sd 1,44.

4. DISCUSSAO

O monitoramento anual mostrou que as cianobactérias da area de captagdo no Rio
Amazonas sdo majoritariamente filamentosas e adaptadas aos ambientes turbulentos e com
pouca disponibilidade de Iluz. Tais caracteristicas do Rio Amazonas parecem ter sido
determinantes na definicdo da composicdo de espécies de cianobactérias encontradas. O taxon
que apresentou maior densidade e biovolume foi L. planctonica, com pico de crescimento nos
meses de junho, julho e agosto de 2015, quando foi registrada a primeira deteccdo de

microcistina-LR no Rio Amazonas.
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4.1. DINAMICA DE CIANOBACTERIAS NA CAPTACAO DE AGUA PARA
CONSUMO

As espécies encontradas durante os doze meses de monitoramento sdo cianobactérias
filamentosas, tipicas de ambientes com limitacdo de luz e adaptadas a condicdo de mistura da
coluna d’dgua (PADISAK et al, 2009; REYNOLDS et al., 2002; SCHEFFER et al., 1997);
logo estas espécies seriam esperadas em um rio como 0 Amazonas, de cor barrenta (FISHER,
1978), e extremamente turbido, com alta concentracdo de solidos suspensos, e, por estes
motivos, classificado como rio de aguas brancas (JUNK et al., 2011; SIOLI, 1984; WARD et
al., 2015) e turbulento, sem estratificagdo (SIOLI, 1984). Na presente investigacdo, a zona de
mistura vertical pode ser considerada em toda sua profundidade (cerca de 3m na zona de
captacdo da ETAm, onde o nivel da agua se aproxima de um nivel minimo durante a maré seca,
mas ndo apresenta variacdo ao longo do ano (JUNK et al., 2013). Apesar de ser um ambiente
amazbnico, para o qual espera-se grande riqueza de espécies, deve-se lembrar que tais atributos
do Rio Amazonas sdo limitantes para grande parte dos microrganismos fotossintetizantes
aquaticos (MUR et al., 1999).

Uma caracteristica comum aos taxons aqui registrados foram os elevados valores de
razdo superficie/volume (s.v'1> 0,5umr!, BRASIL; HUSZAR, 2011), sendo os maiores valores
referentes as espécies mais abundantes (L. planctonica, Leptolyngbya sp. e A. pantanalense),
além de R. mediterranea (Tabela 5). Essa particularidade morfoldgica estd ligada a outras
propriedades, como o lento crescimento (KRUK et al., 2010). Por outro lado, a alta razio s.v!
implica em uma area superficial maior para estes organismos, 0 que proporciona vantagens
como uma baixa taxa de sedimentacdo, possibilitando que permanecam mais tempo flutuando
na coluna d’agua, com melhor acesso a zona eufdtica, onde ha luz para realizacdo de
fotossintese (KRUK et al., 2010). Além disso, evitar perdas de cianobactérias por sedimentacdo
€ uma excelente estratégia para a vida em corpos d’agua com elevadas taxas de mistura
(REYNOLDS, 2006), especialmente a vertical, caracteristicas de aguas rasas.

Os altos valores de razdo s.v! conferem grande area por unidade de massa a essas
cianobactérias, e indicam que sua morfologia distancia-se do formato de esfera e aproxima-se
de formas atenuadas, como filamentos cilindricos (PADISAK et al., 2003). A forma filamentosa
das cianobactérias do Rio Amazonas (cilindricas ou em formato de agulha) as torna boas
receptoras de luz, uma vez que a forma alongada (com pequeno diametro) maximiza a

exposi¢do dos cloroplastos a luz solar, otimizando o processo fotossintético. Essa caracteristica
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possibilita também que tais espécies sejam mais tolerantes a ambientes com baixa penetracéo
de luz (NASELLI-FLORES; BARONE, 2007).

O formato de filamento cilindrico também as protege de perdas como a predacdo pelo
zooplancton, contribuindo com a manutencdo desses tdxons no ambiente. Um dos motivos é
que filamentos longos podem bloquear o aparato de filtracdo do zooplancton (DEMOTT et al.,
1991). E uma peculiaridade adicional que contribui para dificultar a herbivoria pelo
zooplancton € a presenca de bainhas mucilaginosas (presente nos taxons L. planctonica-
facultativa na célula apical, Leptolyngbya sp., C. lacustris e Morfoespécie 1). As bainhas
mucilaginosas tornam as cianobactérias maiores a capacidade de ingestdo do zooplancton, e
podem ocasionar obstrucdo em cladoceros filtradores (BRASIL; HUSZAR, 2011;
REYNOLDS, 2007). Ainda, as cianobactérias com mucilagem, caso ingeridas, podem passar
pelo sistema digestivo dos predadores e resistir (REYNOLDS, 2007). A presenca de mucilagem
também auxilia na flutuacdo, como resultado da diminuicdo da densidade estrutural do
microrganismo (PADISAK et al., 2003).

Um terceiro fator que pode contribuir com a defesa das cianobactérias em relagdo a
predacdo sdo as proprias cianotoxinas, que podem inibir o zooplancton (FERRAO FILHO et
al., 2010). Com relacdo a esta Ultima caracteristica, ndo é possivel afirmar no presente estudo
se as cianobactérias registradas no monitoramento sdo tdxicas ou ndo, assunto que serad
discutido na secdo 4.2. Por outro lado, as demais caracteristicas identificadas as tornam mais
resistentes & herbivoria.

Uma caracteristica comum as espécies dominantes (L. planctonica e Leptolyngbya sp.)
¢ a mixotrofia, isto €, apresentam um comportamento de nutricdo tanto autotréfico quanto
heterotrofico. Esse trago funcional é vantajoso para organismos fotossintetizantes que vivem
sob limitacdo de luz em ambientes muito oligotroficos ou ricos em nutrientes (BRASIL;
HUSZAR, 2011). Por exemplo, Daniels (2016) observou comportamento heterotrofico em
culturas de Limnothrix (cepa AC0243). No referido estudo, cultivos de Limnothrix foram
testados sob diferentes intensidades luminosas e temperaturas, e foi observado que as linhagens
cresceram até mesmo na auséncia de luz (com adicdo de glicose ao meio como fonte de
carbono). Com relagdo ao género Leptolyngbya, a linhagem L. boryana dg5 foi identificada
como uma variante adaptada ao escuro que também pode crescer heterotroficamente na
auséncia de luz (FUJITA et al., 1996; HIRAIDE et al., 2015).

Estudo prévio no Rio Solimdes (rio de aguas brancas com caracteristicas similares ao
Rio Amazonas) demonstrou tal dificuldade para a captacdo de luz em rios de agua branca.

Fisher (1978) concluiu que a produtividade primaria das microalgas foi muito baixa devido a
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deficiéncia na penetracdo de luz provocada pela alta turbidez e também a turbuléncia. As algas
do Solimdes ficam expostas a luz apenas durante pequenas fracdes de tempo, que pareceu ser
insuficiente para o crescimento liquido das espécies. Tal estudo, porém, ndo realizou a
identificacdo dos organismos. Portanto ndo € possivel confirmar se estes apresentavam
adaptacdes para a vida neste ambiente limitante.

No gue diz respeito as espécies registradas no presente estudo, acredita-se que estdo bem
adaptadas ao ambiente limitante e dindmico do estuario do rio Amazonas, uma vez que foram
encontradas praticamente as mesmas espécies ao longo do ano, apenas com variagdes na
densidade. Isolados provenientes da area de estudo (OLIVEIRA et al.,, 2019) das espécies
Limnothrix planctonica, Leptolyngbya boryana e C. lacustris, entre outras, foram estudados em
cultivo e observou-se que estes organismos apresentam fase planctdnica (exceto L.boryana) e
bentbnica, e podem ser resistentes a dessecacdo. Ora estavam aderidos as paredes do frasco de
cultura de células, assim como também foram observados fiutuando na superficie do meio
liquido, e inclusive permanecendo vivas fora do meio de cultura (quando este decrescia por
evaporacdo). A partir dessas informacGes, pode-se extrapolar que tais cianobactérias
apresentam comportamento similar no ambiente natural (DANIELS, 2016), estando aptas a
viver na superficie da coluna d’agua, no sedimento, assim como sobreviver fora do ambiente
aquatico durante as duas marés secas diarias do Rio Amazonas na area de estudo.

De forma geral, as cianobactérias do rio Amazonas identificadas no monitoramento
podem ser agrupadas nos grupos funcionais S1 e SN (PADISAK et al., 2009; REYNOLDS et
al, 2002). A abordagem dos grupos funcionais (GF) estd relacionada ao agrupamento de
organismos que apresentam semelhancas na resposta as condicGes ambientais, além de outras
caracteristicas semelhantes  (similaridades funcionais) como a razdo superficie/volume,
adaptacdes, e até a forma corporal (BRASIL; HUSZAR, 2011; NISHIMURA et al., 2015).
Desta forma seria possivel analisar o ambiente e prever quais organismos fariam parte do
plancton ou vice-versa. Essa proposta foi consolidada por Reynolds et al. (2002) e aprimorada
em trabalhos posteriores como o de Padisak et al. (2009).

Os taxons Limnothrix planctonica (KRUK et al., 2002; PADISAK et al., 2009),
Pseudanabaena sp. (PADISAK et al., 2009; VARDAKA et al., 2005), género Phormidium
(HUSZAR et al., 2000; PADISAK et al,. 2009) e Cephalothrix (que é um género recente
originario de Phormidium) fazem parte do grupo funcional S1 proposto por Reynolds et al.
(2002). E importante mencionar que Leptolyngbya e Geitlerinema também ja foram
enquadradas neste GF (PADISAK et al., 2009). O grupo funcional S1 é tipico de ambientes

tarbidos e com mistura da coluna d’agua, sendo uma das caracteristicas principais destes
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organismos a tolerancia & condicdes de deficiéncia de luz (PADISAK et al., 2009; REYNOLDS
et al., 2002).

Raphidiopsis mediterranea, também registrada no monitoramento, é representante do
grupo funcional SN, que é tipico de ambientes com limitacdo de luz e nitrogénio (REYNOLDS
et al, 2002), além de apresentar mistura da coluna d’agua e altas temperaturas (PADISAK et
al., 2009). Tais caracteristicas sdo bem semelhantes as do grupo funcional S1, mas neste caso
as cianobactérias sdo da ordem Nostocales, as quais conseguem fixar nitrogénio diretamente da
atmosfera para suprir as limitagdes de N.

Os taxons encontrados ja haviam sido registrados em ambientes tarbidos, como lagos
rasos ou rios sujeitos a mistura da coluna da agua, um fator que também contribui para a baixa
captacdo de luz pelo fitoplancton (PADISAK et al., 2009; REYNOLDS et al., 2002). Porém, a
maior parte dos trabalhos foi realizada em lagos e em paises com clima temperado (KRUK;
SEGURA, 2012; MANTZOUKI et al, 2016; MISCHKE; NIXDORF, 2003; NIXDORF;
MISCHKE; 2003; NOGES; NOGES, 1999; NOGES et al., 2003; RUCKER et al., 1997;
SCHEFFER et al., 1997). Por isso, € importante e necessario realizar pesquisas em ecossistemas
com clima tropical e em rios. Os resultados encontrados aqui reforcam que a pouca
disponibilidade de luz e a mistura da coluna d’agua sdo os fatores principais para a manutengao
da ocorréncia destes taxons nas proporcOes encontradas, independentemente do grau de trofia,
clima e outros fatores.

Limnothrix planctonica apresentou os maiores valores de densidade e biovolume, além
de 100% de frequéncia nas amostras. Um dos fatores que contribuiram para a dominancia desta
espécie foi a baixa penetracdo de luz no corpo d’agua devido a presenca de materiais em
suspensdo. Ricker et al. (1997) estudaram os fatores que controlam a dominancia de espécies
de Limnothrix (L. redekei, planctonica e amphigranulata) em lagos polimiticos (lagos rasos
sujeitos a circulagdo quase didria) e concluiram que a luz é um fator chave para a dominancia
de Limnothrix, pois esta cresce de forma eficiente em ambientes com limitagdo de luz. Kruk e
Segura (2012) concluiram que organismos filamentosos grandes com aerdtopos (caracteristicas
de L. planctonica), apresentam maior tolerancia a limitacdo de luz, e poucas perdas devido a
predacédo pelo zooplancton e afundamento.

Quanto ao suprimento de nutrientes, Limnothrix consegue competir com outras espécies
(Planktothrix agardhii) sob limitacdo de fosforo (NICKLISCH et al., 1999), o mesmo ndo
ocorre com relagdo ao nitrogénio (RUCKER; WIEDNER; ZIPPEL, 1997). No que diz respeito

a temperatura, as altas temperaturas da 4gua observadas parecem ser ideais para L. planctonica.
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Estudo com uma a linhagem Limnothrix AC0243 mostrou que os melhores resultados de
crescimento foram obtidos em temperaturas de 35°C (DANIELS, 2016).

A andlise de correspondéncia canbnica (CCA) identificou os parametros ambientais que
mais influenciaram a ocorréncia e abundancia das cianobactérias, e agrupou aquelas com
maiores semelhancas (ou associadas entre si). Como a CCA é realizada com um ndmero
limitado de variaveis, foi realizada também uma correlacdo de Spearman para entender a
interacdo com o0s demais parametros ambientais. O eixo CAl foi dividido pelas duas espécies
com maior densidade (L. planctonica e Leptolyngbya sp.), ambas situaram-se em um angulo
bem proximo ao eixo CAl, mas em extremidades opostas.

Na CCA, o ponto de Limnothrix esteve bem proximo ao da variavel disco de secchi,
assim como ao de microcistina. O pico de densidade desta espécie ocorreu ho momento em que
houve um aumento da transparéncia da agua e da irradiacdo solar (Fig. 23; Tabela 8). Outras
mudancas desse periodo foram a diminuicdo da precipitacdo mensal, turbidez, concentracdo de
cloreto, condutividade elétrica e concentragdo de amonia (NHs) . E interessante ressaltar que
apesar de L. planctonica ser altamente adaptada a ambientes aquaticos com limitacdo de luz,
sua densidade e volume celular aumentaram quando as condicbes para a absorcdo de luz
melhoraram. A fotossintese pode ser muito mais eficiente em condicdes como estas com maior
irradiacdo, além de dispor de &gua mais transparente (REYNOLDS, 2006) devido
provavelmente a diminuicdo das chuvas, resultando em ambiente com menor turbidez,
condutividade elétrica e concentracdo de cloreto e amonia. Isso porque o cloreto e amdnia
poderiam ser carreados do solo das margens pelas chuvas via escoamento superficial e
enriquecer o rio com nutrientes (ESTEVES, 2011).

Estudo sobre o crescimento da cepa Limnothrix AC0243 em diferentes intensidades
luminosas (PAR, radiacdo fotossinteticamente ativa) de 0, 80, 160, 400 e 560 pPE m?st mostrou
aumento nas concentragdes celulares em todas as intensidades luminosas, até mesmo em 0 LE
m?st com adicdo de glicose. Porém, a maior concentracdo de células deu-se em 160 LE n¥s?,
ou seja, numa intensidade luminosa intermediaria (DANIELS, 2016). O crescimento em 400 e
560 pE m?st foi maior do que o das cepas cultivadas em 80 pPE m?st. No entanto, intensidade
muito altas parecem afetar o crescimento em comparacdo com o tratamento de 160 pE m2s,
Também foi observado que a densidade celular apresentou relacdo positiva com o tamanho do
tricoma (DANIELS, 2016). Provavelmente a populagcdo de L. planctonica do rio Amazonas
utiliza luz de forma mais eficiente na intensidade captada nos meses de junho a agosto, que é

resultado da interacdo de fatores como maior transparéncia, insolacdo e irradiagdo (Fig. 24).
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Sobre a associacdo entre Limnothrix e microcistina-LR na CCA, ja houve registro de
producdo de MC-LR por cepas deste género (Limnothrix CENA 109 e 110), que sera discutido
na proxima secdo (4.2) (FURTADO etal., 2009).

No outro extremo do CAl observa-se Leptolyngbya sp. bem proxima aos parametros
cloreto e oxigénio dissolvido, e de Pseudanabaena sp. Os valores de cloreto foram maiores
guando a turbidez e condutividade elétrica foi maior, assim como a precipitacdo mensal. Mas
estes parametros foram negativamente correlacionados a transparéncia da coluna d’agua. Isto
indica que estas espécies sdo mais adaptadas ao sombreamento (VIEHMAN; RICHARDSON,
2002) que é resultado também das presenca de nuvens e chuvas resultando em maior
escoamento superficial. Além disso, pode-se inferir que Leptolyngbya sp. apresenta uma
tolerancia a luz ainda menor que a de Limnothrix (DANIELS, 2016; MYERS et al., 2007).

Myers et al. (2007) estudaram a linhagem de Leptolyngbya (FLK1-C) isolada a partir de
biofilmes de microrganismos que provocam a doenca da banda negra em corais (BBD) e
verificaram que os valores méximos de atividade fotossintética foram atingidos em niveis
baixos de luz (108 uE.m2.s1). Sabe-se que muitas cianobactérias filamentosas (Oscillatoriales)
ndo toleram altas intensidades luminosas e tém a habilidade de migrar ou de se auto sombrear
para manter os niveis 6timos de fotossintese (SCHEFFER, 1997). No caso das Leptolyngbya,
assim como de Geitlerinema (também encontrada no grupo microbiano causador da doenca da
banda negra), elas migraram para a parte inferior do biofilme em periodos de maior intensidade
luminosa (238-308E pE. m2.st) (VIEHMAN; RICHARDSON, 2002).

Com relacdo aos indices de diversidade e equitabilidade, ambos apresentaram valores
menores nos meses de junho e julho (Fig. 25) que refletem a dominancia da comunidade por L.
planctonica. Além da distribuicdo desigual dos individuos por espécie (equitabilidade), foram
observadas poucas espécies no total. Apesar do monitoramento anual ter detectado 10 espécies
de cianobactérias, o estimador de riqueza Chao2 indica que o esforco amostral do estudo foi

satisfatorio, uma vez que a quantidade esperada de tdxons seria entre 9 e 10.

4.2 PRIMEIRA DETECCAO DE MICROCISTINA-LR NO RIO AMAZONAS

De forma geral, tanto a agua bruta, como a agua tratada apresentaram boa qualidade,
estando de acordo com o recomendado pelo ministério da salde (BRASIL, 2017). A
microcistina detectada na dgua bruta apresentou-se em menor concentracdo na agua tratada, e

dentro dos limites legais (<1 pg. L1). A densidade de cianobactérias também esteve sempre
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abaixo de 10.000 cels. mL! na agua bruta. Apenas os parametros ferro (2,2 +1,26 mg. L1) e
turbidez (55,5 +41 NTU) da &gua tratada exibiram valores em desconformidade com a portaria
n°5/MS (BRASIL, 2017). O valor maximo permitido (VMP) de ferro na saida do tratamento é
de 0,3 mg. L1, mas a legislacdo permite ultrapassar o VMP desde que a concentracdo atinja até
2,4 mg. L1, entre outros critérios. Com relagdo a turbidez, o VMP é 5,0 uT (NTU) para o
sistema de distribuicdo de agua tratada, pois ndo ha previsdo de valor para a saida do tratamento.
E importante frisar que os parAmetros ferro e turbidez estiveram fora dos padrBes
organolépticos de potabilidade. Os parametros organolépticos sdo aqueles que provocam
estimulos sensoriais que afetam a aceitacdo da &gua para o consumo, mas nao estdo diretamente
ligados a riscos a satde (BRASIL, 2017). Um exemplo é a questdo da &gua turva que ndo € bem
recebida pela populacao.

Os resultados do ELISA e do marcador molecular mcyE foram positivos para as
amostras de junho e julho de 2015. Porém, divergiram no més de agosto, no qual houve deteccdo
apenas pelo método de ELISA. Isto ocorreu provavelmente como resultado da manutencdo da
cianotoxina no ambiente aquatico mesmo ap0s 0 desaparecimento das cianobactérias tdxicas,
situacdo ja relatada em outros estudos (NIMPTSCH et al., 2016). O fragmento do gene mcyE
encontrado nas amostras do rio Amazonas estd presente nas cianobactérias produtoras de
hepatotoxinas (microcistinas e nodularinas) (JUNGBLUT; NEILAN, 2006). As microcistinas
sdo produzidas por varias espécies de cianobactérias, ao passo que as nodularinas sdo exclusivas
do género Nodularia (att o momento). Com o uso deste marcador é possivel detectar
rapidamente a presenca de cianobactérias com potencial para a producdo de hepatotoxinas,
bastando extrair 0 DNA e realizar uma reacdo de PCR (JUNGBLUT; NEILAN, 2006).

As microcistinas sdo peptideos ciclicos extremamente estaveis e resistentes a hidrolise
quimica ou oxidagdo em pH proximo ao neutro, com altas temperaturas (resistindo inclusive a
fervura) (SIVONEN; JONES, 1999), ¢ podem permanecer no corpo d’agua em média de 90 a
120 dias por metro de profundidade (WELKER; STEINBERG, 2000). Por outro lado, a sua
degradacdo pode ser acelerada por fatores como a diminuicdo do pH do meio (SONG et al.,
2007), entre outros fatores. As microcistinas sdo inibidoras das proteinas fosfatases 1 e 2A, de
forma que a exposicdo aguda pode levar a faléncia do figado e morte (KUIPER-GOODMAN
et al,, 1999), e a exposicdo cronica & pequenas concentragdes eleva os riscos de cancer figado.
Em regides da China (provincia de Jiangsu) foi observado o aumento de cancer de figado em
locais onde a concentracdo de microcistinas era de 0.16 pg. Lt (HITZFELD et al., 2000).

A concentracdo de microcistina detectada por LC/MS na amostra de agua tratada de

junho (0,026 pg L1) esta abaixo do VMP para agua de consumo que é de 1 pg.L-t, previsto na
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portaria de consolidagdo n°5 (BRASIL, 2017) e recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2011). A molécula de microcistina-LR foi “atomizada” no LC/MS e apresentou
padrdao de fragmentacdo tipico desta mélecula, com sinal de pico m/z de 995, e fragmentos nvz
de 599 e 866, assim como 0 tempo de retencdo de aproximadamente 10 minutos (CHORUS;
BARTRAM, 1999; MAYUMI et al., 2006). Essas caracteristicas de MC-LR foram comparadas
a um padrao para validar a analise.

Este trabalho detectou pela primeira vez a presenca de microcistina no Rio Amazonas.
Relatos anteriores de detec¢do de toxinas ocorreram em rios de aguas claras como o Tapajos
(SA et al., 2010) ou em lagos (VIEIRA et al., 2003; 2005) da regido Amazonica, mas ndo se
tem noticia de registro no Rio Amazonas. A partir desses resultados surge a necessidade de
criacdo de um plano de monitoramento para a area de influéncia da captacdo da ETAmM, pois as
concentracdes de cianotoxinas podem aumentar ao longo do tempo e ocasionar riscos a saude
da populacdo local (capital do estado do Amapa). Apesar do valor encontrado parecer
relativamente baixo, deve-se levar em consideracdo o fato de que o Rio Amazonas apresenta 0
maior volume de agua do mundo com uma vazdo de aproximadamente 219 mé.s1 e duas marés
diarias (SIOLI, 1984; WARD et al., 2015), sendo a area de amostragem uma zona estuarina.

Alguns autores comentaram previamente que a diluicdo € um dos fatores que pode
reduzir a toxicidade de microcistinas em ecossistemas aquaticos (SCHMIDT et al., 2014; TSUJI
et al., 2001). Porém a dispersdao de poluentes (definido como um escalar em modelos de
dispersdo de poluentes) (PINHEIRO et al., 2008; CUNHA et al, 2012) ndo se dilui
espacialmente de forma homogénea por toda a extensdo ou largura do rio. No caso deste trecho
do Amazonas ela tende a se concentrar na pluma nas margens no rio (CUNHA et al., 2012),
especialmente sob os efeitos das marés semidiurnas que influenciam significativamente o
transporte de plumas de poluentes e tendem a cobrir uma area relativamente extensa, em relagao
as margens, incluindo-se a captacdo da ETAm (PINHEIRO et al., 2008), dependendo da
condicdo hidrodinamica sazonal.

Por outro lado, existem mais de 90 tipos microcistinas, mas poucos ocorrem com
frequéncia e em altas concentragdes (SCHMIDT et al., 2014). A variante MC-LR esta entre as
mais frequentes e mais toxicas, com muitos dados toxicoldgicos disponiveis, motivo pelo qual
¢ a Unica com valor de referéncia sugerido pela OMS (WHO, 2011). A exposicdo a
microcistinas costuma ocorrer pela ingestio de &agua e recreagdo (WHO, 2011), usos
preponderantes das aguas do Rio Amazonas no trecho em estudo. E comum a orla de Macapa
ser utilizada para a pratica de esportes aquaticos como o kitesurf e até mesmo por jogadores de

futebol durante a maré baixa (futlama), assim como por banhistas. A orla do Amazonas em
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frente a cidade de Macapa também é muito utilizada para a pratica de caminhada, corrida e
contemplacdo da natureza, uma vez que € palco das principais pracas da cidade, parques, e
locais para a pratica de esportes. Estes usos que ocorrem fora do ambiente aquatico também
podem ser prejudicados com a presenca de altas concentracGes de microcistinas, uma vez que
a mesma pode ser propagada por aerossois (via aérea), apresentando riscos a salde pela inalagdo
da toxina (CHENG et al., 2007; KOREIVIENE et al., 2014).

O uso mais importante, porém, € a captacdo de agua para 0 municipio de Macapa. As
microcistinas s@o endotoxinas (ROSS et al.,, 2006) e usualmente permanecem contidas dentro
das células de cianobactérias e séo liberadas pela lise celular, senescéncia do organismo ou por
outros fatores. No tratamento de agua para consumo deve-se levar em consideracdo que 0 UsO
de substancias que provoquem a morte de cianobactérias podem também promover a liberagédo
destas toxinas endocelulares, que s&o de dificil remocdo (SIVONEN; JONES, 1999). Por este
motivo, a agua de captacdo deve ser monitorada e o tratamento deve ser alterado em condi¢fes
de floracdo, evitando-se o0 uso de cloro (ZAMYADI et al., 2012) e algicidas, como o sulfato de
cobre (CHORUS; BARTRAM, 1999). As células devem ser removidas ainda integras para
evitar a potencial liberacdo de microcistinas durante 0s processos unitarios de tratamento da
agua (MEREL et al., 2013). Os estimulos fisicos que ocorrem durante o tratamento também
podem promover a permeabilizacdo ou quebra das células (CODD et al., 2005).

Por exemplo, o tratamento da ETAm é convencional com etapas de floculagéo,
decantacdo, filtragdo, desinfeccdo e fluoretacdo. Dentre as substancias utilizadas no tratamento
estdo a cal hidratada, o clorogas, fluorsilicato de sddio, polimero ndo ibnico LP 20 e o sulfato
de aluminio (CAESA, 2018). Sobre este Ultimo, existem estudos sobre a sua interacdo com
microcistinas no tratamento de agua que mostram a eficiéncia do sufalto de aluminio na
remocdo de microcistinas com concentracdes de 0,1-1 mg. L't ( BADAR et al., 2015). A adicdo
de sulfato de aluminio remove os nutrientes da coluna d'agua e também reduz o biovolume de
cianobacterias, de modo que possivelmente reduz também as concentracbes de microcistinas
(HARRIS et al., 2014).

Nos meses em que foi observada a deteccdo de microcistina, foram registrados 0s
seguintes taxons: Limnothrix planctonica, Leptolyngbya sp., Pseudanabaena sp., R.
mediterranea, Alkalinema pantanalense, C. lacustris e Morfoespécie 1. Dentre estes, 0S
maiores valores de densidade foram de L. planctonica, Leptolyngbya sp., e A. pantanalense
(Fig. 7). Dos géneros citados, ja houve registro de producdo de microcistinas em isolados de
Limnothrix sp. (CENA 109 e CENA 110) obtidos de um lagoa de estabilizacdo (FURTADO et

al., 2009). Além disso, estudos com a linhagem australiana Limnothrix AC0243 mostraram que
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este género é capaz de produzir uma nova toxina (Limnothrixin), para qual ainda ndo h& Kits
comerciais (BERNARD et al., 2011; HUMPAGE et al., 2012; WHAN, 2015), e apresenta
caracteristicas de espécies invasoras, sendo fortes competidoras em ambientes dindmicos como
os estuarios (DANIELS, 2016).

Ha registros de producdo de microcistina-LR também em culturas de Leptolyngbya
obtidas no Brasil a partir de reservatorio para recreacdo em S&o Paulo (GENUARIO et al,
2016). Outro caso de deteccdo de produgdo de MC-LR por Leptolyngbya ocorreu em linhagens
obtidas de sistema de tratamento de esgoto (lagoa de estabilizacdo) (FURTADO et al., 2009).
Também ha registros de toxicidade desta espécie no exterior. Leptolyngbya sp. e Geitlerinema
sp. foram obtidas de biofilmes de microrganismos de coral (doenga black band disease-BBD)
de Bahamas e Florida Keys e confirmou-se por analises em HPLC/MS e com detec¢cdo do
marcador mcyA que tais cepas produziam microcistina (RICHARDSON et al, 2007).
Geitlerinema splendidum CCIBt 3223 coletada no Brasil também produziu o efeito toxicos de
inibicdo da atividade de acetilcolinesterase em ratos que foi irreversivel, porém ndo produziu
MC-LR (CARVALHO et al., 2013).

Quanto aos demais géneros, Pseudanabaena foi considerada um dos géneros produtores
de toxinas mais frequentes (CHORUS; BARTRAM, 1999) e possui linhagens produtoras de
microcistinas (MARSALEK et al., 2003; OUDRA et al., 2002). Raphidiopsis mediterranea ja
apresentou cepas produtoras de outras toxinas (MOHAMED, 2007), assim como atualmente
este género engloba o género Cylindrospermopsis, com a espécie Cylindrospermopsis
raciborskii (AGUILERA et al, 2018), que é tdxica, invasora, e amplamente distribuida
(CHORUS; BARTRAM, 1999; KOMAREK, 2013). Para o0s géneros Alkalinema e
Cephalothrix ndo foram encontradas citagbes na literatura relacionadas a producdo de
cianotoxinas. Poréem, Alkalinema (VAZ et al., 2015) e Cephalothrix (MALONE et al., 2015)
sdo géneros relativamente novos e ainda pouco estudados. Um consideracdo interessante € que
Alkalinema apresentou comportamento semelhante ao de Limnothrix ao longo deste estudo.
Portanto, este taxon também pode ser um dos responsaveis pela produgdo de microcistina-LR.

A anélise de correlacdo de Spearman mostrou que existe forte correlacdo positiva entre
a concentracdo de microcistina com a de Limnothrix e com a vazdo do Rio Amazonas, assim
como apresentou correlacdo negativa com Leptolyngbya e turbidez. Isso indica que
microcistina-LR € produzida mesmo em condicbes de maior vazdo, e consequentemente maior
velocidade e turbuléncia (WARD et al., 2018). Estas condicdes dificuttam a manutencdo e

crescimento de organismos planctdnicos fotoautotroficos na coluna d’agua, assim como a
produtividade do ecossistema (DOKULIL, 1994; REYNOLDS et al., 1994; REYNOLDS,
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2006). Porém, deve-se levar em consideragdo que mesmo na maxima vazdo, o fluxo de &gua
pelo canal do rio ndo ocorre de forma homogénea (CUNHA et al., 2012; PINHEIRO et al.,
2008). Desta forma, uma parte da agua provavelmente permanece por um tempo maior nas
margens permitindo a manutencdo das populagdes fitoplanctonicas (REYNOLDS et al., 1994).
Ainda, a menor turbidez observada durante a deteccdo de microcistina € um fator que contribui
com as cianobactérias por facilitar o acesso a luz (DOKULIL, 1994).

No caso do género Limnothrix, cuja forte relacdo com microcistina foi observavel tanto
na analise de correlacdo quanto na CCA, 0 seu sucesso (pico de crescimento) durante a vazio
méxima do Rio Amazonas foi facilitado por suas caracteristicas morfologicas e fisiologicas
como a producdo de aerOtopos que permitem a diminuicdo da sua gravidade especifica
(PADISAK et al., 2003) e migragdo na coluna d’agua (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005),
flutuagdo com pouco afundamento devido a forma corporal cilindrica com alta razdo S/V
(KRUK et al., 2010), provavel habito planctbnico e bentbnico e capacidade de se aderir em
substratos (BERNARD et al, 2011; DANIELS, 2016), além da presenca de pigmentos
carotenoides (BERNARD et al., 2011; EGELAND, 2011) que sdo associados a mecanismos de
fotoprotecdo (KIRILOVSKY; KERFELD, 2012). A forma de L. planctonica e outras
Oscillatoriales as torna excelente captadoras de luz- antenas de luz (REYNOLDS, 2006, pag
191). Portanto, é bastante provavel que a espécie L. planctonica seja a produtora de
microcistina-LR observada na dgua bruta do Rio Amazonas.

Apesar dos fortes indicios, ndo se pode afirmar que L. planctonica ou uma das
cianobactérias encontradas no monitoramento da ETAm foi a responsavel pela producdo de
microcistina-LR, uma vez que a deteccdo do marcador molecular relacionado a produgdo da
cianotoxina (mcyE) ocorreu em uma amostra ambiental, na qual podem existir muitas outras
espécies, inclusive cianobactérias pico ou nanoplanctonicas que dificilmente seriam observadas
nas contagens em microscépio invertido. Este problema ja foi relatado em outros estudos, como
0 de Genuario et al. (2016). Isso se deve tanto ao aumento de 400x usual para a analise em
microscépio invertido, como também pela dificuldade de processar amostras de rios de agua
branca devido a grande quantidade de solidos que dificultam a visualizacdo dos organismos
planctonicos. Essa dificuldade de analise ja foi relatada por Fisher (1978) no Rio SolimGes em
que considerou impossivel a quantificacdo do fitoplancton deste rio devido a baixa quantidade
de células e alta quantidade de material particulado. Wood (1966), em pesquisa ho Amazonas,
também mencionou a mesma dificuldade de contagem dos organismos devido a grande carga

de sedimentos.
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Para vincular uma espécie & microcistina-LR seria necessario proceder o isolamento das
cianobactérias e entdo buscar pelo marcador relacionado a cianotoxinas em cada linhagem
individual de cianobactérias (MOREIRA et al., 2014). Esse processo foi realizado com
linhagens isoladas da captacdo de agua da ETAm (OLIVEIRA et al, 2019), porém nenhuma
delas apresentou potencial para a producdo das toxinas microcistina, Ssaxitoxina, anatoxina e
cilindrospermopsina. De qualquer forma, a toxina (substancia quimica) foi detectada pelos
métodos de ELISA e LC-MS, indicando que alguma linhagem “ainda desconhecida” de

cianobactéria do Amazonas esta produzindo tal metabolito.

5 CONCLUSOES

Foi observada uma baixa quantidade de espécies de cianobactérias ao longo do
monitoramento de 13 meses. Praticamente 0s mesmos taxons ocorreram ao longo do ano, com
variacbes nas suas densidades. Todas estas espécies observadas no Rio Amazonas sao
filamentosas e, consequentemente, sua elevada razdo superficie/volume (S/V), possibilita uma
maior flutuabilidade na coluna d'adgua, evitando o afundamento, e aumentando as chances das
cianobactérias terem acesso a zona eufotica. Além disso, filamentos cilindricos dificilmente sdo
predados pelo zooplancton.Todas essas caracteristicas contribuem para uma maior estabilidade
desse grupo em rio de 4guas brancas, como 0 Amazonas.

Este estudou revelou a primeira deteccdo de microcistina-LR no Rio Amazonas.
Contudo, a densidade de cianobactérias e concentracdo de cianotoxinas foram baixas ao longo
do periodo de estudo. Apenas no trimestre junho a agosto de 2015 ocorreu maior pico de L.
planctonica e deteccdo de microcistina-LR. Porém, ambos pardmetros apresentaram-se abaixo
dos limites da Portaria de Consolidagdo n°5 do Ministério da Sadde (BRASIL, 2017).

As anélises realizadas indicam fortemente que linhagens de L. planctonica
produziram a toxina microcistina-LR detectada nas aguas do Rio Amazonas. Porém, ndo é
possivel confirmar tal informacdo, uma vez que a deteccdo pelos métodos quimicos e
moleculares ocorreu em amostras ambientais (com a presenca de varias espécies).

A partir dos dados obtidos, conclui-se que seria melhor garantir a seguranca e salde
da populacdo a médio e longo prazos, dadas as carateristicas de baixo nivel de saneamento
basico do municipio de Macapa. Esta sugestdo estd embasada no fato de que a cidade apresenta

elevados niveis de poluicdo por esgotos (nutrientes P e N, principalmente) e é também
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abastecida com esta mesma &gua bruta do Rio Amazonas, além das caracteristicas das
cianobactérias presentes serem bastante estaveis, de forma que tais eventos de producdo de
toxinas apresentam alta probabilidade de voltar a ocorrer. A deteccdo de eventos com produgéo
de cianotoxinas somente sera possivel, contudo, se houver 0 monitoramento adequado, de modo

que acdes preventivas possam ser implementadas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi possivel isolar 14 linhagens de cianobactérias pertencentes aos géneros
Alkalinema, Cephalothrix, Limnothrix, Phormidium, Pseudanabaena, Nostocales e
Leptolyngbya. Apenas esta Ultima foi obtida na agua tratada, as demais foram isoladas
a partir da agua bruta do Rio Amazonas. Nenhuma delas apresentou potencial para a
producdo de microcistina, saxitoxina, anatoxina e cilindrospermopsina. Entretanto,
podem existir outras linhagens destas mesmas espécies com genes relacionados a

producdo de microcistinas na area da captacdo de agua do Rio Amazonas.

As cepas de cianobactérias isoladas foram identificadas por uma abordagem polifasica,
usando  combinacdo de analises  morfoldgicas, moleculares,  filogenéticas,
comportamento em cultura, analise de toxicidade e dados ecologicos. Este foi 0 primeiro
trabalho a a utilizar tal abordagem na Amazonia Oriental. A partir dos resultados deste
estudo a identificacdo das espécies poderd ser realizada com maior precisdo. Mesmo a
analise morfoldgica permitira a identificacdo de espécies na area de captacdo, uma vez
que foram observadas poucas espécies (10) na area de estudo ao longo de 13
amostragens mensais. Das 10 espécies observadas no monitoramento, 5 (50%) foram
isoladas e caracterizadas. Esses dados devem ser utilizados como ponto de partida para
0 inicio de monitoramento sistematico por parte da Companhia de Aguas e Esgoto do
Estado do Amapa (CAESA).

A andlise filogenética dos isolados forneceu material que pode contribuir para a revisdo
da taxonomia dos géneros Limnothrix e Pseudanabaena. Tais resultados reforgam a
hipétese de que a linhagem L. redekei NIVA-CYA 227/1 (cepa tipo do género
Limnothrix) deva ser transferida para o género Pseudanabaena, uma vez que este género
foi descrito antes de Limnothrix. Ja o clado que possui apenas cepas de Limnothrix spp.
(com o qual as cepas de Limnothrix deste estudo se agrupou ) deve permanecer sob o

género Limnothrix.

A maior parte dos isolados obtidos representam primeiros registros para a Amazbnia
Oriental, particularmente para o estado do Amapa, de forma a expandir a distribuicao

geogréfica das espécies identificadas.
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Este estudou revelou a primeira deteccdo de microcistina-LR no Rio Amazonas.

A densidade de cianobactérias e concentragdo de microcistina-LR observadas foram
baixas ao longo do periodo de estudo. Apenas no trimestre junho a agosto de 2015
ocorreu pico de L. planctonica. (£1000 cels. mL1) e deteccdo de microcistina-LR (max
2,1g.LY), porém ambos parametros apresentaram-se abaixo dos limites da Portaria de
Consolidacdo n°5 do Ministério da Saude, que é de 10.000 cels. mL! para

cianobactérias, e 1pg.Lt para microcistinas na agua tratada.

A deteccdo de microcistina nas amostras ambientais foi corroborada pelos métodos de
ELISA, LC/MS e pela amplificacio do gene mcyE, relacionado a producdo de
hepatotoxinas (microcistina € uma delas). Desta forma, este estudo confirma que
cianobactérias da area de captacdo no Rio Amazonas (Macapa, AP) possuem potencial

para a producdo de microcistinas.

Né&o foram amplificados genes associados a producdo de saxitoxina, anatoxina e

cilindrospermopsina.

As analises realizadas indicam fortemente que linhagens de Limnothrix planctonica

produziram a toxina microcistina-LR detectadas nas dguas do Amazonas.

Porém ndo foi possivel confirmar a producdo de microcistina no Rio Amazonas por L.
planctonica, uma vez que a deteccdo pelos métodos quimicos e moleculares ocorreu em
amostras ambientais (com a presenca de varias espécies). Na analise com os isolados de
L. planctonica LEGE 15485 e 15497 obtidos neste estudo ndo foram detectados genes
relacionados & producdo de microcistinas. E necessario continuar com o isolamento de

novas cepas para descobrir qual (is) estdo produzindo MC-LR.

Foi observada baixa quantidade de espécies ao longo do monitoramento da agua bruta
do Rio Amazonas (realizado durante um ano de amostragem com amostragens
mensais). Praticamente 0s mesmos taxons ocorreram ao longo do ano, com variagdes

nas suas densidades. Os taxons observados foram: L. planctonica, A. pantanalense,
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Leptolyngbya sp., Pseudanabaena sp., R. mediterranea, Anabaena sp.,
Dolichospermum sp., G. splendidum, C. lacustris, e uma cianobactéria ndo identificada

que foi nomeada Morfoespécie 1. Todas estas espécies sdo filamentosas.

As espécies identificadas diferem das esperadas na hipdtese deste estudo. Microcystis
sp., Oscillatoria sp. e Dolichospermum sp. seriam as cianobactérias mais abundantes no
ponto de captacdo de agua da ETAm conforme observado em estudo anterior
qualitativo, porém o estudo mencionado, assim como outros j& realizados nesta &rea,
sdo analises qualitativas do fitoplancton. Tais analises, cujas amostras sdo obtidas com
rede de plancton, sdo excelentes para inventario floristico, capturando grande
quantidade de espécies, inclusive muitas espécies raras. Por outro lado, a analise
quantitativa  (realizada neste estudo) permite visualizar as espécies nas suas
concentracdes naturais, de forma que espécies raras provavelmente ndo aparecerdo na
amostra, ou, caso aparecam, serdo identificadas como raras. E as espécies abundantes e
dominantes serdo identificadas como tais por este tipo de andlise. Para obtencdo de uma
melhor resposta sobre o ambiente € necessario ver quais S80 as espécies mais

abundantes.

As espécies mais abundantes foram Limnothrix planctonica, Leptolyngbya sp. e
Alkalinema pantanalense. As duas primeiras dominaram a comunidade representando
>50% de todos os espécimes na amostra. L. planctonica dominou durante maio-
setembro, e Leptolyngbya sp. de novembro a margo. L. planctonica e A. pantanalense
ocorreram em 100% das amostras, Leptolyngbya sp. em 92%, e as demais espécies
ocorreram em < 50% das amostras. Os maiores valores de densidade de células de
cianobactérias foram observados em julho de 2015 (1,09 x 102 cels.mLt), ao passo que

janeiro apresentou a menor densidade celular 8,94 x 10 céls. mL-1,

Com relagdo ao biovolume (medida de biomassa), a espécie Limnothrix planctonica
dominou também, apresentando picos nos meses de junho, julho e agosto. Essa espécie
mostrou grande variagdo no volume celular ao longo do ciclo anual com valores
minimos e maximos, respectivamente 4,2 um® e 25,4 pm®. Alkalinema pantanalense
seguiu tendéncia similar a de L. planctonica com pico em julho de 2015. A partir dessa

e outras observacdes ao longo do estudo, pode-se inferir que A. pantanalense apresenta
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habitos semelhantes aos de Limnothrix, podendo inclusive ter sido a produtora de

microcistina-LR, esta Ultima suposicdo € improvavel.

A tolerancia a limitacdo de luz foi uma das principais caracteristicas compartilhadas
pelas espécies mais frequentes e abundantes deste estudo. Esta caracteristica esta
intimamente  vinculada aos tracos morfologicos observados nas  cianobactérias
encontradas neste trecho do Rio Amazonas. A morfologia filamentosa e,
consequentemente, sua elevada razdo superficie/volume (S/V), permite uma maior
flutuabilidade destes microrganismos na coluna d'agua, evitando o afundamento, e
aumentando as chances das cianobactérias terem acesso a zona eufotica. Além disso,
filamentos cilindricos dificilmente sdo predados pelo zooplancton. Assim, essas
caracteristicas contribuem para uma maior estabilidade desse grupo em rio de aguas
brancas, como 0 Amazonas, apesar da sua estreita zona eufdtica e intensa turbuléncia

nestes trechos do baixo Rio Amazonas.

Os parametros que mostraram maior associacdo com a producdo de microcistina-LR e
com o0 aumento da densidade de Limnothrix planctonica foram o aumento da
transparéncia da agua e da vazdo. Tais resultados reforcam que L. planctonica produziu
as toxinas detectadas, uma vez que esta espécie é bem adaptada as condicdes do Rio
Amazonas e sua densidade se eleva mesmo no &pice da vazdo, com 0 rio mais
turbulento. Além disso os aumentos e diminuicbes dos pardmetros Limnothrix e

microcistina-LR seguiram tendéncia similar.

E importante mencionar também que a populacdo de Limnothrix planctonica, que ja
domina 0 ambiente na &rea da captacdo, tende a aumentar no contexto de elevacdo das
temperaturas devido as mudangas climéticas. Outro cenario de aumento da densidade
dessas cianobactérias estaria ligado com a elevacdo das concentracbes de nutrientes
devido ao aumento das cargas organicas, resultantes de expansdo urbana descontrolada

ndo vinculada a melhorias no saneamento basico.

A partir dos dados observados, conclui-se que é melhor garantir a seguranca e salde da
populacdo a médio e longo prazos, dadas as carateristicas de baixo nivel de saneamento

basico do municipio de Macapa. Esta sugestdo estd embasada no fato de que a cidade
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apresenta poluicdo por esgotos (nutrientes P e N, principalmente) e é também abastecida
com esta mesma 4agua bruta do Rio Amazonas, além das caracteristicas das
cianobactérias presentes serem bastante estaveis, de forma que tais eventos de producao
de toxinas devem voltar a ocorrer. A detecgdo de eventos com producdo de cianotoxinas
somente sera possivel, se houver o monitoramento adequado, de modo que acdes

preventivas possam ser implementadas.



