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RESUMO

POPIN, R. P. Andlise genémica e funcional da Nodularia spumigena CENA596 formadora
de florages em tanques de producdo de camardes. 2017. 84 p. Dissertagdo (Mestrado) -

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2017.

Nodularia spumigena é uma espécie cianobacteriana conhecida como produtora da
hepatotoxina nodularina. Essa cianotoxina é uma potente e irreversivel inibidora de proteinas
fosfatases da familia serina/treonina (PP1 e PP2A) de células eucaridticas e € uma promotora
tumoral e suspeita carcinogéna. Além da nodularina, a N. spumigena também é produtora de
outros peptideos ndo ribossdmicos, tais como espumiginas, aeruginosinas e anabaenopeptinas.
O primeiro relato de N. spumigena formadora de floragdes no Brasil ocorreu em 2011 em
tanques de produgdo de camardes no Rio Grande, RS, e estimulou o interesse na obtengdo de
informacdes sobre o seu genoma e potencial biossintético. Dessa forma, a objetivo deste estudo
foi avaliar os aspectos gendmicos e funcionais da linhagem Nodularia spumigena CENA596
isolada de um tanque de producdo de camardes de Rio Grande. Para isso, uma cultura da
linhagem N. spumigena CENA596 foi submetida a um tratamento com hipoclorito de sodio
(2%) para eliminacdo de contaminantes e 0 DNA extraido das células tratadas foi sequenciado
na plataforma MiSeq e analisado com ferramentas gendmicas. O sequenciamento e a montagem
do seu genoma originaram 291 sequéncias contiguas com percentual GC de 41,19 e tamanho
total de 5.189.679 pb. A analise filogenética baseada na sequéncia do gene que codifica 0 16S
rRNA agrupou a linhagem CENA596 com outras de N. spumigena da Australia e América do
Norte. Na arvore filogendmica construida com as sequéncias concatenadas de 31 proteinas, a
linhagem brasileira CENAS596 agrupou-se com valor de reamostragem de 100% com a N.
spumigena CCY9414 originaria do mar Baltico. As analises comparativas entre 0s genomas
dessas duas linhagens indicaram um grande nimero de genes compartilhados, os quais estdo
relacionados principalmente ao metabolismo priméario das células. Por outro lado, foram
encontrados genes especificos para cada uma delas que estdo envolvidos em respostas celulares
a estresses oxidativos, patdgenos e antibidticos. A mineracdo do genoma da N. spumigena
CENA596 revelou 13 agrupamentos génicos hipoteticamente relacionados a sintese de
metabolitos secundarios, a maioria dos quais mostrou similaridade significativa com
agrupamentos conhecidos. As analises quimicas confirmaram a producdo de duas variantes de
nodularina, espumigina, namalida, aeruginosina e aminoacidos tipo micosporina, € uma
variante de geosmina. A linhagem brasileira N. spumigena CENA596 mostrou-se capaz de
produzir uma variedade significante de moléculas bioativas e seu genoma revelou-se ser
consideravelmente conservado em relacdo ao genoma da linhagem CCY9414, a qual é
conhecida por causar grandes floracdes toxicas no Mar Baltico.

Palavras-chave: Agrupamento génico. Cianotoxinas. Genoma. Espectrometria de massas.

Gendmica comparativa.






ABSTRACT

POPIN, R. P. Genomic and functional analysis of the bloom-forming Nodularia spumigena
CENA596 in shrimp production ponds. 2017. 84 p. Dissertacdo (Mestrado) - Centro de

Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2017.

Nodularia spumigena is a cyanobacterial species known as a producer of the hepatotoxin
nodularin. This cyanotoxin is a potent and irreversible inhibitor of eukaryotic cell
serine/threonine protein phosphatases (PP1 and PP2A) and is a tumor promoter and suspected
carcinogen. In addition to nodularin, N. spumigena is also produces other non-ribosomal
peptides, such as spumigins, aeruginosines and anabaenopeptins. The first report of bloom-
forming N. spumigena in Brazil occurred in 2011 in shrimp production ponds, Rio Grande, RS,
and stimulated interest in obtaining information on its genome and biosynthetic potential. Thus,
the objective of this study was to evaluate the genomic and functional aspects of the strain N.
spumigena CENA596 isolated from a shrimp production pond of the Rio Grande. For this, a
culture of the strain N. spumigena CENA596 was submitted to a treatment with sodium
hypochlorite (2%) to eliminate contaminants and the DNA extracted from treated cells was
sequenced in a platform MiSeq and analyzed with genomic tools. Genome sequencing and
assembly resulted in 291 contiguous sequences with GC percentage of 41.19 and total size of
5,187,679 bp. Phylogenetic analysis based on the gene sequence encoding the 16S rRNA
grouped the strain CENA596 with other N. spumigena from Australia and North America. In
the phylogenomic tree constructed with the concatenated sequences of 31 proteins, the Brazilian
strain CENA596 grouped with a bootstrap value of 100% with the N. spumigena CCY9414
originating from the Baltic sea. Comparative analyses between the genomes of these two strains
indicated a large number of shared genes, which are mainly related to the primary metabolism
of the cells. Otherwise, genes specific for each of the two strains were identified as involved in
cellular responses to oxidative stress, pathogens and antibiotics. Genome mining revealed 13
gene clusters hypothetically related to the synthesis of secondary metabolites, most of which
showed significant similarity to known clusters. Chemical analyses confirmed the production
of two variants of nodularin, spumigin, namalide, aeruginosin and mycosporine-like amino
acid, and one variant of geosmin. The Brazilian strain N. spumigena CENA596 was able to
produce a significant variety of bioactive molecules and its genome revealed to be considerably
conserved in relation to the genome of the strain CCY 9414, which is known to cause large toxic
blooms in the Baltic Sea.

Keywords: Gene cluster. Cyanotoxins. Genome. Mass spectrometry. Comparative genomics.
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1. INTRODUCAO

As floragbes de cianobactérias toxicas em ecossistemas aquaticos, caracterizada pelo
grande namero de células na coluna d’agua, sdéo um problema no mundo todo, com tendéncia
para aumentar de acordo com o cenario atual de alteragdes climéaticas (O’NEIL et al., 2012;
PAERL; HUISMAN, 2008). A ocorréncia de grandes floracGes da espécie de cianobactéria
halotolerante Nodularia spumigena tem sido descrita em diversos litorais oceanicos, estuarios
e lagos salinos. Estudos mais aprofundados sobre essa espécie tém se concentrado nas regides
costeiras do mar Béltico no continente europeu (LAAMANEN et al., 2001; MCGREGOR et
al., 2012; MAZUR-MARZEC et al., 2006; SIVONEN et al., 1989; STAL et al., 2003).
Entretanto, também existem relatos de floracdes de N. spumigena em lago salino na Alemanha
(NEHRING et al., 1993), em lago de agua doce na Turquia (AKCAALAN et al., 2009), em
estuarios e lagos salinos da Australia e Nova Zelandia (BLACKBURN et al., 1996;
HERESZTYN; NICHOLSON, 1997). No continente americano, a presenca de floragdes
de N. spumigena foi detectada em lagos e lagoas salinas dos Estados Unidos (BEUTEL et al.,
2001; GALAT et al., 1990), do México (FALCON et al., 2002) e do Uruguai (PEREZ et al.,
1999). No Brasil, embora exista um relato da presenca de N. spumigena em 1992 (WERNER,;
ROSA, 1992), o diagndstico da espécie pode ter sido equivocado, uma vez que foi observada
em 4gua doce e ndo foi encontrado acinetos, células diferenciadas diacriticas na espécie
N. spumigena. Dessa forma, a primeira identificacdo e floracdo confirmada de N. spumigena
documentada no Brasil foi a ocorrida em 2011 em tanques de producdo de camardes da Estacédo
Marinha de Aquacultura (EMA) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), localizada
na praia do Cassino, Rio Grande, RS (HARAGUCHI; ODEBRECHT, 2012). Essa floracdo
afetou o crescimento e reproducao dos camardes e causou mortandade dos mesmos (KLEIN et
al., 2011). A introducdo da N. spumigena nesse ambiente foi considerada desconhecida e
sugeriu-se que pode ter ocorrido de forma natural por meio de aves migratérias provenientes
do Uruguai (PEREZ et al., 1999) ou de agua de lastro de navios (HARAGUCHI;
ODEBRECHT, 2012).

A maior preocupacdo em relacdo as floracGes cianobacterianas é a toxicidade das
mesmas, a qual interfere severamente nas atividades humanas e regularmente provoca
envenenamentos de diversos mamiferos, aves e peixes (EDLER et al., 1985; FRANCIS, 1878;
HARDING et al., 1995; MAIN et al., 1977; NEHRING, 1993; SIMOLA et al., 2012;
VAN HALDEREN et al., 1995). A N. spumigena é conhecida por sintetizar a hepatotoxina

nodularina (NOD), um pentapeptideo ciclico com estrutura quimica similar & microcistina
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(RINEHART et al., 1988). O grupo funcional Adda, que é o principal responsavel pela
toxicidade da microcistina, esta também presente na NOD e, portanto, 0 mecanismo de leséo e
patologia do figado dessas duas moléculas sdo similares. A NOD atua como inibidor das
proteinas fosfatases da familia serina/treonina, especialmente as fosfatases tipo 1 (PP1) e 2A
(PP2A) de células eucaridticas (ERIKSSON et al., 1988; YOSHIZAWA et al., 1990;
HONKANAN et al., 1991) e é um promotor tumoral com provavel acéo carcinogénica (OHTA
et al, 1994). Em 2004, o agrupamento génico da biossintese de NOD (nda)
da N. spumigena NSOR10, isolada da lagoa salina Orielton da Tasmania, Australia, foi
sequenciado e caracterizado. A regido de 48 kb do genoma é constituido por nove genes (ndaA-
I) transcritos de uma regido promotora regulatéria bidirecional (MOFFITT; NEILAN, 2004).
A N. spumigena também € conhecida por produzir outros peptideos nao ribossomais, tais como
espumiginas (SPU), aeruginosinas (AER) e anabaenopeptinas (APT) (MAZUR-MARZEC et
al., 2013).

A N. spumigena encontrada nos tanques de camardes em Rio Grande é produtora de
NOD (PACHECO et al., 2016) e provavelmente ela afetou o crescimento e reproducdo dos
camarfes e causou sua mortandade (KLEIN et al., 2011). O aparecimento de floracdes
de N. spumigena no Brasil despertou o interesse na obtencéo de informagéo de sua genémica
numa perspectiva de sua dindmica no oceano Atlantico brasileiro. O genoma sequenciado
representou uma base rica de conhecimentos para uma melhor compreensédo da diversidade

genbmica e biossintética da N. spumigena.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cultivo de camardes em cativeiro e floracoes de cianobactérias

A carcinicultura, técnica de criacdo de camarGes em tanques, vem crescendo
mundialmente devido a demanda do mercado por proteina animal de alta qualidade e a sua alta
rentabilidade (FAO, 2014). O Brasil melhorou sua posicdo global de forma significativa nos
ultimos anos e é considerado o terceiro produtor de camardo da América Latina, apresentando
cativeiros distribuidos principalmente nas regides Sul, Norte e Nordeste (BURFOR et al., 2004;
TAHIM et al., 2015). A carcinicultura no Brasil é desenvolvida em tanques escavados proximos
aos estuarios e lagoas costeiras ao longo do litoral (PAQUOTTE et al., 1998). As fazendas de
criacdo de camarfes marinhos estdo normalmente localizadas em areas adjacentes a estuarios,
regido onde normalmente os pectinideos (fase juvenil) realizam grande parte do seu
desenvolvimento (PAQUOTTE et al., 1998).

Diversos problemas, entre eles ambientais e sanitarios, continuam a gerar preocupacao
e davidas em relacdo a sustentabilidade do setor (BURFOR et al., 2004). Na tentativa de
solucionar esses problemas, diferentes sistemas de producdo vém sendo desenvolvidos
(SCOPEL et al., 2011). Um dos sistemas que tem se mostrado menos impactante ao meio
ambiente é o BFT (do inglés “Biofloc Technology System”), no qual micro-organismos sao
utilizados para mineralizar e assimilar nutrientes provenientes da alimentacdo e excrecdo dos
camardes (FROES et al., 2013). Dessa forma, a 4gua pode ser utilizada em vérios ciclos de
producdo sem que haja a necessidade de troca com o ambiente aquético ao redor. Além disso,
fertilizantes sdo utilizados para estimular a agdo microbiana (KRUMMENAUER et al., 2011).
A biomassa de bactérias, cianobactérias e outros micro-organismos resultante desse processo é
posteriormente utilizada juntamente com detritos organicos na alimentacdo dos préprios
camardes na forma de agregados (RAY et al., 2010; WASIELESKY JUNIOR et al., 2006).
Essas caracteristicas permitem que o sistema tenha maior biosseguranga, pois diminui a
quantidade de efluentes lancados no ambiente e a introdugéo e dispersao de patdgenos (FROES
etal., 2013; EMERENCIANO et al., 2012).

As cianobactérias naturalmente competem com algas em tanques utilizados na
aquicultura, mas devido a sua maior capacidade de prosperar em condi¢cGes com baixo oxigénio
dissolvido na 4gua, maior temperatura e maior turbidez, as cianobactérias

muitas vezes sdo dominantes em situagcbes de aquicultura em tanques eutrofizados
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(SUNDA et al., 2006). Dessa forma, as cianobactérias podem formar floragcdes nesses
ambientes e interferir negativamente na producdo de camardes (YUSOFF et al., 2002).

2.2 A Nodularia spumigena

Na classificacdo atual, a espécie N. spumigena pertence ao filo Cyanobacteria, ordem
Nostocales e familia Aphanizomenonaceae (KOMAREK et al., 2014). O género Nodularia
inclui cianobactérias fixadoras de nitrogénio caracterizadas por tricomas isopolares nao
ramificados, com desenvolvimento de heterdcito metamérico (heterdcito situado em intervalos
regulares), formacao apoheterocitica irregular de acinetos e células curtas em forma de barril
com comprimento que ndo excede a largura (KOMAREK; HAUER, 2013). Esse género esta
dividido em trés grupos ecoldgicos: (a) planctonicas, com filamentos solitarios e células com
aerdtopos, (b) bentdnicas e (c) terrestre, ambos com filamentos solitarios ou formando mantos,
sem aerétopos (KOMAREK; MARES, 2012). Esses trés grupos ecoldgicos formam um Gnico
agrupamento filogenético (HASLER et al., 2011; REHAKOVA et al., 2014). Embora o género
Nodularia seja suficientemente distinto para ser reconhecido, a maioria das morfoespécies
aparecem misturadas na arvore filogenética e necessita de revisdo (REHAKOVA et al., 2014).
Segundo a classificacdo fenotipica, o grupo de planctdnicas € composto por quatro espécies (N.
baltica, N. spumigena, N. litorea, N. crassa) com varias morfologias e ecotipos, enquanto o
grupo de bentbnicas possui oito espécies descritas até o momento (N. harveyana, N.
sphaerocarpa, N. moravica, N. major, N. rajkotii, N. quadrata, N. turicensis, N. willei)
(KOMAREK; HAUER, 2013). Além dessas, existem mais nove espécies descritas que S&0
consideradas taxons incertos (N. aerophila, N. armorica,
N. epiphytica, N. hawaiiensis, N. mainensis, N. paludosa, N. skujae, N. suhriana e N. tenuis
(KOMAREK; HAUER, 2013). De acordo com os conhecimentos atuais, o género Nodularia é
0 Unico em que morfoespécies com aerétopos ndo sdo geneticamente separadas de
morfoespécies que nunca formam aer6topo e nunca crescem no plancton (KOMAREK, 2010).

As espécies planctdnicas tém sido mais extensivamente estudadas, principalmente
a N. spumigena (Figura 1), devido a sua capacidade de produzir NOD (CARMICHAEL et al.,
1988) e formar floragcbes altamente toxicas em ambientes aquaticos salinos (SIVONEN et al.,
1989; MCcGREGOR et al., 2012). A ocorréncia frequente de floragbes nocivas
de N. spumigena tem atraido a atencdo dos cientistas (JODLWSKA; LATALA, 2010;
KOSKENNIEMI et al., 2007). Por outro lado, representantes de Nodularia bent6nica e do solo

tém sido bastante negligenciados, pois eles ndo sdo dominantes nos bidtopos solo ou bentdnico
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e geralmente ndo produzem essa hepatotoxina (BEATTIE et al., 2000; MOFFITT et al., 2001).
A Unica excecdo conhecida é a linhagem Nodularia sphaerocarpa PCC7804 isolada de um
manto benténico de uma fonte termal na Franga que produz a variante [L-Har?]NOD
(BEATTIE et al., 2000; MOFFITT et al., 2001).

Figura 1 - Nodularia spumigena: a= esquema dos tricomas; b= Fotomicrografia em microscépio
eletronico de varredura (adaptado de Pérez et al. (1999); c= Fotomicrografia em microscopio
Optico mostrando as células vegetativas (CV), heterdcitos (H) e acinetos (A) (adaptado de Da

Silveira et al. (2017, em preparagéo)).

2.3 A hepatotoxina nodularina

2.3.1 A molécula

A estrutura da molécula foi elucidada em 1988, revelando um pentapeptideo ciclico com
estrutura quimica e acdo toxica semelhantes a hepatotoxina microcistina (RINEHART et al.,
1988). No entanto, a NOD difere da microcistina pela falta do aminoacido variavel D-Ala, além
de ter o residuo Mdhb (N-metil-deidrobutirino) no lugar de Mdha (N-metil-deidroalanina)
(Figura 2) (KARJALAINEN et al., 2007). Assim, a estrutura da NOD
(D-MeAsp!-L-Arginine?>-Adda*-D-Glutamic acid*-Mdhb®) apresenta massa molecular de 824
Da e é menor em comparagdo com a microcistina (KARJALAINEN et al., 2007). O grupo
funcional Adda (acido 3-amino-9-metoxi-2-6,8-trimetil-10-fenil-4,6-decadiendico), principal
responsavel pela toxicidade da microcistina, estd também presente na NOD e, portanto, o
mecanismo de lesdo e patologia do figado para as duas moléculas sdo similares
(KARJALAINEN et al., 2007).



20

Figura 2 — Estrutura quimica da nodularina e da microcistina (adaptado de Moffitt e Neilan
(2004)).
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Atualmente s&o conhecidas 10 isoformas naturais da molécula, sendo 5 delas: NOD-R
(Figura 2), NOD linear-R (molécula inativa), NOD-V (apresenta a L-arginina substituida por
uma L-valina e é provavelmente produzida por algum simbionte do polifero Theonella
swinhoei), NOD-Har (apresenta uma L-homoarginina substituindo o amino&cido arginina,
sendo produzida pela linhagem Nodularia harveyana PCC7804) e uma variante ndo toxica 6Z-
estereoisdomero de Adda {[6(Z)-Adda®]NOD} (ligacdo dupla C6-C7 do aminoacido Adda na
configuracéo cis) (Figura 3) (BEATTIE et al., 2000; CHEN et al., 2013; GEHRINGER et al.,
2012).

Figura 3 — Estrutura quimica de 4 das 10 isoformas conhecidos da nodularina (adaptado de
Chen et al. (2013)).
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As outras 5 isoformas apresentam alterac6es nos radicais de um ou mais aminoacidos,
sendo trés isoformas demetiladas (D-Asp!NOD, DMAdda®NOD e dhb°>NOD) e duas isoformas
que apresentam um grupo metila adicional aos aminoacidos Adda e Glu (MeAdda*NOD e
Glu*(OMe)NOD, respectivamente) (Figura 4) (BEATTIE et al., 2000; CHEN et al., 2013;
GEHRINGER et al., 2012).

Figura 4 — Estrutura quimica da nodularina e suas isoformas que apresentam alteragdes nos
radicais (adaptado de Chen et al. (2013)).
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2.3.2 Biossintese da nodularina

A NOD € um peptideo ndo ribossomal e sua biossintese é catalisada por enzimas
conhecidas como peptideo sintetase ndo ribossdémica (NRPS, do inglés “non-ribosomal peptide
synthetase”) e policetideo sintase (PKS, do inglés “polyketide synthase”) (FINKING;
MARAMHIEL, 2004). As PKSs fabricam cadeias de policetideos a partir de simples blocos de
construcdo de acil-CoA e as NRPSs construem peptideos a partir de aminoacidos. Essas
enzimas biossintéticas sdo linhas de montagem em escala molecular, ou seja, as cadeias
crescentes sao passadas de um dominio catalitico especializado para o préximo, com cada sitio
executando uma funcéo especifica (FINKING; MARAHIEL, 2004). Os dominios sdo unidos
via as chamadas regifes 'linker' e agrupados em unidades funcionais denominadas mddulos
(FINKING; MARAHIEL, 2004). O primeiro modulo inicia a biossintese, enquanto 0s outros
ampliam a cadeia crescente por meio do bloco de construcao e confeccionam quimicamente sua
funcionalidade. Quando o processo de construcdo acaba, o produto é liberado da linha de
montagem e, em seguida, sofre reacOes de processamento adicionais para atingir sua forma
bioativa final. Uma Unica PKS ou NRPS geralmente contém varios médulos e, com poucas
excecgOes, cada via incorpora varias subunidades (FINKING; MARAHIEL, 2004).
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Em geral, um ciclo catalitico de NRPS comeca com a selecdo e a ativagdo dependente
de ATP de aminoacidos pelos dominios de adenilacdo (A), os quais sdo entdo transferidos para
0 grupo prostético de fosfopanteteina (Ppant) dos dominios da proteina carreadora de peptidil
(PCP) (WALSH et al, 2001). Os residuos podem entdo serem modificados
pela N-metiltransferase (N-MT) antes de serem unidos para formar peptideos pelos dominios
de condensacdo catalitica (C) (WALSH et al., 2001). Mais ajustes estruturais podem ocorrer
apOs a extensdo da cadeia, como epimerizacdo (pelos dominios E), formacdo de anéis
heterociclicos de cinco membros (dominios de heterociclizacdo - HC) e oxidagdo (dominios
Ox). O peptideo processado apropriadamente é entdo transferido para os préximos modulos em
linha para adicionais ciclos de extensao e confec¢édo antes de ser liberado da linha de montagem
pelo dominio de tioesterase (TE), frequentemente em forma ciclica. As PKS executam analogos
de extensao de cadeias e modificacdo de ciclos, com dominios em cada modulo para selecdo de
substrato (aciltransferase - AT), ligacdo dos blocos de construcdo (cetoredutase - (KS) e
transporte dos intermediérios extendidos (proteina carreadora de acil - ACP). A variabilidade
da diversificacao quimica geralmente ocorre pela reducao
do B-hidroxilo nos centros B-ceto se um dominio de cetoredutase (KR) estiver presente,
do o, B-alqueno por uma desidratase (DH) e do metileno saturado por uma enoyl-redutase (ER)
(WALSH etal., 2001). Como nos NRPSs, os ciclos da cadeia crescente e 0 ajuste estrutural sdo
repetidos até o desacoplamento do produto final por uma TE (MOFFITT; NEILAN, 2004).
Refletindo a semelhanca inerente entre os dois processos, 0s modulos PKS e NRPS podem
colaborar efetivamente para a construcdo de produtos naturais hibridos como a NOD, que
combinam unidades de extensdo de peptideos e cetideos (MOFFITT; NEILAN, 2004). Essas
duas enzimas podem utilizar mais de 300 substratos gerando uma grande variedade de
moléculas (FINKING; MARAHIEL, 2004; KEHR et al., 2011).

Em 1999 as primeiras sequéncias génicas envolvidas com a sintese de NOD foram
descritas (NEILAN et al., 1999). Os produtos de PCR foram obtidos utilizando DNA gendmico
da N. spumigena PCC73104 toxica e oligonucleotideos iniciadores degenerados (MRF2/MTR)
construidos para NRPS, e também com o conjunto FAA/RAA, o qual foi identificado a partir
de uma regido do mcyB de Microcystis. Concluiu-se que essa cianobactéria continha genes de
NRPS, o que era previsto, uma vez que NOD possui estrutura quimica semelhante a das
microcistinas. Sequéncias de genes codificadores de NRPSs e PKSs de NOD foram obtidas
posteriormente e mostraram alta similaridade com sequéncias dos genes mcyC e mcyD,
respectivamente, de microcistinas (MOFFITT,; NEILAN, 2001).
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Em 2004, o agrupamento génico nda da N. spumigena NSOR10, isolada da lagoa salina
Orielton da Tasmania, Australia, foi sequenciado e caracterizado (MOFFITT; NEILAN, 2004).
A regido de 48 kb do genoma é constituido por nove genes (ndaA-I) transcritos de uma regido
promotora regulatoria bidirecional (Figura 5) (MOFFITT; NEILAN, 2004). Enquanto que a
maioria dos genes nda tem similaridade com genes mcy, a disposi¢éo do cluster génico nda esta
mais proxima da norma de colinearidade da via NRPS que prevé que a ordem dos processos
cataliticos envolvidos na biossintese de um metabdlito ndo-ribossomal é geralmente 0 mesmo
que a ordem dos genes que codificam as suas enzimas cataliticas (KLEINKAUF; VON
DOHREN, 1996).

Figura 5 - Comparacdo da estrutura do agrupamento génico nda na linhagem N. spumigena
NSOR10 e da microcistina na linhagem Microcystis aeroginosa PCC7806 (mcy) (adaptado de
Moffitt e Neilan (2004)).
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Conforme descrito por Moffitt e Neilan (2004), a biossintese da NOD se inicia com a
formacdo da cadeia lateral Adda pela acdo de uma enzima NRPS/PKS hibrida (NdaC) a partir
do substrato fenilacetato e varias extensdes do malonil-CoA (NdaD e NdaF) (Figura 6).
O modulo NRPS da enzima NRPS/PKS hibrida NdaF, subsequentemente adiciona D-Glu na
cadeia crescente e duas enzimas NRPS, NdaA e NdaB, completam o pentapeptideo ciclico,
adicionando os residuos de aminoacidos finais, L-Thr, D—MeAsp e L-Arg. As proteinas NRPS
e PKS requerem modificacdo pos-traducional por uma fosfopanteteinil transferase (PPT). A
PPT necessaria para ativacdo das proteinas Nda néo esta agrupada com os outros genes nda e
em N. spumigena NSOR10 ela foi identificada utilizando PCR com primers degenerado e
subsequente  caracterizacdo  enzimatica  funcional (COPP et al.,  2007).
O agrupamento nda tambem codifica vérias supostas enzimas complementares monofuncionais
que podem desempenhar papel na modificacdo e transporte de NOD (MOFFITT; NEILAN,

2004). O gene ndaE codifica uma O-metiltransferase, ndaG codifica uma suposta L-Asp/L-Glu
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racemase e ndal codifica um transportador ABC. Ainda dentro do agrupamento nda, também
foi  encontrado um  gene codificante de uma enzima  similar a
D-3-fosfoglicerato desidrogenase, NdaH, que compartilha 71% de identidade com Mcyl e
consequentemente, é provavel que NdaH esteja envolvida na producdo de D-MeAsp
(PEARSON et al., 2008).

Figura 6 - Modelo da via biossintética da nodularina catalizada por proteinas codificadas pelos
genes ndaA-H. Os quadrados representam os dominios de adenilagdo (A), proteina carreadora
de peptidil (PCP) e condensacdo (C) da NRPS. Os circulos representam os dominios
cetossintase (KS), aciltransferase (AT), C-metiltransferase (CM), dehidratase (DH),
cetoredutase (KR) e proteina carreadora de acil (ACP) da PKS. A enzima NdaE, uma O-
metiltransferase (OM), cataliza a transferéncia de um grupo metil para a hidroxila do C9. A
NdaG, uma racemase, cataliza a epimerizagdo do residuo Glu. O dominio da aminotransferase
(AMT) cataliza a transferéncia do grupo amino para o Adda. As reacfes de condensacgdo do
peptideo sdo catalizadas pela NdaA e NdaB. A NdaH, uma dehidrogenase putativa, cataliza a
formacdo do residuo MeDhb seguindo a formacdo da ligacdo peptidica. O dominio da
tioesterase (TE) catalisa a ciclizacdo e liberacdo do peptideo (adaptado de Moffitt e Neilan
(2004)).
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2.3.3 Mecanismo de agéao e toxicidade

O grupo funcional Adda é o principal responsavel pela toxicidade da NOD e a
manutencéo da ligacdo entre os aminoacidos Adda e D-Glu é essencial para a funcionalidade
da molécula. (MAZUR-MARZEC et al., 2006). A formac&o do estereiosémero [6(Z) Adda],
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metilagdo do D-Glu ou a linearizagdo da molécula podem reduzir a sua toxicidade e até mesmo
tornar a NOD atdxica, enquanto que a desmetilacdo dos aminoécidos ndo acarreta em nenhuma
alteracdo na toxicidade da molécula (MAZUR-MARZEC et al., 2006). A NOD, assim como a
microcistina, atua como inibidor das proteinas fosfatases da familia serina/treonina,
especialmente as fosfatases tipo 1 (PP1) e 2A (PP2A) de células eucaridticas (OHTA et al.,
1994). Quando a NOD é consumida por mamiferos, ela é absorvida pelas células epiteliais do
intestino delgado e é transportada pela corrente sanguinea até o figado (ZEGURA et al., 2011).
Transportadores inespecificos localizados nesse 6rgdo sdo responsaveis pelo acimulo da
toxina. Como essa molécula age como um inibidor especifico da enzima fosfatase, pode ocorrer
hiperfosforilacdo do citoesqueleto dos hepatécitos, causando perda de adesdo das células, e
consequente desarranjo na arquitetura do figado e hemorragia nesse 6rgio (ZEGURA et al.,
2011).

Sendo uma hepatotoxina potente, a absorcdo da NOD, dependendo da quantidade, pode
causar danos severos & salde e levar até a morte, sendo que a DLso intraperitoneal em
camundongos varia entre 50 a 200 pg/kg de massa corpérea (RINEHART et al., 1994). Apesar
de ndo estarem totalmente definidos, os mecanismos de acdo toxica e carcinogénica estdo
relacionados com a inibicdo de fosfatases, formacao de espécies reativas de oxigénio, inativacéo
de genes supressores de tumores e apoptose das células hepaticas (CHEN et al., 2013;
LANKOFF et al., 2006; VUORINEN et al., 2009).

2.3.4 Nodularina no ambiente

O primeiro relato na literatura cientifica de intoxicacdes em animais causados
por N. spumigena é de 1878 e ocorreu na Australia (FRANCIS, 1878). Entretanto, somente
apos mais de 100 anos a toxina NOD produzida por uma floracdo de N. spumigena da Nova
Zelandia foi identificada (RINEHART et al., 1988). A producdo de NOD parece ser
influenciada por fatores abidticos como luz, salinidade e disponibilidade de nutrientes
(LUNDGREN et al., 2012). Maiores niveis de toxina foram encontrados em condigdes 6timas
de crescimento da cianobactéria, indicando uma relagdo entre divisdo celular e produgéo da
toxina. Reducéo na disponibilidade de fosforo também pode induzir a producéo dessa toxina.
Em relagdo a influéncia de fatores bidticos, diversos autores vém investigando a suas
influéncias, mas os resultados ainda néo séo conclusivos (LUNDGREN et al., 2012). A fungéo

desempenhada pela NOD nas cianobactérias produtoras ainda ndo foi elucidada. Entretanto,
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entre algumas das hipdteses ja propostas estdo efeitos alelopaticos, reducdo de estresse e
influéncia de outros organismos (BRUTEMARK; ENGSTOM-OST, 2013).

A NOD possui duas caracteristicas que sdo intensamente impactantes para a qualidade
da 4gua (MAZUR-MARZEC et al., 2006). Primeiramente, como a maior parte da toxina
produzida permanece compartimentalizada dentro das células e somente é liberada em caso de
lise das células, grandes floracGes de cianobactérias podem causar subitos aumentos na
concentracdo da toxina no local (MAZUR-MARZEC et al., 2006). Em segundo lugar, essa
toxina € estavel e pode persistir no ambiente por longos periodos de tempo. Métodos de
degradacéo de cianotoxinas durante o tratamento ja sdo conhecidos, porém existem dificuldades
na implementacdo desses processos de maneira viavel em grande escala e que sejam eficazes
em casos de altas concentragdes da toxina (MEGLIC et al., 2017; PESTANA et al., 2015).
Apesar da escassez de pesquisa sobre a sedimentacao dessa toxina, estudos realizados no Golfo
de Gdansk, na Polonia e no Golfo da Finlandia demonstraram a degradacdo lenta e a adeséo da
molécula em sedimentos em suspensdo (MAZUR-MARZEC et al., 2007).

A NOD ¢ extremamente prejudicial a vertebrados enquanto que 0s organismos
invertebrados sdo menos afetados pela presenca dessa toxina (KORPINEN et al., 2006).
Independentemente de ndo sofrerem danos imediatos relacionados a toxina, 0s organismos
benténicos podem sofrer alteracbes no seu desenvolvimento (KARLSON; MAZURAITIS,
2011; STEWART et al., 2012). Casos de mortandade de animais domésticos e silvestres que
consumiram agua contaminada com essa toxina ja foram reportados na literatura (EDLER et
al., 1985; HARDING et al., 1995; MAIN et al., 1977; NEHRING, 1993; VAN HALDEREN et
al., 1995). Peixes criados em tanques com floracdes de cianobactérias, por exemplo, podem
apresentar alteragdes em diversos tecidos vivos (DROBAC et al., 2016). As populagdes
humanas préximas também podem sofrer impactos adversos se as células cianobacterianas ou
as cianotoxinas ligadas a sedimentos forem arrastadas por tempestades de poeira soprando sobre
areas povoadas (METCALF et al., 2012).

Existem diversos relatos de bioacumulagdo de NOD em invertebrados e peixes que
ocorrem em locais de floracGes de N. spumigena no mar Baltico (KANKAANPAA et al., 2005;
MAZUR-MARZEC et al., 2007; PERSSON et al., 2009; SIPIA et al., 2002; 2007). Barda et al.
(2015) analisaram tecidos de organismos aquéaticos coletados em locais de ocorréncia de
floracbes de N. spumigena entre os anos de 2002 e 2007 na Letdnia e encontraram niveis

alarmantes de NOD e outras hepatotoxinas produzidas por cianobactérias.
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Os autores demostraram que 0s organismos podem agir como vetores dessas toxinas e
transportar as moléculas para niveis mais elevados na cadeia tréfica. Consequentemente, eles
recomendam precaucdo e analises casos organismos aquaticos de aguas contaminadas sejam

usados como fontes de alimento.

2.4 Mineragao de agrupamentos génicos em genomas cianobacterianos

O rapido avanco das técnicas de sequenciamento massivo de DNA, a reducao dos custos
deste procedimento e a disponibilidade de softwares e novas ferramentas de bioinformatica de
uso publico e de facil acesso pela internet, tém propiciado um aumento substancial de
informacBes gendmica dos organismos e tem facilidado a identificacdo e caracterizacdo de
agrupamentos génicos de produtos naturais (DONIA; SCHMIDT, 2011; KERSTEN et al.,
2011; LEIKOSKI et al., 2010; LI et al., 2010; WANG et al., 2015; ZIEMERT et al., 2010).
Dessa forma, agrupamentos que anteriormente escaparam de ser descobertos devido ao
silenciamento génico pos-transcricional ou baixa producdo, tem sido associados a moléculas
tanto conhecidas como novas. Estes estudos utilizam genes codificantes de precursores de
peptideos como alvo para as buscas nos genomas, resultando em analogos de substancias
conhecidas, ou utilizam genes que codificam enzimas biossintéticas chaves (CORRE;
CHALLIS, 2009; MICALLEF et al., 2015; MULLER; WINK, 2014; NETT, 2014).

Em cianobactérias, NRPSs, PKSs ou hibridos destes dois sdo mais comumente
encontrados e sdo geralmente passiveis de deducBes estruturais com base na informatica
(MICALLEF et al., 2015). Na abordagem metabolomica baseada em espectrometria de massa,
as deducGes podem ser feitas sobre 0 nimero e classes de substancias presentes no extrato de
uma linhagem (KERSTEN et al., 2011; MEDEMA et al., 2014). Além disso, combinando a
espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS), juntamente com o padrdo isotopico
molecular e anélises de fragmentacdo baseada em MS?, é possivel obter informagao estrutural
de substancias desconhecidas. Por conseguinte, combinando gendmica e metabolémica, torna-
se possivel correlacionar substancias especificas com agrupamentos génicos e vice-versa e a
descoberta e isolamento de novos produtos naturais.

Anteriormente a realizacdo do presente trabalho, apena uma sequéncia genémica
de N. spumigena estava disponibilizada publicamente. Vo8 et al. (2013) sequenciaram a
linhagem N. spumigena CCY9414 e obtiveram um genoma incompleto contendo 5,462,271
nucleotideos, sendo que foram identificados genes que codificam para 5,294 proteinas.

Os autores destacam que 4% da capacidade codificadora do genoma é direcionada a producao
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de metabdlitos secundarios e encontraram grupamentos génicos responsaveis pela producéo da
NOD, dos inibidores de protease SPU, nodulapeptina, AER e dos pigmentos aminoacidos tipo
miscosporina (MAAS) e citonemina (SCY). O estudo mostra que a N. spumigena possui grande
potencial na producéo de peptideos e policetideos e ilustra o potencial da mineracdo de genomas

na identificacdo de compostos bioativos e suas vias metabdlicas.

2.5 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) aplicada a

analise de deteccdo de produtos naturais

O desenvolvimento de métodos analiticos robustos para a deteccéo de toxinas e outros
metabolitos secundarios de cianobactérias tem sido alvo de inUmeros estudos. A maioria das
toxinas e outros produtos bioativos cianobacterianos sdo nao volateis, sdo relativamente
hidrofilicos e facilmente ionizaveis e, portanto, podem ser analisados com sucesso por LC-MS
(CAIXACH et al, 2017; DORR, 2011; KAUSHIK; BALASUBRAMANIAN, 2013;
LAWTON; EDWARDS, 2008; MSAGATI; SIAME; SHUSHU, 2006).

A espectrometria de massa (MS - Mass Spectrometry) ¢ uma ferramenta fisica que
caracteriza as moléculas pela medida da relagao massa/carga (m/z) de espécies ionizadas em
fase gasosa. Sendo assim, um espectrometro de massas consiste em uma fonte de ionizagao
para a obtencao de ions, um analisador de massas, o qual separa os ions formados, um detector
desses ions e um sistema de aquisicao dos dados (CAIXACH et al., 2017).
As técnicas de ionizagao empregadas podem ser ESI (electrospray ionization), MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ionization), EI (electron ionization), CI (chemical ionization),
FAB (fasta tom bombardment), APCI (atmospheric pressure chemical ionization) e APPI
(atmospheric pressure photoionization). Os analisadores podem ser os quadrupolos QIT
(quadrupole ion trap), QqQ (triple quadrupole) Q-TOF (quadrupole time of flight), FT-ICR
(fourier transform ion cyclotron ressonance), orbitrap e magnetic sector. Os detectores podem
ser tipo multiplicador de elétrons, copo de Faraday, placa fotogréafica, contador de cintilacéo,
multiplicadores de canal de elétrons, detector multicanal, dinodos de conversdo e detectores
criogénicos. Todos estes me¢todos diferem notavelmente na sensibilidade, resolugao, precisao
de massa e possibilidade de fragmentar ions de peptideos e/ou proteinas. VVarios espectrometros
de massas com diversas combinacoes de fontes e analisadores sao comercializados atualmente,
entretanto as fontes de ionizagdo FAB, MALDI e ESI tendo sido as mais comumente aplicado
as andlises de toxinas e outras moléculas cianobacterianas (CAIXACH et al., 2017). O método

ESI LC-MS no modo positivo tem sido aplicado a separacéo e deteccdo de cianotoxinas e outras
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moléculas como uma abordagem padrédo para fins quantitativos, embora o ESI modo negativo
também tenha sido usado para analise de certas cianotoxinas (DORR et al., 2011; GAMBARO
etal.,, 2012; RODRIGUES; REIS; MATEUS, 2013).

A analise usando MS fornece informacgdes de uma molécula alvo tais como: (1) relacao
m/z da substéancia, o que permite atribuir a massa nominal; (2) a abundéancia relativa do analito
alvo; (3) a separacdo de isétopos (os quais tém massas diferentes e podem ser distinguidos por
MS); (4) espectrometria de massa em tandem (MS/MS), a qual pode produzir uma
fragmentacdo do espectro da substancia alvo que auxilia na caracterizacdo estrutural desta
molécula (e de analogos correlacionados). A vantagem significativa da MS reside na sua
seletividade e sensibilidade inigualdveis, o que propicia identificacdo confiavel e quantificagdo
em baixos niveis de concentracdo (ppb e/ou ppt) do analito alvo com acuracia e precisdo
aceitaveis (GREAVER; ROBOZ, 2014; WATSON; SPARKMAN, 2009).
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3. HIPOTESE

O genoma da linhagem Nodularia spumigena CENA596 encontrada no oceano
Atlantico Sul do Brasil apresenta diversidade de agrupamentos génicos envolvidos na sintese
de moléculas bioativas e diferencas significativas quando comparado com o Unico genoma

disponivel dessa espécie, a Nodularia spumigena CCY9414 originaria do mar Baltico.
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4. OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi avaliar os aspectos gendmicos e funcionais do isolado
brasileiro de Nodularia spumigena CENA596 visando identificar os agrupamentos génicos

envolvidos na sintese de substancias naturais biologicamente ativas e a producédo destes.

4.2 Objetivos especificos:

1) Caracterizar o genoma da linhagem N. spumigena CENA596;

I Avaliar agrupamentos génicos de subtancias bioativas no genoma da linhagem N.
spumigena CENAL96;

1)  Comparar os genomas das linhagens N. spumigena CENA596 e N. spumigena
CCY9414,

IV)  Analisar a producéo de substancias bioativas pela N. spumigena CENA596 utilizando

espectrometria de massas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Origem e cultivo da linhagem N. spumigena CENA596

A linhagem N. spumigena CENA596 foi isolada no dia 05 de dezembro de 2013 de uma
amostra de floracdo ocorrida em tanques de producdo de camardes da Estagdo Marinha de
Agquacultura (EMA) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), localizada na praia do
Cassino, Rio Grande, RS (32°12'19" S, 52°10'42" O) (Figura 7). A producao de camardo na
EMA utiliza o sistema de Bioflocos ou BFT (do inglés, “Biofloc Technology Culture System”).
A coleta e o isolamento da N. spumigena CENA596 foi realizada pelo grupo de pesquisa da
Profa. Dra. Clarisse Odebrecht do Instituto de Oceanografia da FURG.

Figura 7 - Vista aérea da Estacdo Marinha de Aquacultura da FURG. Nota-se a coloragdo verde

caracteristica de floragdes de cianobactérias em alguns tanques (MAURENTE, 2014).

A linhagem N. spumigena CENA596 foi cedida pela Profa. Clarisse Odebrecht da
FURG e enta mantida em cultivo no laboratério de Ecologia Molecular de Cianobactérias do
CENAJ/USP em meio de cultura liquido F/2 (GUILLARD, 1975) modificado (sem adi¢do da
silica), sob exposicdo a luz fluorescente (40-50 pmol fotons-pm2-s), com ciclo claro/escuro
de 14/10h,a25°C + 1 °C.
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5.2 Tratamento para reducgdo de contaminantes na cultura

A reducdo de bactérias contaminantes na cultura da N. spumigena CENA596 foi feita
conforme a metodologia apresentada por Vaz et al. (2014). Uma cultura de 20 dias foi
submetida ao processo de recuperacdo de acinetos utilizando solugdes de hipoclorito de sodio.
Primeiramente, a cultura foi visualizada ao microscdpio éptico para que fosse possivel certificar
a ocorréncia de acinetos. Em seguida, uma aliquota de 20 mL dessa cultura foi homogeneizada
e teve seus filamentos fragmentados com o auxilio de uma seringa. Aliquotas de 1 mL da
suspensdo foram depositadas sobre membranas com poros de 8 um (Millipore) acopladas a um
sistema de filtro a vacuo. Posteriormente, as membranas foram lavadas durante 20 segundos
com diferentes solucdes de hipoclorito de sddio nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e 2% (V/v),
seguido de uma lavagem com &gua ultrapura esterilizada durante outros 20 segundos. As células
de cada uma das lavagens foram individualmente coletadas das superficies das membranas e
inoculadas em duplicatas em erlenmeyers contendo 25 mL de meio de cultura F/2.
Subsequentemente, os erlenmeyers das diferentes lavagens foram incubados durante 14 dias

nas mesmas condicdes de luz e temperatura especificadas acima.

5.3 Verificagdo da pureza das culturas

Ap0s o periodo de incubacéo, aliquotas de 100 pL contendo meio de cultura e filamentos
de cada uma das duplicatas foram utilizadas para a realizacdo de espalhamentos em placas de
Petri com meio F/2 s6lido suplementado com glicose 0,2% e casamino &cido 0,2% e em placas
de Petri com meio LB suplementado com glicose 1%. As placas foram incubadas a 30 °C
durante 14 dias e observadas no microscopio invertido para verificar o crescimento de colonias
de bactérias contaminantes. As culturas foram resubmetidas a novos tratamentos com solucgéo
de hipoclorito de sodio até que ndo fosse possivel detectar nenhuma colénia de contaminantes
crescendo nas placas de Petri.

5.4 Producéo de biomassa

Ap0s a constatacdo da pureza da cultura, a producéo de biomassa de celulas da linhagem
N. spumigena CENA596 foi realizada em frasco de 500 mL contendo 100 mL de meio de
cultura liquido F/2 (GUILLARD, 1975) modificado, nas mesmas condicBes de luz e

temperatura especificadas acima, durante 20 dias.
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5.5 Extracdo de DNA total

A extracio do DNA gendmico foi realizado com kit UltraClean™ Microbial DNA
Isolation Kit (MO BIO), seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidade do DNA extraido
foi verificada em gel de agarose 1% (m/v). Em seguida, a quantificacdo foi realizada com o
fluorémetro (Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Technologies™).

5.6 Preparo da biblioteca genébmica e sequenciamento

Cerca de 1 ng de DNA foi utilizado para o preparo de bibliotecas genémicas paired-
ends 2x300 pb utilizando o kit Nextera XT DNA Sample Prep Kit (Illumina Inc., San Diego,
CA, EUA) de acordo com as instrucdes do fornecedor.

O DNA gendmico foi inicialmente fragmentado por transposases e recebeu sequéncias
adaptadoras as suas extremidades apds incubacdo em termociclador a 55 °C por 5 minutos. As
enzimas foram neutralizadas com o tampdo Neutralize Tagment (lllumina) a temperatura
ambiente por 5 min e, em seguida, ocorreu a amplificacdo do DNA com os iniciadores i7 e i5,
especificos aos adaptadores adicionados, com a seguinte ciclagem térmica: 72 °C por 3 min; 95
°C por 30s; 12 ciclos de 95 °C por 10's, 55 °C por 30 se 72 °C por 30 s; e 72 °C por 5 min. Os
produtos da amplificacdo foram purificados com 25 pL de microesferas magnéticas AMPure
XP 0,5 X e etanol 80 %. Apos a purificacdo, a quantificacdo da biblioteca foi conduzida em
triplicatas em StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA), utilizando o sistema de deteccio KAPA SYBR™ FAST qPCR Master Mix (Kapa
Biosystems, Wilmington, MA, EUA), seguindo as instrucfes do fabricante. As condicOes de
ciclagem térmica foram: 95 °C por 5min; 35 ciclos de 95 °C por 30 s e 60 °C por 45 s.

Apbs o produto da biblioteca ser desnaturado e diluido, o mesmo foi transferido para
um cartucho de reagentes Miseq Reagent Kit v3 600 cycles. O sequenciamento foi realizado
com o equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina) segundo instrucdes do fabricante.

5.7 Montagem do genoma

A qualidade das leituras obtidas com o sequenciamento gendémico da plataforma MiSeq
foi verificada e graficos de analise foram gerados com o programa FastQC (v.0.11.5)
(ANDREWS, 2010). Sequéncias com qualidades Phred abaixo de 20 e com tamanhos menores
que 150 pares de base foram filtradas com PRINSEQ (v.0.20.4) (SCHMIEDER, EDWARDS,
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2011). Em seguida, foi realizada a montagem das leituras com o software Platanus (v.1.2.4)
(KAJITANI et al., 2014). Apds a montagem do genoma, o programa Kraken (v.0.10.5-beta)
(WOOD, SALZBERG, 2014) foi utilizado para filtrar as sequéncias que apresentaram
identidade com o filo Cyanobacteria. Por fim, os programas IMAGE2 (TSAI, OTTO e
BERRIM, 2010) e Geneious (v. 9.0.2) (KEARSE et al., 2012) foram empregados para o
fechamento das lacunas no genoma. As estatisticas da montagem do genoma foram obtidas pelo
programa Assemblathon 2 (BRADNAM et al., 2013).

5.8 Anélise filogendmica e filogenética

A arvore filogendmica foi gerada a partir da concatenacédo de 31 sequéncias de proteinas,
indicadas para a geracdo de arvores filogenébmicas bacterianas (WU; EISEN, 2008). A
ferramenta BLASTP foi empregada na identificacdo de homologos das proteinas nos genomas
cianobacterianos. O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando a configuragao padrédo
da ferramenta Muscle Alignment no programa Geneious (v. 9.0.2) (KEARSE et al., 2012). O
modelo de substituicdo de aminoacidos PROTGAMMAGTR foi indicado pelo programa
ProtTest (ABASCAL et al., 2005). O programa RAXML v. 7.7.8 (STAMATAKIS, 2006) foi
utilizado na construgdo da arvore e de acordo com método de méaxima verossimilhanca com
1000 repeticdes.

A arvore filogenética utilizando o gene que codifica para o 16S foi gerada no programa
MrBayes v.3.2.5 com 5,000,000 geracdes (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003) e usando o
modelo evolutivo HKY+I+G indicado pelo programa jModelTest (POSADA, 2008). A
ferramenta BLASTN foi empregada na identificacdo de homologos do gene nos genomas
cianobacterianos.

Todas as sequéncias utilizadas na construcdo de ambas as arvores sdo publicas e foram
obtidas no NCBI/GenBank.

5.9 Anotacdo do genoma da N. spumigena CENA596 e potencial para a sintese de produtos

naturais

A anotacdo automatica em subsistemas foi realizada no servidor RAST e com a
ferramenta SEED (AZIZ et al., 2008; OVERBEEK et al., 2014). Por outro lado, a anotacéo
automatica de agrupamentos génicos envolvidos na sintese de moléculas bioativas foi realizada
no servidor antiSMASH (v.3.0-a) (WEBER et al., 2015). Posteriormente, a anotagdo e a
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curadoria manual foram realizadas com o programa Artemis (v. 16.0.0) (RUTHERFORD etal.,
2000). A predicdo da especificidade do substrato dos dominios de adenilacdo dos genes ndo
ribossomais foi realizada no servidor NRPSpredictor2 (RAUSCH et al., 2005; ROTTIG et al.,
2011).

5.10 Analise comparativa entre os genomas das N. spumigena CENA596 e CCY9414

A comparacao entre os genomas de N. spumigena CENA596 e CCY9414 (disponivel
no banco de dados GenBank com o numero de acesso GCA_000340565.3) foi realizada no
servidor RAST e com a ferramenta SEED (AZIZ et al., 2008; OVERBEEK et al., 2005). Essas
mesmas ferramentas foram utilizadas na anotacdo em subsistemas dos genes classificados como
especificos e dos genes compartilhados entre as duas linhagens de acordo com a anélise de

genes homologos efetuada no servidor OrthoVenn (Y1 et al., 2015).

5.11 Analises cromatograficas e por espectrometria de massas

As analises foram realizadas por meio da parceria com o Prof. Dr. Ernani Pinto, do
Laboratdrio de Toxinas e Produtos Naturais de Algas, na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, SP.

Culturas frescas de N. spumigena CENA596 (200 mL) foram filtradas sob vacuo em
fibra de vidro (Sartorius GmbH, Alemanha) para separacdo das células. Os filtros foram
posteriormente submetidos a extracdo com metanol/agua 60/40 (1 mL) em sonda de ultrassom
(Omni Sonic Ruptor 400, EUA) por 1 minuto, sob gelo. Apéds centrifugacdo por 10 mina 12.000
g (5804R, Eppendorf, Alemanha), o sobrenadante foi separado e a extracdo repetida. Os
sobrenadantes foram reunidos e filtrados (Millex 0,45 pum, Millipore, EUA) para frascos
apropriados.

As analises de NOD, SPU, APT, AER, MAAs e SCY foram realizadas em coluna Luna
C18(2) (150 x 2.1 mm, 3 um; Phenomenex, EUA) utilizando-se (A) 0,1% &cido férmico e (B)
acetonitrila como fase movel (250 uL.min?, 35°C). A separacéo foi obtida em equipamento
Shimadzu Prominence (Kyoto, Japdo) com o gradiente linear de 5 a 90% B em 34 min,
mantendo-se em 90% B por mais 3 min. Apoés retorno a 5% B em 1 min, a coluna foi
reequilibrada por 8 min (tempo total de 45 min).

O efluente da coluna foi diretamente conduzido para espectrdmetro de massas de alta

resolugdo (MicroTOF-QII, Bruker Daltonics, EUA) equipado com fonte de electrospray,
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operada no modo positivo de ionizagdo. A varredura de compostos foi realizada no intervalo de
m/z de 100 a 1500 utilizando-se solucao de acetato de sodio para calibracéo e obtencdo de massa
exata.

As andlises de geosmina (GEO) foram realizadas empregando-se a microextracdo em
fase solida acoplada a cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas (SPME-
GC/MS), segundo o método de Suurndkki et al. (2015). Amostras de cultura fresca (10 mL)
foram transferidas para frascos de headspace de 20 mL e analisadas em cromatografo 5975C
Inert XL EI/CI (Agilent, EUA).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Tratamento para reducdo de contaminantes na cultura

A linhagem N. spumigena CENA596 mostrou-se capaz de sobreviver aos tratamentos
com hipoclorito de sodio, uma vez que os acinetos germinaram durante o periodo de incubagéo
e originaram novas células vegetativas. Os tratamentos nas concentragdes de 0,25%, 0,5% e 1%
mostraram-se menos eficazes na eliminacdo de bactérias cultivaveis quando comparados ao
tratamento com solugéo de 2%, visto que os primeiros resultaram em maiores contagens de
Unidades Formadoras de Coldnias por microlitro (UFC.mL™) no meio de cultura do que este
altimo tratamento. Entretanto, uma unica lavagem com a solucdo com 2% de hipoclorito de
sodio ndo mostrou ser suficiente para eliminacdo das bactérias cultivaveis presentes na cultura,
dado que foi possivel observar pequenas colénias de bactérias se desenvolvendo ao redor dos
fragmentos de filamentos espalhados nas placas. Apds um total de trés tratamentos sucessivos
com a solucdo de 2%, foi constatada a auséncia de coldnias de bactérias contaminantes se
desenvolvendo nas placas.

As cianobactérias naturalmente estabelecem associagcBes simbidticas com outros
microrganismos que estdo ao seu redor (ZHUBANOVA et al., 2013). Além disso,
exopolissacarideos envoltos nas células cianobacterianas propiciam a adesdo de autotrofos e
heterotréficos, o que favorece a troca de diversas substancias (COLE et al., 2014; PAERL et
al., 2000). Entretanto, nem sempre as interacdes sdo benéficas e bactérias antagbnicas podem
suprimir o crescimento e influenciar a regulacédo de diversas vias metabdlicas das cianobactérias
(OSMAN et al., 2017). Metodologias tém sido desenvolvidas visando a obtengédo de culturas
axénicas de  cianobactérias, entre elas a utilizacio de  antibi6ticos
(CHOI et al., 2002; FERRIS; HIRSCH, 1991; VASQUEZ-MARTINEZ et al., 2004; SENA et
al., 2011), sistemas de filtracdo por membrana (HEANEY; JAWORSKI, 1997; AZMA et al.,
2010) e produtos quimicos com poder oxidativo (FOGG, 1942; TASSIGNY et al., 1969; VAZ
et al., 2014). O emprego de produtos quimicos, como por exemplo, o hipoclorito de sédio, é
uma alternativa que requer pouco tempo e recursos em comparagdo a outros métodos descritos
na literatura (VAZ et al., 2014). O hipoclorito de sodio € um agente oxidante altamente ativo e
com grande ag&o antimicrobiana (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Entre os efeitos negativos
da exposi¢do da célula ao hipoclorito de sddio, a degradacdo de aminoacidos e lipidios pode
levar a alteracdo do metabolismo, inativacdo de enzimas e desestabilizacdo da membrana
celular (ESTRELA et al., 2002).
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Vaz et al. (2014) obtiveram culturas axénicas de trés linhagens de cianobactérias do
género Nostoc por meio do tratamento das mesmas com solugfes de hipoclorito em
concentragdes de 1, 2 e 3% durante 10 segundos e apontaram a pouca agregacao dos tricomas
durante o desenvolvimento das linhagens e resisténcia dos acinetos a acdo das solugdes de
hipoclorito como fatores responsaveis pelo sucesso do tratamento. A linhagem N. spumigena
CENAJS96 apresentou alguma caracteristica que provavelmente contribuiram com o sucesso do
tratamento. Entre elas pode-se citar a baixa agregacao dos tricomas, a qual diminuiu ainda mais
com a formacéo de grande quantidade acinetos nos tricomas e subsequente quebra dos mesmos
durante o envelhecimento das culturas. A grande quantidade de acinetos produzidos pela
linhagem provavelmente aumentou a tolerdncia ao tratamento, pois é maior a probabilidade de
gue parte desses acinetos ndo sejam inviabilizados pela acdo oxidante do hipoclorito de sodio
e possam germinar. Ademais, a efetividade do tratamento foi favorecida pela presenca de uma
bainha de exopolissacarideos aparentemente pouco espessa, Visto que ela é conhecida por
prover substrato e nutrientes para bactérias heterotroficas (CAIRE et al., 1997).

6.2 Analise de qualidade das sequéncias e montagem do genoma

O sequenciamento do genoma da N. spumigena CENA596 na plataforma MiSeq
resultou em um total de 41.280.494 sequéncias com tamanho variando entre 35 e 301 pares de
bases (Figura 8). As 20.640.247 sequéncias produzidas no R1 apresentaram um percentual G:C
médio de 41%. Por outro lado, as 20.640.247 leituras do R2 apresentaram um percentual G:C
médio de 43%.

Figura 8 - Qualidades Phred dos pares de bases durante leituras R1(A) e R2(B) do
sequenciamento gendémico MiSeq em relacéo as posi¢des das mesmas ao longo das sequéncias.

A Quality scores across all bases (Sanger / Illumina 1.9 encoding) B Quality scores across all bases (sanger / llumina 1.9 encoding)
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Devido as baixas qualidades das extremidades das regides 3* e 5’ das leituras, foi
realizado o corte dessas regides em ambas as leituras. Além disso, foram selecionadas apenas
as sequéncias com tamanho minimo de 150 pares de bases e com qualidade Phred média de no
minimo 20. Apo0s o tratamento das sequéncias, realizou-se a montagem do genoma, resultando
em 377 sequéncias contiguas. Posteriormente, foi realizado um primeiro processo de
fechamento das lacunas que diminuiu o total para 302 sequéncias contiguas, das quais 295
apresentaram identidade com o filo Cyanobacteria. Apds um novo tratamento para fechamento
das lacunas, foram obtidas 291 sequéncias contiguas com tamanho variando entre 526 e
109.819 pares bases, percentual G:C de 41,19% e tamanho total de 5.189.679 pb. O genoma foi
depositado no banco de dados publicos DDBJ/EMBL/GenBank, recebendo o nimero de acesso
LWAJ00000000.

A presenca de sete sequéncias contiguas com identidade com outros filos bacterianos
mostrou que a cultura da N. spumigena CENA596 ainda continha alguns poucos contaminantes
que ndo apareceram nas placas de Petri e, portanto, ndo foram detectados. Um estudo anterior
mostrou que o tratamento com hipoclorito de sodio, utilizado no presente trabalho, tende a
negligenciar as bactérias ndo cultivaveis (HECK et al., 2016). Além disso, esses autores
salientam a dificuldade de preservar uma cultura de cianobactérias em condicGes axénicas
devido ao alto risco de contaminacdo durante a conservagdo da mesma. Dessa forma, essas sete
sequéncias contiguas podem estar relacionadas a presenca de bactérias ndo cultivaveis na

cultura utilizada no sequenciamento ou contaminacdes pos tratamento.

6.3 Analise filogendmica e filogenética

Na arvore filogendmica construida com as sequéncias concatenadas de 31 proteinas, a
linhagem brasileira N. spumigena CENA596 agrupou-se com valor de reamostragem de 100%
com a N. spumigena CCY9414 (Figura 9), que foi a Unica linhagem desta espécie com genoma
disponivel no NCBI/GenBank até 0 momento da escrita desta dissertacdo. O clado formado por
essas duas linhagens ficou inserido em um clado maior contendo sequéncias concatenadas de

proteinas de outras cianobactérias pertencentes a ordem Nostocales.
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Figura 9 - Arvore filogendmica utilizando a concatenacdo de 31 proteinas conservadas do
genoma de 77 linhagens cianobacterianas. As linhagens N. spumigena CENA596 e CCY9414

estdo exibidas em negrito.
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A disponibilidade de um nimero maior de sequéncias do gene que codifica para o

16S rRNA de membros do género Nodularia permitiu reconstruir a relacdo evolutiva da

N. spumigena CENA596 com mais aprofundamento, embora baseada em um Gnico gene
(Figura 10). Apesar das sequéncias do gene de 16S rRNA das linhagens CENA596 e CCY9414
apresentarem alta identidade (99,2%) entre si, verificou-se que a linhagem CENA596 ficou
agrupada com isolados da Australia (NSOR12, NSBLO05 e NSGL02A10) e da América do Norte
(GSL023), enquanto que a linhagem CCY9414 ficou agrupada com outras N. spumigena

isoladas do mar Baltico. Além disso, o grupo irmdo ao clado contendo a N. spumigena

CENAJ596 foi aquele contendo diversas linhagens de N. harveyana.
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Figura 10 - Arvore filogenética utilizando a estimativa de maxima verossimilhanca com base
nas sequéncias dos genes de 16S rRNA de diversas cianobactérias. A origem das linhagens e
0s numeros de acesso das sequéncias no NCBI estdo indicados ao lado do nome das linhagens.

As linhagens N. spumigena CENA596 e CCY9414 estdo exibidas em negrito.

0,89 Nodularia spumigena CENA596-Brasil (LWAJ00000000.1)
Nodularia spumigena GSL023-EUA (F1546713.1)

4 _[Of\égdularia spumigena NSOR12-Australia (AF268011.1)

1|* Nedularia spumigena NSBLO5-Australia (AF268012.1)

0,56 Nodularia spumigena NSGLO2A10-Australia (AF268015.1)

I Nodularia harveyana SO0S4-Replblica Checa (KC912778.1)

'?Vsodularia harveyana BOB1-Eslovaquia (KC912781.1)

9% Nodularia harveyana UTEX-B2093-USA (AF268021.1)

U’I%Zdularfa harveyana Lukesova 18/94-Replblica Checa (AM711554.1)

— Nodularia sphaerocarpa PCC 7804-Franca (DQ185243.1)

0

|>—-

0,86

Nodularia spumigena Huebel 1987/311-Mar Baltico (AJ781133.1)

Nodularia spumigena CCY9414-Mar Baltico (GCA_000340565.3)
1
0.7 Nodularia spumigena Huebel 1988/306-Mar Baltico (AJ781132.1

Nodularia spumigena HEM-Mar Béltico (AJ781134.1)

%Nodularia harveyana SAG 44.85-Reino Unido (KM019929.1)
Nodularia harveyana CCAP1452/1- Desconhecido (KF010324.1)

1 L Anabaenopsis (8 OTUs)

! Cyanospira (3 OTUs)

092 Nostoc (4 OTUs)

1
—1< Anabaena (5 OTUs)

Aliterella atlantica CENA595- Brasil (JYON00000000.1)
Trichodesmium erythraeum IMS101-EUA (NR_074275.1)

0.02

Os resultados encontrados na arvore construida utilizando sequéncias do gene de 16S
rRNA confirmam outras analises que mostraram que as linhagens de N. spumigena do mar
Béltico tendem a formar clado separado de outras linhagens da mesma espécie, principalmente
da Australia (LEHTIMAKI et al., 2000). Sendo assim, é possivel que a espécie N. spumigena
seja polifilética, na qual as linhagens Europeias evoluiram de maneira independente das
linhagens Americanas e Oceanicas. Futuras inclusdes de linhagens
de N. spumigena provenientes dos continentes africano e asiatico, quando disponiveis,

possibilitard maiores conclusdes sobre a filogénia da espécie.



43

A filogenia do género Nodularia € problematica, uma vez que diversas espécies foram
descritas com base em seus caracteres morfoldgicos e ndo apresentam posicOes estaveis em
arvores filogenéticas (LAAMANEN et al., 2001; REHAKOVA et al., 2014). Além disso, ainda
existem diversas espécies que permanecem incertas e das quais ainda ndo existem informacdes
genéticas (KOMAREK; HAUER, 2013). Essa instabilidade se repete em outros géneros da
ordem Nostocales e consequentemente, é provavel a hipotese de que o ancestral dessa ordem
tenha divergido muito cedo das outras cianobactérias, o que levou os seus descendentes a
apresentarem uma alta distancia evolutiva de outros td&xons e menor entre 0s géneros dessa
ordem (CASAMATA; GOMEZ; JOHANSEN, 2006; KORELUSOVA, 2008).

Embora a regido do gene de 16S rRNA seja amplamente utilizada em analises
filogenéticas, a importancia de se utilizar outras regides do genoma nesse tipo de analise é
conhecida a bastante tempo (OLSEN; WOESE, 1993). A utilizacdo de proteinas codificadas
por genes amplamente distribuidos e conservados em bacteérias, por exemplo, é uma alternativa
que se mostra apropriada para o estudo da ancestralidade desses organismos (CALTEAU et al.,
2014; KOMAREK et al., 2014). Entretanto, essa abordagem requer a disponibilidade de
diferentes genomas, e no caso do género Nodularia, essa disponibilidade ainda é infima e
abrange apenas uma Unica espécie. Considerando que a analise de genomas se mostra como
uma promissora alternativa para a resolucdo dos problemas da sistematica ndo s6 de
cianobactérias, mas de todo o dominio Bacteria (CHUN; RAINEY, 2014; VANDAMME;
PEETERS, 2014), é essencial o avanco da area para que um maior entendimento desses
organismos seja alcancado. Dessa forma, a taxonomia polifasica, a qual se baseia em diversas
analises, como morfoldgica, genémica e filogenética, atualmente se mostra como a melhor
forma para se estudar a diversidade e os padrdes evolutivos das cianobactérias (KOMAREK,
2010; THOMPSON et al., 2015).

6.4 Analise comparativa entre os genomas das N. spumigena CENA596 e CCY9414

Os dados dos genomas incompleto da N. spumigena CENA596 (5,1 Mbp) e completo
da N. spumigena CCY9414 (5,4 Mbp) estdo apresentados na Tabela 1. O contetdo G+C das
duas linhagens se mostrou muito proximo e dentro do que é normalmente encontrado em outras

espécies da familia Aphanizomenonaceae depositadas no NCBI (40-41,5%).
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Tabela 1 - Comparacdo das estatisticas das montagens dos genomas e das anotacBes em
subsistemas das linhagens N. spumigena CENA596 e CCY9414

Estatisticas d N. spumigena
statisticas do genoma CENAS96 cCY9414
N° de sequéncias contiguas 291 1
Tamanho total do genoma (bp) 5.189.679 5.462.271
Tamanho maximo das sequéncias contiguas (pb) 109.819 5.462.271
Tamanho mininmo das sequéncias contiguas (pb) 526 5.462.271
Média do tamanho das sequéncias contiguas (pb) 17.834 5.462.271
Mediana do tamanho das sequéncias contiguas (pb) 12.498 5.462.271
Conteudo GC (%) 41,2 41,19
N50 (bp) 32.474 5.462.271
Estatisticas da anotagcdo em subsistemas - -
N° de subsistemas 370 378
N° de sequéncias codificantes 4.907 5.277
Sequéncias codificantes em subsistemas (%) 33% 33%
Sequéncias codificantes ndo classificadas (%) 67% 67%

Além da comparacdo das estatisticas dos dois genomas de N. spumigena, foi realizada
a anotacao automatica dos dois genomas (Figura 11). A analise resultou em uma cobertura de
33% das sequéncias para ambos os genomas e foram encontrados, por exemplo, genes que
possibilitam resisténcia a choque térmico, antibioticos, estresses oxidativos e osmoticos e
compostos téxicos como mercurio, cobre e cromo. Além disso, foi possivel detectar que a maior
parte dos genes identificados estdo relacionados ao metabolismo primério desses organismos,

como respiracdo, metabolismo de nutrientes, fixacdo de nitrogénio e fotossintese.
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Figura 11 — Anotacdo automaética em subsistemas das linhagens N. spumigena CENA596 e
CCY9414.
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As cianobactérias sdo conhecidas por apresentaram grande diversidade morfoldgicas,
metabolica e genéticas (LARSSON et al., 2011). A linhagem CENA596 foi isolada de tanques
de criacdo de camardes contendo &gua salobra resultante da mistura de 4agua
salgada coletada do oceano e agua doce. Por outro lado, a linhagem CCY9414 foi isolada de
amostras de uma floracdo de N. spumigena ocorrida no mar Baltico perto de Bornholm,
Dinamarca, em 1996 (HAYES; BARKER, 1997). Durante o verdo, as altas concentracGes de
fosforo e baixas de nitrogénio dissolvidos em &aguas estaveis, estratificadas e quentes,
favorecem a ocorréncia de floragdes de N. spumigena no mar Baltico (VOR et al., 2013). Apesar
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da distancia geografica e das diferentes condi¢cGes ambientais entre os locais de origem dos dois
isolados de N. spumigena, seus genomas apresentaram estatisticas semelhantes (Tabela 1,
Figura 11).

As linhagens N. spumigena CENA596 e CCY9414 compartilham 7438 genes que
compBem 3683 agrupamentos de genes homologos (Figura 12). Além disso, 18 agrupamentos
contendo 40 pardlogos e 494 singletons (genes que nao possuem homologos) foram
identificados como exclusivos da linhagem CENAS596, enquanto que 74 agrupamentos

contendo 1304 paralogos e 247 singletons sdo exclusivos da linhagem CCY9414.

Figura 12 — Andlise de agrupamentos de genes homoblogos nos genomas das linhagens
N. spumigena CENA596 e CCY9414.

N. spumigena CENA596

Agrupamentos de genes homadlogos
Genes paralogos
Genes ortélogos

Singletons

A anotacdo em subsistemas do conjunto de genes compartilhados entre as duas
linhagens resultou em uma predigdo de 39% de genes conhecidos, identificados como genes
relacionados principalmente ao metabolismo primario das células, como por exemplo,
fotossintese, fixacdo bioldgica de nitrogénio, respiracdo e metabolismo de proteinas e nutrientes
(Figura 13).
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Figura 13 - Anotagdo automatica em subsistemas dos genes compartilhados pelas linhagens
N. spumigena CENA596 e CCY9414. Apenas 39% dos genes foram preditos e estdo
representados na figura.
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Os genes especificos de cada linhagem também foram anotados e resultaram em
5,4% de genes preditos para a linhagens CENAS596 (ou seja, 29 genes) e 4,3% para a linhagens
CCY9414 (ou seja, 67 genes). Na linhagem CENAbS96, seis genes estdo envolvidos com
regulacdo e sinalizacdo celular, quatro com modificacdo de DNA, quatro com resisténcia a
antibidticos, quatro com metabolismo de proteinas e dois com transporte em membranas.
Resultados similares foram encontrados para a linhagens CCY9414, na qual 16 genes estdo
relacionados com regulacéo e sinalizagéo celular, 12 com o metabolismo de DNA, cinco com
proteinas da parede celular, seis com a modifica¢do e processamento de proteinas, quatro com

respostas a estresse e trés com transporte em membranas.



48

A linhagem N. spumigena CENAS596 possui mais mecanismos de defesa contra
antibioticos do que a linhagem CCY9414, incluindo dois genes que podem estar relacionados
a bombas de efluxo, responsaveis pela exportacdo ativa de antibioticos por meio de
transportadores de membrana (PIDDOCK, 2006). Genes envolvidos em sistemas de restri¢ao-
modificacdo também foram encontrados na linhagem CENA596. Esses sistemas podem atuar
como barreiras contra 0 DNA estrangeiro e bacteriofagos (MILLER et al., 2005). Por outro
lado, a maior parte dos genes exclusivos da linhagem CCY9414 estdo envolvidos na regulacéo
e sinalizacdo celular, especialmente na morte celular programada. Foram também encontrados
genes relacionados com CRIPSs e glicosilagdo N-ligada. Enquanto que CRIPSs estdo
relacionados a respostas imunes das células a acdo de virus (RATH et al., 2015), a glicosilacéo
N-ligada atua em respostas a estresse oxidativo e a substancias quimicas toxicas
(MECLENNAN, 2006).

Agrupamentos de genes ort6logos sdo compostos por genes originados devido a eventos
de especiacao e pela comparacdo dos mesmos € possivel obter informacdes sobre as diferengas
e similaridades entre genomas (GABALDON; KOONIN, 2013; TATUSOV et al., 1997). O
conjunto de genes compartilhado entre as duas linhagens compreende quase 90% do genoma
CENAAS96, enquanto que ele representa aproximadamente 70% do genoma CCY9414. Além
disso, os genes especificos na linhagem CCY9414 séo principalmente paralogos, enquanto que
os da linhagem CENABS96 sdo majoritariamente singletons. A analise de 58 genomas de
cianobactérias, incluindo a linhagem N. spumigena CCY9414, relatou que a duplicacdo de
genes € um importante mecanismo de adaptacdo (LARSSON et al., 2011). Por outro lado, o
processo de perda de genes em bactérias € causado por selecdao natural que leva a remocéo de
genes desnecessarios ou desvantajosos, ou por derivacdo genética relacionada a auséncia de
fortes forcas para a manutencdo dos mesmos (BOLOTIN; HERSHBERG, 2016). Portanto, a
prevaléncia de paralogos na linhagem CCY9414 pode ser uma indicacao da ocorréncia de uma
pressdo evolutiva mais intensa do que a sofrida pela linhagem CENAS596, o que levou a primeira
linhagem a passar por um processo mais intenso de duplicacdo génica. Também é possivel que
esta Ultima linhagem possa estar sofrendo perdas genéticas, e consequente, levando a
prevaléncia de genes sem seus respectivos homologos. A disponibilidade de outros genomas da
mesma espécie pode no futuro contribuir para um maior entendimento do processo evolutivo

desse taxon.
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Ademais, as anélises comparativas das linhagens CENA596 e CCY9414 revelaram a
ocorréncia de um conjunto de genes compartilhados entre as mesmas e que cada uma possui
também seu préprio conjunto de genes especificos. Enquanto que os genes compartilhados
estdo relacionados principalmente ao metabolismo primarios das células, os genes especificos
sdo desconhecidos, e, consequentemente, ndo € possivel determinar suas funcdes; ou estdo
relacionados a respostas celulares ao ambiente, como sinalizagéo celular, apoptose, transporte
de membranas, e a estresses causados por agentes oxidativos, patdgenos e antibidticos. Sendo
assim, engquanto os genes envolvidos no metabolismo primario desses organismos, e que sdo
compartilhados entre diversas linhagens, sdo mais amplamente conhecidos, a grande
diversidade de genes especificos ainda permanece predominantemente desconhecida.
Resultados semelhantes foram encontrados no género Cylindrospermopsis (SINHA et al.,
2014) e em estudo comparativo envolvendo cianobactérias de diversos géneros (SIMM et al.,
2015). Contudo, conforme mais genomas cianobacterianos sejam disponibilizados, esse padrdo

podera ser confirmado ou néo.

1.5. Potencial genético para a sintese de produtos naturais da N. spumigena CENA596

A linhagem CENAJ596 apresentou 13 agrupamentos génicos envolvidos na biossintese
de metabolitos secundarios e/ou substancias bioativas: dois peptideos ndo ribossomais, dois
policetideos, trés hibridos peptideos ndo ribossomais e policetideos, dois terpenos, dois
aminoacidos modificados pds-traducdo e dois outras moléculas (Figura 14). Entre o0s
agrupamentos génicos ja conhecidos, foram encontrados: nda (Cluster 12), SPU (spu) (Cluster
4), APT (apt) (Cluster 4), AER (aer) (Cluster 1), GEO (geo) (Cluster 2). Além disso, 0s
agrupamentos génicos envolvidos na producdo de aerétopos (gvp), MAAs (mys) e SCY (scy)

foram identificados pela anotacdo e curadoria manual.
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Figura 14 - Resultado da predicdo automética do programa antiSMASH de agrupamentos
génicos na linhagem CENA596. O Cluster 4 é composto dos agrupamentos génicos da
espumigina e anabaenopeptina.

m antibiotics & Secondary Metabolite Analysis SHell
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ShAsr D000
Select Gene Cluster:

Overview Q20 Q®adMird:

Identified secondary metabolite clusters

Cluster Type From To Most similar known cluster MIBiG BGC-ID
The following dusters are from record c00025_scaffol.. (original name was: scaffold28_cov635):
Nrps 1 43823 Aeruginoside_biosynthetic_gene_cluster (35% of genes show similarity) BGC0000297_c1
The following dusters are from record c00058_scaffol.. (original name was: scaffold61_cov659):

Cluster 2 Terpene 1 23748 Geosmin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity) BGCO000661_c1

The following clusters are from record c00075_scaffol.. (ariginal name was: scaffold78_cov657):

The following dusters are from record c00085_scaffal.. {original name was: scaffold88._cov603):

Cluster 4 Microviridin-Nrps 1 79000 Anabaenopeptin_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity) BGC0000302_c1
The following clusters are from record c00090_scaffol.. (original name was: scaffold93_cov647):
Cluster 5 Otherks 36355 69232 Heterocyst_glycolipids_biosynthetic_gene_cluster (42% of genes show similarity) BGC0000869_c1
The following clusters are from record c00112_ scaffol.. {original name was: scaffold115_cov723):
Cluster 6 Tipks 1 20855 Cylindrospermopsin_biosynthetic_gene_cluster (28% of genes show similarity) BGCO000978_c1
“The following dusters are from record c00123_scaffol.. (original name was: scaffokd126_covS65):
Cluster 7 Cyanobactin 1 26281 Anacyclamide_biosynthetic_gene_cluster (50% of genes show similarity) BGC0000472_c1
The following dusters are from record c00155_scaffol.. (original name was: scaffold159_cov655):
Cluster 8 Tipks 1 51712 Puwainaphycins_biosynthetic_gene_cluster (30% of genes show similarity) BGC0001125_c1
The following dlusters are from record c00173_scaffol.. (original name was: scaffold177_cov655):
Cluster 9 Otherks-T1pks 5801 57728 Heterocyst_glycolipids_biosynthetic_gene_cluster (100% of genes show similarity) BGC0000869_c1
The following clusters are from record c00187_scsffol.. (original name was: scaffold191_cove37):
Bacteriocin 12976 26050 -
The following dusters are from record c00196_scaffol.. (original name was: scaffold200_cov624):
Cluster 11 Tipks-Nrps 1 73038 Nostophycin_biosynthetic_gene_cluster (27% of genes show similarity) BGCO001029_c1
The following dusters are from record c00213_scaffol.. (original name was: scaffold217_cov658):
Cluster 12 Nrps-T1pks 13775 97704 Microcystin_biosynthetic_gene_cluster (61% of genes show similarity) BGC0001016_c1
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Dentre os oito agrupamentos génicos analisados manualmente, a producdo de NOD,
SPU, AER, GEO, MAAs e namalidas (Tabela 2) foram comprovadas por analises quimicas,
enquanto que a producdo de aer6topos é possivel de ser determinada pela flutualidade dos
filamentos (Figura 15). Ndo foi detectada a producdo de APT e SCY pela linhagem N.
spumigena CENA596. Com excecdo da GEO e namalides, todas as quatro moléculas ja haviam
sido detectadas anteriormente em N. spumigena (FEWER et al., 2009; MAZUR-MARZEC et
al., 2006; MAZUR-MARZEC et al., 2013; VOR et al., 2013).
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Tabela 2 — Produtos naturais conhecidos encontrados na linhagem N. spumigena CENA596.
[M+H]" representa a massa das substancias; A (ppm) refer-se ao erro da medida de massa exata

[M+H]* [M+H]* Subunidades A
Ndmero Produto natural
Experimental  Calculado 1 2 3 4 5 (ppm)
1 Nodularina-R 825.45 825.4505 MeAsp Arg Adda Glu  MeDhb -0.6
_ 1
2 [D-Asp] 8114331 8114349 Asp Arg Adda Glu MeDhb  -2.1
Nodularina
3 Espumigina D 599.3186 599.3188 Hpla  Hty Pro Argol - -0.3
4 Espumigina F 597.303 597.3031 Hpla  Hty Pro Argal - -0.2
5 Namalida A 576.3382 576.3392 lle Lys lle/Leu Hty - -1.7
6 Namalide B 562.3221 562.3235 lle Lys Val Hty - -2.5
7 Aeruginosina 587.3551  587.3552 Hex Tyr Choi  Argal 0.1
NAL2
8 Aeruginosina 589.3703  580.3708 Hex Tyr Choi Argol - 0.9
NOL3
9 Geosmina - - - - - - - -
10 Shinorina 333.1275 333.1292 - - - - - -5.2
11 Porfira 334 347.1449 347.1449 - - - - - 0

MeAsp=Metil aspartato; Arg=Arginina; Adda=3-amino-9-metoxi-2-6,8-trimetil-10-fenil-4,6-decadiendico;
Glu=Glutamato; MeDhb=N-metil-deidrobutirino; D-MeAsp=Acido D-eritro-beta-metil-aspartico; Hpla=Acido 3-
4 hidroxifenil latico; Hty=Homotirosina; Pro=Prolina; Argo=Argininol; Argal=Argininal; Ile=Isoleucina;
Lys=Lisina; Val=Valina; Hty= Homotirosina; Hex=Acido hexandico; Tyr=Tirosina; Choi=2-carboxi-6-
hidroxioctahidroindol.

Figura 15 — Filamentos da linhagem N. spumigena CENA596. E possivel observar a

flutuabilidade dos filamentos gracas a producgéo de aerétopos.
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6.4.1 Nodularinas

Conforme descrito anteriormente, a hepatotoxina NOD é um produto natural de grande
impacto para as atividades humanas e sua biossintese é codificada pelo agrupamento nda, o
qual é constituido por nove genes (ndaA-1) (MOFFITT; NEILAN, 2004). Este agrupamento
mostrou ser conservado nas trés linhagens de N. spumigena analisadas (CENA596, CCY9414
e NSOR10), apresentando a mesma organizacao de genes e tamanhos muito semelhantes entre

eles (Figura 16).

Figura 16 — Representacdo do agrupamento génico nda nas linhagens N. spumigena CENA596,
CCY9414 e NSOR12.
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Transportador ABC
[ Enzimas reguladoras

HrKs

-
l_ NRPS

N. spumigena NSOR10

N. spumigena CCY9414

Dentre as nove proteinas codificadas pelos genes do agrupamento nda na linhagem
N. spumigena CENA596, trés apresentaram alta similaridade (99%) com proteinas da linhagem
N. spumigena NSOR10 (NdaF, NdaG e Ndal). As outras seis proteinas apresentaram alta
similaridade (99%) com os genes encontrados na linhagem N. spumigena CCY9414 (Tabela
3).
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Tabela 3 - Funcédo proposta das proteinas NdaA-1 codificadas pelo agrupamento génico nda na

linhagem N. spumigena CENA596 e a maior porcentagem de similaridade de suas sequéncias

com outras Nda encontradas em genomas cianobacterianos

Amino

Proteinas acidos Funcéo proposta Funcéao Organismo Identidade N° de acesso
NdaA 1299 NRPS NRPS N'Cscpimgllgle;‘a 99%  WP_017804327.1
NdaB 2607 NRPS NRPS N'Cscpimgllgle;‘a 99%  WP_017804328.1
NdaC 2641 NRPS/PKS NRPS/PKS N'Cscpimgllgle;‘a 99%  WP_006195950.1
NdaD 3873 PKS PKS Ngcpg(”;flefa 99%  WP_006195949.1
NdaE 309  Metiltransferase  Metiltransferase Ngcpﬂ(rgzglefa 99%  WP_006195948.1
NdaF 3475 NRPS/PKS NRSP/PKS N',j%‘gmégg”a 99% AA0B4407.1
NdaG 235 Racemase Racemase N',f‘l‘;”omégg”a 99% AAO64408.1
NdaH 341 Dehidrogenase  Dehidrogenase N'ngg‘(mgfle;a 99%  WP_006195944.1

Transportador Transportador N. spumigena 0
Ndal 601 e ABC NEORI0 99% AAO64410.1

As sequéncias de aminoacidos dos sitios ligantes no dominio de adenilacdo dos genes

ndaA, ndaB e ndaF também foram analisados (Tabela 4). As sequéncias mostram total

similaridade entre as trés linhagens consideradas. Entretanto, em contraste com a via

biossintética proposta para a nodularina, a qual prope a incorporacdo dos aminoacidos MeAsp

no sitio ndaA2 e Arg no sitio ndaB (Figura 6), a analise indicou a incorporagdo dos aminoacidos

Tyr e Glu, respectivamente.

Tabela 4 - Conservacdo dos quatro sitios ligantes no dominio de adenilacdo dos genes ndaA,

ndaB e ndaF. *Amino 4cido desconhecido. —Amino acido similar

Linhagem/Sitio ligante ndaA ndaA: ndaB ndaF

N. spumigena CENA596  DFWNIGMVHK DARHVGIFVK DVWNFGFVDK DPRHSGVVGK
Thr 100 % Tyr 60 % Glu70 % Glu 100 %

N. spumigena CCY9414 .. el e e
Thr 100 % Tyr 60 % Glu70 % Glu 100 %

N. spumigena NSOR10 ... 0 e e
Thr 100 % Tyr 60% Glu70 % Glu 100 %

Thr=Treonina; Tyr=Tirosina; Glu=Glutamina.
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O dominio de adenilacdo dos genes é responsavel pelo reconhecimento e ativacao dos
aminoacidos a serem ligados durante a sintese da molécula e 0s eventos de recombinacdo deste
dominio pode estar relacionado com a alta diversidade de aminoacidos que podem ser
incorporados. Gragas a conservacao da estrutura terciaria do dominio de adenilacdo, € possivel
predizer a atividade do sitio ligante de aminoécido, e consequentemente, prever a especificidade
do dominio pelo substrato. (CHALLIS; RAVEL; TOWNSEND, 2000; FEWER et al., 2007;
GEHRINGER et al., 2012).

A analise quimica por espectrometria de massas confirmou os resultados da analise de
bioinformatica e revelou a producéo de duas variantes, a NOD-R e [D-Asp*]NOD (Figura 17)
(MAZUR-MARZEC et al., 2006). Além disso, os resultados sdo coerentes com a via
biossintética proposta para a molécula, e indicam que os aminoacidos MeAsp e Arg sdo de fato

incorporados nos sitios A2 e B, respectivamente (Tabela 2).

Figura 17 — Analise por LC-MS/MS do extrato da linhagem N. spumigena CENA596. Os picos
com valores circulados indicam o fon molecular com sinal de m/z de 825.4571([M+H]*) para a
NOD-R (A) e 811.4363([M+H]?) para a [D-Asp!]NOD (B). Em destaque estdo as diferencas
entre as duas variantes de nodularina (adaptado de CHEN et al., 2013).
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E possivel que a NOD tenha um papel importante no desenvolvimento da

N. spumigena, dado a hipotese de a molécula apresentar funcdo protetora contra estresses
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oxidativos e luminosos, predagdo e alopatico a competidores (BRUTEMARK; ENGSTOM-
OST, 2013; PEARSON et al., 2010). Além disso, Nodularia bentdnicas sdo conhecidas por ndo
produzirem essa molécula (LYRA et al., 2005). Dessa forma, é possivel que a NOD seja uma
molécula que represente uma importante vantagem adaptativa para a exploracdo da superficie
da &gua, o que pode estar relacionado a alta conservacdo do agrupamento génico nda nas
linhagens planctonicas analisadas.

6.4.2 Espumiginas e Anabaenopeptinas

As SPUs e as APTs sdo moléculas inibidoras de proteases (FEWER et al., 2009;
ROUHIAINEN et al., 2010). As proteases sdo enzimas responsaveis pela quebra de outras
proteinas, e dessa forma, elas estdo intimamente ligadas a uma ampla gama de processos
bioldgicos, como por exemplo, replicacdo de DNA, respostas do sistema imune, replicacéo e
morte celular (ZHANG et al., 2016). Sendo assim, a inativacdo dessas enzimas pode causar
problemas cardiacos, inflamatorios, cancer e desordens neuroldgicas (TURK, 2006).

Recentemente, verificou-se que em alguns genomas cianobacterianos os agrupamentos
génicos spu e apt estdo proximamente localizados e sdo separados por uma regido de 12 kbp
que codificam enzimas biossintéticas (uma fosfolipase semelhante a patatina, uma
L-homofenilalanina e quatro proteinas hipotéticas), sendo que se acredita que a
L-homofenilalanina esta ligada ao agrupamento apt e fornece substratos tanto para a sintese de
APT como para a de SPU (LIMA et al.,, 2017). A organizacdo génica desse conjunto
biossintético na N. spumigena CENAS596 foi idéntica a encontrada na N. spumigena CCY 9414
e muito semelhante ao da  Sphaerospermopsis  torques-reginae  ITEP-024
(Figura 18).

Figura 18 - Representacdo dos agrupamentos génicos spu e apt nas linhagens N. spumigena
CENAbB96, CCY9414 e Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024.
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As sequéncias das 11 proteinas relacionadas a biossintese da SPU e da APT na linhagem
N. spumigena CENA596 apresentaram similaridades varidveis quando comparadas com
aquelas encontradas nas linhagens N. spumigena CCY9414, S. torques-reginae ITEP-024 e

Aphanizomenon flos-aquae (Tabela 5).

Tabela 5 - Funcgdo proposta das proteinas AptA-F e SpuA-F codificadas pelos agrupamentos
génicos spu e apt da linhagem CENAS596 e a maior porcentagem de similaridade de suas

sequéncias com outras Apt e Spu encontradas em genomas cianobacterianos

Amino

Fungéo

Funcéo do

Proteina °, . Organismo Identidade  N° de acesso
acido proposta gene
AptA 2183 NRPS NRPS Ngg%fﬂ‘a 96% EAWA45416.1
AptB 1081 NRPS NRPS A. flos-aquae 90% WP_027403946.1
AptC 2606 NRPS NRPS A. flos-aquae 80% WP_027403947.1
AptD 1410 NRPS NRPS Ngg%fﬂ‘a 79% EAWA45419.1
2 2 N. spumigena
AptE 392  isopropilmalato isopropilmalato CC[:)YQ 491 4 91% EAW45420.1
sintase sintase
Transportador ~ Transportador N. spumigena 0
AptF 764 ABC ABC CCY9414 83% EAW45421.1
SpuA 1401 NRPS Sintase A. flos-aquae 82% WP_051424408.1
SpuB 4158 NRPS NRPS N'ng%fle;a 97% EAW43197.1
. . Sphaerospermopsis
spuC 142 rirogte;{‘l"’c‘z rirogfégiz torques-reginae 99% API83184.1
P P ITEP-024
SpuD 352 Dehidrogenase  Dehidrogenase N'ngin;fle; a 99% EAW43195.1
Pirolina 5- N. spumigena 0
SpuE 271 Reductase carboxilase cey941a 99% EAW43194.1
Transportador ~ Transportador N. spumigena 0
SpuF 683 ABC ABC CCY9414 96% AHJ31211.1
Transportador ~ Transportador N. spumigena 0
SpuF 683 ABC ABC CCY9414 96% AHJ31211.1

As sequéncias de aminodacidos dos sitios ligantes no dominio de adenilacdo dos genes
SpuA-F (Tabela 6) e aptA-F (Tabela 7) também foram analisadas. As sequéncias mostraram
similaridades varidveis entre as trés linhagens. Dessa forma, pode-se prever que a

especificidade dos dominios se mantém conservadas nas linhagens analisadas.
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Tabela 6 - Conservacgdo dos quatro sitios ligantes no dominio de ligacdo dos genes spuA-B.

Linhagem/Sitio ligante SPUA SpuB1 SpuB2 SpuBs
N. spumigena CENA596 ALLWIAASG* DLAFTGCVTK DVQFIAHAVK DVETTGAVTK
HICA 50 % Leu 60 % Pro 90 % Arg 70 %
N. spumigena CCY9414 . *  eeeeee e
HICA 50 % Leu 60 % Pro 90 % Arg 70 %
S. torques-reginae ITEP-024 GIF-HGG--* ASTIAA-C-  comemeeee e
HICA 60 % Tyr 100% Pro 90 % Arg 70 %

*Amino acido desconhecido. — Amino acido similar
HICA=Acido alfa-hidroxi-isocaproico; Leu=Leucina; Pro=Prolina; Arg=Arginina.

Tabela 7 - Conservacdo dos seis sitios ligantes no dominio de ligacdo dos genes aptA-D.

Linhagem/Sitio ligante aptAs aptAz
N. spumigena CENA596 DAFFLGVTYK DTEDIGSVVK
Ile 90 % Lys 70 %
N. spumigena CCY 9414  __________ .
Ile 90 % Lys-b 70 %
S. torques-reginae ITEP-024 .
Ile 90 % Lys 70 %
Linhagem/Sitio de ligacao aptB aptCsy aptCa aptD

N.spumigena CENAS9S - \WLGGVFK  DLGFTGCVTK DLFNNALTYK DAWTIAGICK

Val 80 % Leu 60 % Ala 100% Phe 90 %
N. spumigena CCY 9414 -MWFM---1- ---Al---I- --GFSGCVT- V---TA---
Val 70 % Asn 60 % Leu 60% Phe 80 %

S.torques-reginae ITEP-024 . . el
Val 80 % Leu 60 % Ala 100% Phe 80 %

*Amino acido desconhecido. —~Amino &cido similar
lle= Isoleucina; Lys=Lisina; Val=Valina; Leu=Leucina; Asn=Asparagina; Phe=Fenilalanina.

A andlise quimica mostrou a producdo das variantes SPU D e F pela N. spumigena
CENAJS96 (Figura 19). Em comparagdo com as incorporacgdes preditas pela analise dos quatro
sitios ligantes, a anélise quimica revelou que apenas a predi¢do da prolina estava correta, uma
vez que ao inves do acido alfa-hidroxi-isocaproico (HICA), leucina e arginina, foram
incorporados a substancia acido 4-hidroxifenilacético (Hpla), homotirosina e

argininal/argininol, respectivamente (Tabela 2).
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Figura 19 - Anélise por LC-MS/MS do extrato da linhagem N. spumigena CENA596. Os picos
com valores circulados indicam o fon molecular com sinal de m/z de 599.3212([M+H]*) para a
espumigina D (A) e 597.2928 ([M+H]*) para a espumigina F (B). Em destaque estio as

diferencas entre as duas variantes de espumigina (adaptado de FEWER et al., 2009).
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Embora a producdo de APTs pela linhagem N. spumigena CENA596 nédo tenha sido
detectada na analise por espectrometria de massas, existia a possibilidade do seu agrupamento
génico apt estar envolvido com a sintese da substancia denominada namalida. Estudos em
andamento constataram que as linhagens Sphaerospermopsis torques-reginae ITEP-024
(SANZ, et al., 2017) e Nostoc sp. CENA543 (JOKELA et al., 2017%), em preparacio) sdo
produtoras de namalidas. Namalida é um tetrapeptideo ciclico com um aminoacido exogénico
ligado ao macrociclo por uma ligacdo ureideo, que estruturalmente é relacionada a APTs, mas
que carece de dois residuos de aminoacidos, com atividade inibidora de carboxipeptidase A
(CHERUKU et al., 2012). A busca do agrupamento génico biossintético de namalidas
nos genomas das cianobactérias S. torques-reginae ITEP-024 e Nostoc sp. CENA543
nédo teve sucesso, mas ambas apresentaram o agrupamento génico apt, levando a concluséao de
que tanto as namalidas como as anabaenopeptinas sao sintetizadas pela mesma via de peptideo

sintetase por meio do mecanismo de “modulo transposto” (module skipping)

1 SANZ, M.; SALINAS, R.K.; PINTO, E. Namalides A and B and Spumigins K-N, new peptide inhibitors from
the fresh water cyanobacterium Sphaerospermopsis torques-reginae. Em fase de preparacéo, 2017.

2 JOKELA, J.; et al., Brazilian benthic Nostoc sp. CENA543 produces a high amounts of hepatotoxin nodularin
and new protease inhibitor peptides, pseudospumigins. Em fase de elaboracdo, 2017.
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descrito por Haynes e Challis (2007) (SHISHIDO et al., 2017%). Assim, na analise por
espectrometria de massas buscando por moléculas de namalidas, esse produto foi encontrado

na linhagem N. spumigena CENA596 (Figura 20).

Figura 20 - Analise por LC-MS/MS do extrato da linhagem N. spumigena CENA596. Os picos
com valores circulados indicam o fon molecular com sinal de m/z de 576.3416 ([M+H]*) para
anamalida A (A) e 562.3248 ([M+H]*) para a namalida B (B). Em destaque est3o as diferencas
entre as duas variantes de namalidas (adaptado de JOKELA et al., 20172, em preparaGao).
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6.4.3 Aeruginosinas

As AERs, da mesma forma que as SPUs, tém atividade inibidora das serina proteases
(ERSMARK et al., 2008). A via biossintética dessas moléculas é amplamente variavel e das
muitas variantes possiveis, apenas uma fraccdo delas sdo conhecidas (ISHIDA et al., 2009). O
agrupamento génico responsavel pela biossintese de AER em N. spumigena foi descrito pela
primeira vez na linhagem CCY9414 e muitas variantes ja foram encontradas na espécie
(FEWER et al, 2013; MAZUR-MARZEC e tal., 2013; VOB et al, 2013).

3 SHISHIDO, T.K.; et al. Nonribossimal namalides and anabaenopeptins originate from a common gene cluster
by module skipping. Em fase de elaboracéo, 2017.
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O agrupamento génico aer na linhagem N. spumigena CENA596 mostrou-se similar ao
encontrado na N. spumigena CCY9414, com excecdo do gene aerl (codificante de uma enzima
transferase) que foi substituido na linhagem CENA596 por outro codificante de uma proteina
hipotética (Figura 21). Com excecdo da proteina codificada por esse gene, todos as outras
proteinas relacionadas a biossintese da AER na linhagem CENA596 mostraram alta identidade
com genes encontrados nas linhagens CCY9414 (Tabela 8).

Figura 21 - Representacdo do agrupamento génico aer nas linhagens N. spumigena CENA596
e CCY9414.

0 bp 42500 45000 7500 ;10000 ,12500 15000,
aerM aerB aerD-E-F aerG  ORF1

NRPS

Bl Descarboxilase
P roteina hipotética
Reductase

[l Tranferase

N. spumigena CENAS9%6

aerM aerB  aqerD-E-F  aerG-I ORF1

N. spumigena CCY9414 -

Tabela 8 - Fungdo proposta das proteinas AerB-M codificadas pelo agrupamento génico aer na
linhagem CENA596 e a maior porcentagem de similaridade de suas sequéncias com outras Aer

encontradas em genomas cianobacterianos

Amino Funcéo do

Proteina 4cido Funcéo proposta gene Organismo Identidade  N° de acesso
AerM 1490 NRPS NRPS Ngcpirgllgleja 99% EAW43321.1
AerB 1518 NRPS NRPS Ngg;‘(”;flefa 97% EAW43322.1

. Proteina N. spumigena 0
AerD 198 Decarboxilase hipotética CCY9414 100% EAW43323.1
. Proteina N. spumigena 0
AerE 211 Desconhecida hipotética CCY9414 99% EAW43324.1
AerF 266 Redutase Redutase N.Cst:J(mgldrgl?a 100% AHJ31346.1
AerG 1090 NRPS NRPS Ngcpirgllgleja 98% EAW43326.1
N Proteina N. spumigena 0
Aerl 69 Glicosiltransferase hipotética cCY9414 94% EAWA43327.1

Da mesma forma que 0s outros agrupamentos génicos, 0S genes aer tiveram as
sequéncias de aminoacidos dos sitios ligantes no dominio de adenilacdo analisados. Foram
encontrados trés sitios de ligagdo, os quais estdo localizados nos genes aerM, aerV e aerG
(Tabela 9). A especificidade destes dominios se mostrou estar totalmente conservada entre as
linhagens CENA596 e CCY9414.
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Tabela 9 — Conservacdo dos 4 sitios ligantes no dominio de ligacdo dos genes aerB-M

Linhagem/Sitio de ligacao aerM aerB aerG
N. spumigena CENASS6 DVENVGAITK DASTIAAVCK DVHICAFLVK
Arg 70 % Tyr 100 % Pro 50 %
N. spumigena CCY9414 .. e e
Arg 70 % Tyr 100 % Pro 50 %

—Amino &cido similar
Arg= Arginina; Tyr=Tirosina; Pro=Prolina.

A analise quimica da linhagem CENA596 revelou a produgdo de AER NAL2 e NOL3
pela mesma (Figura 22). Ao contrario do indicado na predicdo dos sitios de ligacdo, o gene
aerG é responsavel pela incorporacdo do aminoacido Choi na molécula. Além disso, a
modificacdo do gene aerl, cuja proteina atua como uma transferase, ndo causou nenhuma

modificagcdo expressiva na expressao do agrupamento aer.

Figura 22- Analise por LC-MS/MS do extrato da linhagem N. spumigena CENA596. Os picos
com valores circulado indicam o fon molecular com sinal de m/z de 569.3403 ([M+H]*) para a
aeruginosina NAL2 (A) e 589.3728 ([M+H]Y) para a aeruginosina NOL3 (B). Em destaque

estdo as diferencas entre as duas variantes de aeruginosinas (adaptado de MAZUR-MARZEC
etal., 2013).

Intens. ] nodularia_60MeOH_1-31_01_4896.d: +MS2(587.3542), 39.1-67.0eV, 8.2-8 5min #626-646| A
5000 i
1360736 571.1638 HO Choi
40001 266.1852
3000
N
2000 X NH Argal NH
820616
1000 308.2083 0 NH f(
Ll o
0 I\“ Jn\ L Il 1\ o . . s
100 200 300 400 500 miz
Intens. [ nodularia_60MeOH_1-31 01 4896.d: +MsS2(589.3728), 39.1-67.1eV, 5.8-6.3min #454-488 B HO Choi
136.0730
6000+
3112076 .9
4000+
X~ NH Argol 'fNH
210.1237
2000-82.0617 O NH(
| | s Son)
od b bty el | | I
100 200 300 400 500 miz

Por se tratar de um genoma incompleto, ndo é possivel determinar se ouve algum erro
de sequenciamento ou se realmente o gene aerl sofreu alguma alteracdo. Entretanto, eventos de

inversdo, delecdo, reordenamentos, fusdes e fissOes de genes sdo frequentes em genomas
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bacterianos e sdo conhecidos por atuarem como mecanismos de evolucdo genética, nos quais
proteinas multi-dominio evoluem (KUMMERFELD; TEICHMANN, 2005; TILLIER;
COLLINS, 2000). Diversas variantes dessa molécula ja foram descritas na especie Nodularia
spumigena, na qual os inibidores de proteases podem atuar como parte do sistema de defesa

dos organismos, principalmente contra a acdo de predadores (FEWER et al., 2013).

6.4.4 Geosmina

A GEO ¢ frequentemente responsavel pelo odor e sabor caracteristico de terra molhada
em agua potavel e produtos da pesca, uma vez que o limiar de sensibilidade pelo olfato e paladar
humano é muito baixo (GIGLIO et al., 2008). Consequentemente, a GEO esta frequentemente
associada a perdas econdmicas durante o abastecimento de &gua potavel e na aquicultura
(WATSON et al., 2008). A biossintese dessa molécula ja foi identificada em diversos
microrganismos, como fungos, proteobactérias, actinobactérias e cianobactérias. As
actinobactérias sdo conhecidas por serem as maiores produtoras dessa substancia em ambientes
terrestres, enquanto que as cianobactérias sao tidas como as principais produtoras da GEO em
corpos d’agua (SUURNAKKI et al., 2015).

O agrupamento geo em cianobactérias apresenta trés genes, geosmina sintase (geo) e
dois genes reguladores (cnbl e cnb2) (Figura 23) (GIGLIO et al., 2008; WANG et al., 2015).
As proteinas codificadas pelo agrupamento geo na linhagem CENA596 mostraram maior
homologia com os genes encontrados na linhagem Cylindrospermum stagnale PCC 71417
(Tabela 10).

Figura 23 — Representacao do agrupamento génico geo na linhagem N. spumigena CENA596

e em outras cianobactérias.
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Tabela 10 — Funcéo proposta das proteinas GeoA e Cnb1-2 codificadas pelo agrupamento
génico geo na linhagem CENA596 e a maior porcentagem de similaridade de suas sequéncias
com outros genes de geosmina encontradas em genomas cianobacterianos

Amino Fungéo Fungéo do

Proteina g Organismo Identidade N° de acesso
acido proposta gene

GeoA 756 Terpeno Terpeno  C.stagnale PCC gg00 \yp 0152007231
sintase sintase 7417

Cnb1 469 Gene cAmp  C-stagnale PCC 91% WP_015209722.1
Regulador 7417

Cnb2 468 Gene cAmp  C-stagnale PCC 83% WP_015209721.1
regulador 7417

A producao de GEO pela linhagem CENA596 foi confirmada por andlise das células no
aparelho SPME-GC-MS (Figura 24). A molécula parece ser parte das respostas ao estresse
oxidativo em fungos e, consequentemente, pode ter a mesma funcdo em cianobactérias (BEHR
etal., 2014). Como a presenca do agrupamento geo e a producdo de GEO no género nao haviam
sidos constatadas anteriormente na espécie, a disponibilidade de outros genomas de N.

spumigena pode no futuro indicar se essa molécula esta amplamente distribuida ha mesma.

Figura 24 - Anélise por SPME-GC-MS da linhagem CENA596 e molécula da geosmina. O pico

indica a detec¢do da molécula.
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6.4.5 Aerotopos

Os aerotopos (ou vesiculas gasosas) sa0 compostos por proteinas presentes no interior
das células e sdo encontrados frequentemente em cianobactérias planctdnicas, nas quais séo
responsaveis pela regulagdo da sua flutuabilidade (WALSBY, 1994). A producdo dessas
estruturas permite que os filamentos flutuem na superficie da dgua e o posicionamento dos

mesmos sob condic¢des 6timas de luz e oxigénio para o crescimento (MLOUKA et al., 2004).
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No caso do género Nodularia, a producdo dessas estruturas € utilizada como um marcador
fenotipico para a classificacdo de espécies aquaticas planctdnicas e bentdnicas (LYRA, 2005).

O agrupamento génico responsavel pela codificacdo dos aerétopos na linhagem
CENADS96 é composto de aproximadamente 6,6 kpb e apresentou organizacdo semelhante ao
encontrado na linhagem CCY9414 (Figura 25; Tabela 11).

Figura 25 — Representacdo do agrupamento génico gvp nas linhagens N. spumigena CENA596
e CCY9414.
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E

Tabela 11 — Funcéo proposta das proteinas GvpA-W codificadas pelo agrupamento génico gvp

na linhagem CENAS596 e a maior porcentagem de similaridade de suas sequéncias com outras

Gvp encontradas em genomas cianobacterianos

Proteina ’,”T“”O Fungao Funcao do Organismo Identidade  N°de acesso
acidos proposta gene

Proteina Proteina Microcystis

GvpA 70 constituinte de  constituinte de aeruginosa 99% BAG03580.1
aerotopos aerotopos NIES-843
Proteina Proteina

GvpC 223 constituinte de  constituinte de N. spumigena 96% AAP46544.1
aerotopos aerotopos
Proteina Proteina N. spumigena

GvpN 326 constituinte de  constituinte de CgYQ 491 4 99% AHJ27875.1
aerotopos aerétopos
Proteina Proteina N. spumigena

GvpJ 78 constituinte de  constituinte de CgYQ 491 4 95% EAW43906.1
aerotopos aerétopos
Proteina Proteina N. spumigena

GvpK 154 constituintede  constituinte de " soyours 100% EAW43905.1
aerétopos aerétopos
Proteina Proteina N. spumigena

GVpF/L 246 constituintede constituintede Lo\ 0 99% EAW43904.1
aerétopos aerétopos
Proteina Proteina N. spumidena

GvpG 99 constituinte de  constituinte de 'Cng 491 4 99% EAW43903.1
aerotopos aerotopos
Proteina Proteina N. spumigena

itui ) 0,
GvpW 226 constituinte de hipotética cCY9414 99% EAWA43901.1

aerétopos
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6.4.6 Aminoacidos tipo micosporina

Os MAAs sdo metabdlitos secundarios produzidos por diversos organismos e que atuam
principalmente na protecdo a exposicdo da radiagdo solar (HADER et al., 2007). Esses
aminoéacidos sdo armazenados no interior das células, incolores, sollveis em agua e capazes de
serem absorvidos por outros organismos por meio da cadeia alimentar (HELBLING; MENCHI,;
VILLAFANE, 2002). Além de sua funcéo fotoprotetora, as micosporinas e as MAAs parecem
desempenhar papéis importantes como, solutos antioxidantes e reservatorio de nitrogénio
intracelular (D'AGOSTINO et al., 2016).

O agrupamento génico mys encontrado na linhagem CENAS596 tem tamanho
aproximado de 4.8 kbp e apresentou a mesma organizagdo em relagdo ao encontrado na
linhagem CCY941, a qual ja foi identificada como produtora desses aminoacidos (VOB et al.,
2013) (Figura 26). Foram encontrados quatro genes que apresentaram funcdes em
conformidade ao encontrado na cianobactéria Anabaena variabilis ATCC 29413 (BALSKUS;

WALSH; 2011) (Tabela 12).

Figura 26 — Representacdo do agrupamento mys na linhagem N. spumigena CENA596 e
CCY9414.
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Tabela 12 — Funcéo proposta das proteinas MysA-D codificadas pelo agrupamento génico mys
na linhagem CENAS596 e a maior porcentagem de similaridade de suas sequéncias com outras

Mys encontradas em genomas cianobacterianos

Proteina An_1|no Funcdo Funcéo do gene Organismo Identidade Namero de
acidos proposta acesso

3-dehidroquinato N. spumigena 0

MysA 409 DHQS sintase CcCY9414 99% EAW44170.1

MysB 277 O-MT  O-metiltransferase Ngg:’(rgfle;‘a 97% EAW44169.1

MysC 465 L'gz?rag 9 | igacio de ATP Ngg:’(rgfle;‘a 99% EAW44167.1
Enzima laming 1 N. spumigena 0

MysD 350 NRPS D-alanina ligase cCY9414 99% EAW44166.1
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A analise quimica confirmou a producdo dos MAAs denominados sinorina e porfira-
334 pela linhagem CENA596 (Figura 27). Essas substancias ja haviam sido detectadas em
Nodularia e provavelmente estdo relacionadas com a protecdo de componentes celulares dos
impactos negativos da radiacdo solar (SINHA et al., 2003). Considerando que esses pigmentos
sdo frequentemente encontrados em cianobactérias terrestres, as quais sdo expostas a maiores
intensidades luminosas, é possivel que a producdo dos mesmos pelas duas linhagens

planctonicas esteja relacionada a exploracao da superficie da agua (VOR et al., 2013).

Figura 27- Anélise por LC-MS/MS do extrato da linhagem N. spumigena CENA596. Os picos
com valores circulados indicam o ion molecular com sinal de m/z de 333.1264 ([M+H]*) para
a sinorina (A) e 347.1454 ([M+H]?) para a porfira 334 (B). Em destaque estdo as diferencas
entre as duas variantes de aminoacidos tipo micosporina (adaptado de MIYAMOTO et al.,
2014).
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6.4.7 Citonemina

A SCY é um pigmento hidrofébico capaz de absorver radiacdo UV-A e é encontrado
exclusivamente nas bainhas de cianobactérias (MATSUI et al., 2012). Essas cianobactérias séo
normalmente encontradas nas camadas superiores de comunidades microbianas, local onde séo
expostas a grande incidéncia de radiacdo solar (BALSKUS; CASE; WALSH, 2011). A
molécula também apresenta agdo anti-inflamatoria e anti-proliferativa sem toxicidade quimica,
0 que pode permitir aplicagcdo biotecnoldgicas da molécula (STEVENSON et al., 2002).

O agrupamento génico scy encontrado na linhagem N. spumigena CENA596 apresentou
sintenia com o ja descrito na linhagem N. spumigena CCY9414 (SORRELS et al., 2009) (Figura
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28). Além disso, as proteinas codificadas pelos genes scy dessas duas linhagens apresentaram
alta identidade entre si (Tabela 13). Apesar das semelhangas, a anélise quimica néo foi capaz
de detectar a producéo desse pigmento pela linhagem CENA596, enquanto que a CCY9414 ¢
produtora do mesmo (VOR et al., 2013).

Figura 28— Representagdo do agrupamento scy nas linhagens N. spumigena CENA596 e
CCY9414.
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Tabela 13 — Func¢éo proposta das proteinas codificadas pelo agrupamento génico scy na linhagem CENAS596 e a maior porcentagem de similaridade
de suas sequéncias com outras Scy encontradas em genomas cianobacterianos

Proteina chindigs Funcéo proposta Funcéo do gene Organismo Identidade l;lctég;zro de
Response regulator 277 Regulacéo e sinalizacio Regulacéo e sinalizacio N. spumigena CCY9414 99% EAW46885.1
Sensor kinase 658 Regulacéo e sinalizacio Regulacéo e sinalizacio N. spumigena CCY9414 99% EAW46884.1
ScyA 627 Proteina hipotética Sintase N. spumigena CCY9414 99% EAW46883.1
ScyB 353 Proteina hipotética Dehidrogenase N. spumigena CCY9414 99% EAW46882.1
ScyC 323 Proteina hipotética Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 99% EAW46881.1
ScyD 419 Proteina hipotética Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 99% EAW46880.1
ScyE 441 Proteina hipotética Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 98% EAW46879.1
ScyF 391 Proteina hipotética Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 97% EAW46877.1
ORF1 233 Proteina hipotética Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 98% EAW46876.1
Hydrolase 301 Proteina hipotética Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 97% AHJ31537.1
UbiA 306 Transferase Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 96% EAW46874.1
Glycosyl 429 Glicosiltransferase Glicosiltransferase N. spumigena CCY9414 97% EAW46873.1
TyrA 297 Dehidrogenase Dehidrogenase N. spumigena CCY9414 98% EAW46872.1
DsbA 223 Oxidoreductase Oxidoreductase N. spumigena CCY9414 92% EAW46871.1
AroB 402 Sintase Sintase N. spumigena CCY9414 97% EAW46870.1
ORF2 413 Proteina hipotética Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 98% AW46869.1
Phosphodiest 460 Fosfodiesterase Proteina hipotética N. spumigena CCY9414 96% EAW46868.1
TrpE 732 Sintase de antranilato Sintase de antranilato N. spumigena CCY9414 96% EAW46867.1
TrpC 275 Sintase Sintase N. spumigena CCY9414 96% EAW46866.1
TrpA 275 Sintase Sintase N. spumigena CCY9414 99% EAW46865.1
TrpB 408 Sintase Sintase N. spumigena CCY9414 99% AHJ31526.1
TrpD 368 Transferase Transferase N. spumigena CCY9414 98% EAW46863.1
AroA 354 Sintase Sintase N. spumigena CCY9414 99% EAW46862.1
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7. CONCLUSOES

e Este trabalho apresenta novas perspectivas em estudos de cianobactérias relacionados a
evolucéo e adaptacdo dentro de um Unico género. A comparacdo gendmica de duas linhagens
de N. spumigena de origens téo distintas geograficamente, CENA596 do oceano Atlantico
Sul e CCY9414 do mar Baltico, contribuiu para esclarecer a relacdo filogenética entre elas
e diferenciar os genes especificos de cada uma delas, embora a maioria deles ainda seja
desconhecidos.

e A mineracdo do genoma da N. spumigena CENA596 por agrupamentos génicos envolvidos
na sintese de metabdlitos secundarios evidenciou o vasto potencial deste género para
producdo de moléculas bioativas e alerta para a necessidade de levantamentos e
monitoramentos de substancias potencialmente nocivas, especialmente em ambientes

aquaticos explorados por atividades humanas.

e As andlises realizadas mostraram que o genoma da linhagem Atlantica CENA596 ¢
consideravelmente conservado em relacdo ao genoma da linhagem Baltica CCY9414.
Embora a maioria dos agrupamentos génicos envolvidos na sintese de moléculas bioativas
identificados estavam presentes em ambos 0s genomas, como a fungdo da maior parte dos
genes especificos de cada uma dessas duas linhagens ainda é desconhecida, a diversidade

gendmica e o potencial biossintético dessa espécie ainda nao pdde ser totalmente explorado.

e Futuros estudos incluindo isolados de outras regides podem contribuir para um melhor
entendimento desse género, ajudar na prevencao de danos causados por floracdes toxicas e
possibilitar a descoberta de novos produtos naturais com atividades farmacoldgicas e

bioldgicas.
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