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RESUMO 

IDENTIFICAÇÃO DE CIANOBACTÉRIAS EM BIOFILMES DE SUPERFÍCIES 

EXTERNAS DE PRÉDIOS HISTÓRICOS: ANÁLISE MORFOLÓGICA E 

MOLECULAR' 

Autor: Cézar Augusto Crispim 
Orientador: João R. J. Freire 

Atualmente existe uma crescente preocupação com a preservação de 
monumentos que fazem parte do patrimônio histórico e cultural de povos e 
nações, e tem-se observado que dentre os vários fatores que contribuem para 
a degradação destes monumentos, há a ação de uma microbiota fototrófica 
ativa e diversa, formada principalmente por cianobactérias e algas. Foram 
estudadas em Porto Alegre seis igrejas com importância histórica, utilizando-se 
técnicas de microbiologia tradicionais e de biologia molecular. Um método 
rápido e simples para a amplificação por PCR foi desenvolvido, não sendo 
necessário o cultivo das células. Foram encontrados oito gêneros de 
cianobactérias filamentosas e quatro gêneros de cianobactérias cocóides. 
Vários dos grupos identificados são reconhecidos como degradadores de 
pedras (o grupo Pleurocapsa, Synechocystis, Gloeocapsa, Microcoleus, 
Scytonema e Mastigocladus). Alguns produtos de PCR foram seqüenciados e 
submetidos ao algoritmo BLAST, com o intuito de verificar o nível de 
similaridade com as seqüências depositadas de outras cianobactérias. Foi 
observado que o nível de similaridade da maioria das amostras foi baixo, 
provavelmente em função do fato de que a maioria das seqüências 
depositadas nos bancos de dados é proveniente de espécies aquáticas, as 
quais são consideravelmente diferentes das cianobactérias presentes em 
biofilmes em construções. Os dendrogramas construídos utilizando-se o 
"bootstrapping" mostraram que as amostras filamentosas nos biofilmes 
estudados geralmente agruparam-se com espécies semelhantes presentes nos 
bancos de dados. Contudo, de acordo com os resultados deste estudo e da 
literatura corrente, ainda há muitos problemas em relação à taxonomia de 
cianobactérias, o que indica a necessidade de mais estudos nesta área. 

iií 



ABSTRACT 

IDENTIFICATION OF CYANOBACTERIA IN BIOFILMS ON EXTERNAL 

SURFACES OF HISTORIC BUILDINGS: MORPHOLOGICAL AND 

MOLECULAR ANALYSISI  

Author: Cézar Augusto Crispim 
Adviser: João R. J. Freire 

There is today an increasing concern about the preservation of monuments, 
which are part of the historic and cultural heritage of peoples and nations. 
Among severa) factors contributing to the degradation of these monuments, the 
action of an active and diverse microflora, formed principally by cyanobacteria 
and algae, has been emphasized. Six churches of historic importance were 
studied in Porto Alegre, using traditional microbiological and molecular 
methods. A simple and fast PCR amplification methodology was developed, 
which did not require the culturing of samples. Eight genera of filamentous and 
four genera of coccoid cyanobacteria were identified in the biofilms. Severa) of 
the groups detected are known to degrade stone (the Pleurocapsa group, 
Synechocystis, Gloeocapsa, Microcoleus, Scytonema and Mastígocladus). 

Some orne PCR products were sequenced and submitted to the BLAST algorithm, in 
order to verify the levei of similarity with sequences deposited for other 
cyanobacteria. The leve) of homology of most samples was low, probably 
because most of the deposited sequences are from aquatic cyanobacteria 
species, which are considerably different from those present in biofilms on 
buildings. The dendrograms, constructed by bootstrapping, showed that the 
filamentous samples in the biofilms generally grouped with similar species in 
data banks. However, according to the results of this study and the current 
literature, there are many problems with the present taxonomy of cyanobacteria, 
which indicates the need for further studies in this area. 
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GLOSSÁRIO 

Alguns termos específicos de cianobacteriologia estão aqui definidos. 

Acineto — célula em estado de dormência ou esporo que diferencia-se de uma 

célula vegetativa. 

Baeócito — célula pequena formada internamente por fissões múltiplas em 

células parentais do subgrupo II. 

Fissão binária — divisão de uma célula em duas, seguida do aumento de pelo 

menos uma, e usualmente ambas células filhas. 

Brotamento — fissão binária assimétrica de uma célula parental, na qual uma 

célula filha é menor que a outra. 

Filamento — cadeia de células na qual a separação das células não inclui uma 

bainha intercalante, apesar de uma bainha linear poder estar presente. 

Heterocisto — célula especializada que funciona na fixação de N2; diferencia-se 

da célula vegetativa. 

Hormocisto — cadeia de células envelopadas ou encapsuladas por uma 

espessa bainha externa. 

Hormogõnio — um segmento curto de tricoma que é móvel e aparentemente 

tem papel de disseminação. 

Tricoma — uma cadeia de células sem a presença de uma bainha. 
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1. INTRODUÇÃO 

A crescente preocupação com a preservação de monumentos que 

fazem parte do patrimônio histórico e cultural tem levado a um maior interesse 

na biodeterioração nessas construções. A colonização da superfície de prédios 

por bactérias, algas, fungos e outros microrganismos, causa danos físicos e 

estéticos à estrutura e pode ocasionar problemas de saúde para os seres 

humanos através da liberação de esporos alergênicos. Dentre as principais 

atividades microbianas que são importantes na deterioração de superfícies, 

podemos citar o crescimento de colônias de microrganismos, a produção de 

ácidos orgânicos e inorgânicos, a ação de enzimas hidrolíticas e o crescimento 

de filamentos microbianos, principalmente hifas de fungos, algas e 

cianobactérias sobre e dentro do material. 

Os microrganismos mais comuns encontrados nas superfícies externas 

dos edifícios são as algas verdes, fungos e bactérias azul-verdes que podem 

resistir a repetidos ciclos de secagem e reidratação. Por este motivo, bem 

como a sua capacidade de sobreviver a altos níveis de luz UV, as 

cianobactérias são particularmente importantes em superfícies expostas e têm 

provavelmente a maior importância ecológica como organismos pioneiros do 

que qualquer outra classe. 

O crescimento de algas e cianobactérias em superfícies de construções 

leva diretamente à deterioração estética da superfície. Os biofilmes 

fotossintéticos podem ser cinzas, pretos, marrons, vermelhos ou verdes, 

dependendo das linhagens predominantes de organismos e de condições 
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ambientais. A umidade, a temperatura e o grau de exposição à luz podem 

afetar o crescimento e a produção de pigmentos em células de algas e de 

cianobactérias. 

Os métodos utilizados atualmente para detecção de cianobactérias são 

baseados no cultivo desses microrganismos em meios de crescimento 

específicos. Contudo, tais métodos podem resultar na detecção de números 

artificialmente baixos por causa da presença de células inibitórias e predatórias 

tais como fungos, eubactérias e protozoários, bem como da presença de 

espécies não-cultiváveis. Essa baixa biodiversidade fototrófica após o uso 

destas técnicas de cultura e enriquecimento tradicionais sugere que o uso de 

métodos moleculares é a melhor alternativa para a identificação e 

caracterização de microrganismos em paredes de construções. 

Este trabalho teve como objetivo geral, contribuir para a preservação do 

Patrimônio Histórico e Cultural. Os objetivos específicos desse trabalho foram 

detectar, isolar e identificar os diferentes tipos de cianobactérias presentes em 

paredes externas de igrejas na cidade de Porto Alegre através dos métodos 

tradicionais e desenvolver uma técnica de biologia molecular para identificá-las 

sem cultivo. 



2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

A humanidade, como parte do ambiente natural, contribui para a 

degradação de materiais de pedras expostos. A poluição do ar resultante de 

fontes antropogênicas tais como os meios de transporte aéreos e terrestres, 

tem aumentado a concentração atmosférica de compostos orgânicos e 

inorgânicos na forma de gases, aerosóis e matéria particulada e sua deposição 

sobre superfícies de pedras. As complexas interações físicas e químicas 

desses agentes com o material mineral têm acelerado a degradação de pedras 

drasticamente (Arnold, 1993). Além disso, o descaso com sítios históricos e 

sua conseqüente deterioração, e/ou tratamentos de restauração e conservação 

inapropriados, têm agravado a preservação de propriedades culturais e 

históricas em todo o mundo (Charola, 1993). 

Um número considerável de investigações tem começado a elucidar o 

papel essencial que os agentes biológicos desempenham na deterioração de 

pedras (Warscheid & Braams, 2000) e o que está se tornando claro é que 

agentes físicos, químicos e biológicos agem em associação para a sua 

deterioração (Valentin, 1993). 

A biodeterioração tem geralmente sido considerada como um processo 

de degradação que segue os efeitos deteriorantes iniciais de agentes 

inorgânicos. Pensava-se que esses agentes condicionavam as superfícies de 

pedras para a contaminação microbiana devido à mudanças estruturais e o 

enriquecimento de substratos nutrientes orgânicos e inorgânicos. Contudo, 

investigações recentes sobre a biodeterioração de pedras, especialmente em 



4 

relação aos biofilmes que cobrem as superfícies, formados por microrganismos 

para se proteger contra fatores ambientais prejudiciais, têm descoberto que os 

efeitos biodeteriorantes podem ser claramente detectados nos estágios iniciais 

da exposição da pedra (Gaylarde & Morton, 1999). 

Estes efeitos incluem a aparência estética inaceitável das manchas na 

superfície das pedras causadas por pigmentos biogênicos e mais importante 

ainda, a presença de substâncias poliméricas extracelulares que resultam em 

estresse mecânico à estrutura mineral (Warscheid & Braams, 2000). Além 

disso, a presença precoce de biofilmes em superfícies de pedras expostas, 

acelera o acúmulo de poluentes atmosféricos (Wittenburg, 1994). Assim, a 

contaminação microbiana age como um precursor preliminar para a formação 

de crostas em superfícies de rochas, produzidas pela corrosão acidolítica e 

oxidoredutora nas estruturas dos minerais (Warscheid & Braams, 2000). 

2.1A microecologia em construções de pedra 

A microflora nas pedras em construções representa um ecossistema 

complexo que se desenvolve de várias formas dependendo das condições 

ambientais e das propriedades físico-químicas dos materiais em questão. Os 

microrganismos presentes podem ser divididos nos seguintes grupos (Brock et 

ai., 1994): 

1 — Organismos fotolitoautotróficos tais como algas, cianobactérias, musgos e 

plantas superiores, os quais usam a luz do sol como fonte de energia e liberam 

oxigênio durante a fotossíntese. Suas necessidades de carbono são satisfeitas 

pela fixação de CO2  da atmosfera. A atividade dos primeiros colonizadores pré- 
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condiciona a construção para os quimiolitoautotróficos e inicia a sucessão 

biológica (VVarschieid et al., 1993). As cianobactérias têm a maior influência no 

intemperismo de pedras e rochas naturais expostas, penetrando a rocha em 

ambientes secos à uma taxa de 5pm/ano (Gaylarde- & Morton, 1999). 

2 — Bactérias quimiolitoautotróficas usam compostos inorgânicos (amônia, 

nitritos, hidrogênio, sulfeto, tiosulfetos ou enxofre elementar) para obter energia 

de sua oxidação e fixar o CO2  da atmosfera. Isso resulta na liberação de ácidos 

nitrosos (Nitrosomonas spp.), ácido nítrico (Nitrobacter spp.), ou ácido sulfúrico 

(Thiobacillus spp.). Algumas bactérias desse grupo também são capazes de 

crescer mixotroficamente, usando nutrientes orgânicos para a síntese de 

componentes celulares (q uimiolitomixotrofia). 

3 — Bactérias e fungos quimiorganotróficos usam substratos orgânicos como 

fontes de carbono e energia. Eles freqüentemente liberam ácidos orgânicos 

complexadores biocorrosivos ou enfraquecem a estrutura mineral pela 

oxidação de cátions como Fe2+  ou Mn2+. 

4— Os líquens são uma associação simbiótica entre um fungo (chamado de 

micobionte) e uma alga ou cianobactéria (ambas chamadas de ficobiontes). Os 

fungos utilizam os nutrientes orgânicos produzidos pelas algas e cianobactérias 

pela fotossíntese; as algas por sua vez, utilizam os minerais lixiviados da pedra 

pelos ácidos secretados pelas hifas do líquen. Os fungos também podem 

proteger as algas e cianobactérias das condições ambientais adversas, tais 

como dessecação e substâncias tóxicas (Gaylarde & Morton, 1999). 

Enquanto os microrganismos quimiolitotróficos têm sido freqüentemente 

descritos em associação com materiais inorgânicos danificados, estudos mais 
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recentes têm enfatizado o significado de bactérias e fungos 

quimiorganotróficos, juntamente com os fotoautotróficos, como os primeiros 

colonizadores microbianos em pedras de monumentos e construções 

(Warscheid & Braams, 2000). 

2.2 Sucessão biológica em superficies externas de monumentos 

históricos 

A colonização microbiana de pedras e concretos comumente inicia com 

os organismos fototróficos, que constroem um biofilme visível, enriquecido com 

biomassa orgânica e inorgânica sobre a superfície da pedra depletada de 

nutrientes (Darlington, 1981). O crescimento e a atividade metabólica de algas, 

cianobactérias e liquens, bem como musgos e plantas superiores, é regulado 

por parâmetros naturais tais como a luz e umidade (Monte, 1993; Ortega-Calvo 

et al., 1995). 

Os microrganismos fototróficos podem crescer sobre a superfície da 

pedra (chamados de fotótrofos epilíticos) ou podem penetrar alguns milímetros 

no sistema de poros da rocha (chamados de fotótrofos endolíticos) (Golubic et 

al., 1981). Acreditava-se que eles não tinham efeito direto sobre a deterioração 

de pedras, a não ser pelo efeito estético devido aos seus pigmentos (Pietrini et 

al., 1985; Urzi et ai., 1992) e que sob certas condições climáticas, eles 

formavam um filme protetor sobre a superfície da pedra, regulando a umidade 

e a temperatura (Warschied, 2000). Contudo, outras investigações têm 

mostrado a importância dos fotótrofos na deterioração física e química de 

pedras, especialmente quando vários elementos são disponibilizados pela 
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poluição antropogênica sob climas moderados. Esses processos de 

biodeterioração são caracterizados pela excreção de ácidos orgãnicos 

corrosivos especialmente sobre calcário e mármore (Caneva et al., 1992), a 

absorção e o acúmulo de enxofre e cálcio dentro de suas células (Caneva & 

Salvadori, 1989; Ortega-Calvo et al., 1994), a alteração de minerais formadores 

de pedras (Jones et al., 1988) e o aumento dos poros devido à penetração de 

filamentos (Jaton et al., 1985). 

O acúmulo de uma biomassa fototrófica fornece uma excelente base de 

nutrientes orgânicos para a subseqüente microflora heterotrófica e suas 

atividades biodegradadoras. Os fotótrofos podem excretar carboidratos, fatores 

de crescimento e antibióticos, facilitando assim o estabelecimento de uma 

comunidade microbiana complexa sobre a rocha e a associação de organismos 

fototróficos formada pode ser usada como indicador dos parâmetros físico-

químicos do ambiente em que vivem (Warscheid & Braams, 2000). 

2.3 Biofilmes, biodegradação e biodeterioração 

Biofilmes são comunidades complexas de microrganismos ligados às 

superfícies ou associados com interfaces. Hoje, é amplamente reconhecido 

que a maioria das bactérias encontradas em ambientes naturais, hospitais, 

clínicas e indústrias persistem associados às superfícies (Davey & O'Toole, 

2000). Além disso, estas comunidades microbianas são freqüentemente 

compostas de múltiplas espécies que interagem umas com as outras e com o 

ambiente. A arquitetura do biofilme tem profundas implicações na função 

dessas complexas comunidades. Até recentemente, a falta de métodos para 
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explorar essas comunidades in situ tem dificultado análises detalhadas. A 

observação direta de uma ampla variedade de habitats naturais tem 

estabelecido que a maioria dos microrganismos persiste aderida à superfície 

dentro de um ecossistema estruturado de biofilme e não como organismos de 

vida livre. Além disso, está se tomando claro que essas montagens naturais de 

bactérias dentro da matriz do biofilme funcionam como um consórcio 

cooperativo e de uma forma relativamente complexa e coordenada (Costerton 

et al., 1995). Por isso, apesar dos microrganismos poder ter uma existência 

planctônica independente, também é possível e de fato mais típico, ter um 

estilo de vida interdependente no qual eles funcionam como parte integrante de 

uma população ou comunidade. 

Novas e numerosas abordagens e metodologias experimentais têm sido 

desenvolvidas a fim de explorar interações metabólicas, agrupamentos 

filogenéticos e a competição entre os membros do biofilme. Para complementar 

esta ampla visão da ecologia dos biofilmes, os organismos individuais têm sido 

estudados com o uso de genética molecular a fim de identificar genes 

necessários para o desenvolvimento do biofilme e para dissecar as rotas 

regulatórias que controlam a transição do plâncton para o biofilme. Estes 

estudos têm favorecido a emergência do conceito da formação do biofilme 

como um novo sistema para o estudo do desenvolvimento bacteriano (Davey & 

O'Toole, 2000). 
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2.4 Comunidades aderidas e agregadas complexas 

Grupos de microrganismos que conduzem processos fisiológicos 

interdependentes formam as comunidades microbianas (e.g., bactérias 

fermentativas, redutoras de sulfeto e enxofre e metanogênicas). Em essência, 

os biofilmes podem ser compostos de uma população que se desenvolveu a 

partir de uma única espécie ou uma comunidade derivada de espécies 

microbianas múltiplas, que podem se formar sobre uma vasta variedade de 

superfícies bióticas e abióticas. Os microrganismos também formam painéis 

naturais em interfaces ar-água e em suspensões, tais como digestores 

anaeróbicos, nos quais eles agregam-se preferencialmente para formar flocos 

ou grânulos (Wu et al., 1996). Apesar do substrato para ligação ser difícil de 

discernir nesses grânulos, essas formações são chamadas de biofilmes. Para o 

propósito dessa dissertação, os biofilmes são amplamente definidos como 

reuniões de microrganismos e seus produtos extracelulares associados sobre 

uma interface e tipicamente ligados à uma superfície abiótica. 

Shapiro (1988) propõs a visão de bactérias como organismos interativos 

capazes de uma significativa atividade coletiva como uma característica 

bacteriana geral mais de uma década atrás. Uma diferenciação complexa e um 

comportamento coletivo têm sido observados em um número de organismos 

diferentes sob uma variedade de situações diferentes. Mais notáveis são 

exemplos de Myxococcus que se diferenciam quando da falta de nutrientes 

para formar corpos de frutificação, Anabaena durante o desenvolvimento dos 

heterocistos, Bacillus subtilis durante sua metamorfose em esporo, 

,Streptornyces coelicolor durante sua diferenciação morfológica em resposta às 
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condições nutricionais, e Serratia liquefaciens durante a migração de 

populações (Davey & O'Toole, 2000). Esses exemplos certamente 

testemunham a habilidade que os microrganismos apresentam de explorar 

interações e comunicações intercelulares para facilitar sua adaptação a 

parâmetros ambientais em mudança (Kaiser, et al., 1993). À primeira vista, 

contudo, não é óbvio que a maioria dos procariotos são capazes de tal 

comportamento coletivo coordenado, a não ser que os consideremos no 

contexto dos biofilmes. O desenvolvimento dos biofilmes requer um 

comportamento multicelular, sejam eles formados por uma única espécie ou 

por espécies múltiplas. A formação de biofilmes pode requerer ainda a 

coordenação, interações e a comunicação entre espécies bacterianas 

múltiplas. 

Descobertas notáveis têm ocorrido na pesquisa dos biofilmes durante a 

última década. A aplicação de novas técnicas de microscopia e biologia 

molecular na investigação dos biofilmes tem mostrado que esses não são 

simplesmente camadas de sujeira contendo organismos sobre uma superfície; 

em vez disso, os biofilmes representam sistemas biológicos com um alto nível 

de organização onde as bactérias formam comunidades estruturadas, 

coordenadas e funcionais (O'Toole et al., 2000). 

Os habitats naturais dos procariotos são notavelmente diversos (Pace, 

1997). Os procariotos podem habitar qualquer ambiente que seja apropriado 

para formas de vida superiores, bem como uma variedade de locais inabitáveis 

que a maioria das formas de vida superiores acharia extremamente 

desagradáveis (Madigan et al., 1997). Sua habilidade em persistir através da 
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biosfera deve-se, em parte, à sua versatilidade metabólica inigualável e 

plasticidade fenotípica. Um elemento chave de sua adaptabilidade é sua 

habilidade em posicionar-se em um nicho onde eles podem se propagar. 

Vários mecanismos de posicionamento têm sido descobertos em bactérias. O 

mecanismo mais comum é a motilidade flagelar e métodos diferentes de 

translocação em superfícies (deslizamento, lançamento, escorregamento). 

Contudo há outros mecanismos utilizados pelas bactérias para se posicionarem 

em resposta ao seu ambiente. Algumas espécies são capazes de afetar sua 

posição sintetizando celulose, formando assim uma película fibrosa que coloca 

as células próximas da interface ar-água. Além disso, a síntese de celulose 

auxilia na aderência à superfícies tais como células vegetais (Ross et al., 

1991). Um dos mecanismos de posicionamento mais importantes é a 

aderência. A agregação favorece a interação célula-célula, bem como a taxa 

de sedimentação das células. Através da aderência, as bactérias não só se 

posicionam na superfície, como também podem formar comunidades e obter 

benefícios adicionais da versatilidade fenotípica de seus vizinhos. Uma vez que 

um estilo de vida aderido a uma superfície é onipresente, é provável que este 

tipo de existência baseado na comunidade seja uma característica crítica para 

a persistência das bactérias. Os organismos podem existir independentemente 

num dado ambiente, mas em muitos casos eles proliferam mais eficientemente 

interagindo e formando comunidades (Caldwell et al., 1997). 

As comunidades bacterianas têm papel chave na produção e 

degradação de matéria orgânica, na degradação de muitos poluentes 

ambientais e na reciclagem do nitrogênio, enxofre e muitos metais. A maioria 
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desses processos necessita do esforço organizado de bactérias com diferentes 

capacidades metabólicas e é provável que as bactérias que habitam a 

comunidade do biofilme desempenhem muitos deles. Estudos em bioreatores e 

culturas de enriquecimento têm mostrado que os biofilmes estão envolvidos no 

processamento do esgoto e na nitrificação (Davey & O'Toole, 2000). Os 

biofilmes também se formam em muitos ambientes extremos, tais como em 

drenos de minas (pH 0), onde eles contribuem para a reciclagem do enxofre 

(Edwards et al., 2000). Biofilmes de tapetes cianobacterianos têm sido 

estudados intensivamente em fontes termais (Ramsing et al., 2000; Ward et al., 

1998) e recentemente os pesquisadores têm investigado biofilmes nos lagos da 

Antártida (Paerl & Priscu, 1998). Foi constatado que comunidades 

complexamente estruturadas nestes ambientes extremos conduzem uma 

variedade de processos biológicos, tais como fotossíntese, fixação de 

nitrogênio e fermentação. 

2.5 Biofilmes e biodeterioração em prédios e construções 

Os processos biológicos envolvidos na degradação de paredes de 

edifícios e construções são fortemente influenciados por condições climáticas e 

influências antropogênicas. A importância da biodeterioração na alteração e 

deterioração de superfícies tem sido freqüentemente menosprezada e 

subordinada a processos físico-químicos. Contudo, sua importância como um 

dos fatores com grande influência nestes processos foi demonstrada e 

reconhecida (May et al., 1993). Os biofilmes ativos são encontrados em 

qualquer local onde estão presentes microrganismos e umidade. Sua formação 
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é afetada pelos tipos de organismos presentes, pela natureza da superfície e 

pelas condições ambientais (Costerton et al., 1987; Walker e Keevil, 1995). 

Um complexo sistema de biofilme pode desenvolver-se em paredes de 

edifícios e construções. Sabe-se que a maioria dos microrganismos (bactérias, 

fungos, algas, cianobactérias) desempenha vários papéis na colonização e 

degradação de pedras e rochas encontradas em construções e monumentos, e 

não há dúvida de que eles também atuam no desgaste de rochas. Vários 

mecanismos têm sido sugeridos sobre como eles podem agir como 

deteriógenos ativos de pedras (Allsopp & Seal, 1986). A deterioração dos 

materiais é acelerada pela presença de produtos de seu metabolismo, tais 

como ácidos e materiais poliméricos. Estes polímeros, geralmente 

polissacarídeos, agem como colas, retendo sujeira e outras partículas, 

aumentando os efeitos desfigurantes do biofilme e tornando a estrutura mais 

difícil de ser limpa. Os microrganismos podem ainda aumentar a taxa de 

transformação por outras atividades metabólicas, tais como a absorção de íons 

e a produção de ácidos e agentes quelantes. Eles também alteram a 

permeabilidade de minerais pela deposição de materiais poliméricos e 

surfactantes (Gaylarde & Morton, 1999). A biodeterioração causa alterações na 

distribuição do tamanho dos poros em pedras, alargamento de fissuras e 

mudanças na circulação de umidade, mudança da coloração de superfícies de 

pedra e finalmente, corrosão acidolítica e óxido-redutora, com o conseqüente 

enfraquecimento de estruturas minerais (Griffin et al., 1991; Warscheid & 

Krumbein, 1993). As bactérias heterotróficas e os fungos podem usar os 

compostos orgânicos das camadas de tinta como substratos para seu 
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crescimento, produzindo ácidos que causam a fragilização da tinta ou mudam 

sua consistência (Krumbein & Petersen, 1990). 

Em ambientes tropicais ou em outras áreas de alta umidade tais como 

banheiros, a formação de biofilmes é extremamente rápida (Lim et al., 1989). 

Os materiais em condições secas são os menos susceptíveis à formação de 

biofilmes e biodeterioração. Crispim et al. (2003) mostraram que o tipo de 

substrato influencia a diversidade de cianobactérias nos biofilmes em paredes. 

Contudo, pouco é conhecido sobre a influencia do substrato na formação do 

biofilme em superfícies secas. 

2.6 O papel das cianobactérias na degradação de prédios 

As cianobactérias são classificadas sob dois sistemas taxonômicos: o 

código Botânico e o Bacteriológico. Nessa dissertação, os nomes usados são 

do Código Bacteriológico apresentados no manual de Bergey (Holt et al., 

1994), exceto onde a informação é dada a partir da literatura no qual o sistema 

Botânico é aplicado. 

As cianobactérias são os principais colonizadores de uma ampla 

variedade de ambientes terrestres, incluindo solos desérticos, superfícies de 

rochas e construções antigas e modernas. A formação de biofilmes nas 

superfícies de construções antigas leva à sua deterioração e o papel das 

cianobactérias neste processo tem sido assunto de vários estudos recentes 

(Gaylarde & Gaylarde, 2000; Tomaselli et al., 2000; Ortega-Morales et al., 

2001). 
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Dentre os microrganismos mais comuns encontrados nas superfícies 

externas de construções, as cianobactérias podem resistir aos repetidos ciclos 

de secagem e reidratação, bem como a altos níveis de luz UV. As 

cianobactérias geralmente são mais adaptadas para resistir tais condições 

adversas, produzindo pigmentos de proteção dentro de suas células (Garcia-

Pichei et al., 1992; Matsunaga et al., 1993; Chazal & Smith, 1994). Essa 

capacidade adaptativa pode ajudar a explicar a presença de números maiores 

de cianobactérias do que algas em edifícios que não foram pintados 

recentemente (Gaylarde & Gaylarde, 1999). Contudo, os efeitos do crescimento 

de cianobactérias em superfícies de construções não são meramente estéticos. 

Danin & Caneva (1990) sugeriram que as cianobactérias contribuem para a 

degradação de pedras calcárias da seguinte forma: 

1 — Adesão de células cianobacterianas em pequenas fissuras 

2 — Crescimento dentro da fissura 

3 — Absorção de água e expansão da massa celular, exercendo pressão 

dentro da estrutura 

4 — Precipitação de carbonatos e oxalatos em volta das células 

5 — Abertura da fissura devido às pressões internas 

6 — Entrada de poeira, pólen, sementes, etc 

7 — Morte parcial de células cianobacterianas e estabelecimento de 

bactérias, fungos heterotróficos e de pequenos animais tais como ácaros 

dentro da fissura 

8 — Pressão interna crescente da camada superficial da estrutura 

levando eventualmente ao seu descolamento. 
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Células cianobacterianas sobre construções de calcário são 

freqüentemente cobertas por depósitos calcários, sugerindo migração de cálcio 

de locais próximos (Ortega-Morales et al., 2000). A imobilização biológica do 

carbono como carbonato, o qual pode ser depositado intra e extracelularmente, 

ocorre em algumas bactérias, fungos, algas, alguns metazoários e 

cianobactérias. Os organismos fototróficos depositam CaCO3 na presença de 

luz e solubilizam-no à noite por causa da modificação de concentrações de 

carbonato. Esse processo foi estudado na cianobactéria GL24 (Schultze-Lam & 

E3everidge, 1994). Essas células esféricas possuem uma camada S em sua 

superfície externa que é capaz de ligar íons cálcio em locais carregados 

negativamente. O cálcio ligado complexa-se com íons carbonato quando o pH 

é maior que 8.3 e este alto pH é prontamente produzido da seguinte forma: os 

íons bicarbonato são absorvidos pela célula e convertidos pela enzima 

anidrase carbônica em CO2  e OH—  ; o dióxido de carbono é incorporado na 

massa celular e os íons hidroxila são liberados e concentrados em volta da 

célula, aumentando os níveis locais de pH. As células de Synechococcus 

podem tornar-se encrustadas com calcita dentro de oito horas num ambiente 

apropriado e devem liberar áreas de camada S mineralizadas para 

permanecerem viáveis. Todo o procedimento é então repetido, permitindo 

novas absorções de cálcio. A mobilização de íons cálcio por tal atividade 

metabólica, além do aprisionamento de partículas de calcita liberadas, quer 

seja biótica ou abiótica na bainha gelatinosa das cianobactérias, é um 

mecanismo importante da degradação de pedras. As rochas silicáceas também 

são prontamente degradadas em altos níveis de pH por causa da labilidade dos 
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cátions constituintes sob estas condições, porque a hidrólise de polissilicatos é 

favorecida em altos níveis de pH. 

A sugestão de que algas e cianobactérias também podem dissolver 

pedras por produção de ácidos (Gillatt, 1991) é mais questionável. Os 

organismos fotossintetizantes concentram CO2 ativamente dentro das células 

como bicarbonato, aumentando o pH externo para 10.5 dentro de 48 horas de 

crescimento em laboratório (Douglas & Beveridge, 1998). Contudo, Vander 

Oost e colaboradores (1989) mostraram que o gênero Cyanothece 

desempenha fermentação ácida mista e poderia então induzir a degradação 

ácida de pedras. Mao Che et al. (1996) demonstraram a liberação de um 

líqüido pelas células apicais do grupo Pleurocapsales, o qual digere carbonato; 

apesar da natureza da substância não ser determinada, foi sugerido que 

poderia ter propriedades acídicas. Contudo, há pouca evidência que as 

cianobactérias produzem ácidos in situ e Waterbury (1989) sugere que a 

degradação de materiais calcários na presença de cianobactérias é devido à 

presença simultânea de bactérias heterotróficas. 

Tais associações de algas e cianobactérias com bactérias heterotróficas 

podem aumentar a degradação de minerais nas pedras através da produção 

de ácidos orgânicos bacterianos. Também se sabe que a microflora fúngica 

pode rnetabolizar a matéria orgânica secretada por biofilmes fototróficos e 

contribuem para a degradação de pedras pela liberação de metabólitos 

acídicos (Gómez-Alarcón et al., 1994). Urzi (1992) tem desafiado a visão aceita 

de que a colonização fototrófica de pedras é seguida pelo crescimento de 

organismos quimioautotróficos, mas Gaylarde & Gaylarde (1999) 
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demonstraram que o tratamento de paredes externas com uma substância 

algicida (composto contendo cobre) - usada em concentrações tão baixas para 

apresentar atividade fungistática e bacteriostática - reduzia o crescimento 

fúngico e bacteriano. Isso indica que a inibição da colonização das algas reduz 

o crescimento de fungos e bactérias heterotróficas e suporta a seqüência de 

colonização aceita, apesar de que em construções poluídas por substâncias 

químicas, os materiais orgânicos podem agir como nutrientes para os 

microrganismos não fototróficos. Sob estas condições, as bactérias 

heterotróficas poderiam de fato ser os primeiros colonizadores em construções 

(Gaylarde & Morton, 2001). 

2.7 As cianobactérias 

As cianobactérias têm habitado a superfície da Terra há bilhões de 

anos (Mazel et al., 1990) e são o maior subgrupo de procariotos Gram-

negativos fotossintetizantes que contêm um grande número de gêneros e 

espécies presentes em paredes de edificações (Rippka, 1988). Elas têm 

colonizado muitos nichos ecológicos e têm desenvolvido diversas estratégias 

para sobreviver em ambientes muito diferentes. As antigas formas 

endosimbiônticas formaram as organelas fotossintetizantes (cloroplastos e 

cianelas) dos eucariotos (Giovannoni et al., 1988), assim compartilhando sua 

habilidade de realizar a fotossíntese. As formas livres existentes exibem 

propriedades fisiológicas variadas e sua morfologia apresenta desde formas 

unicelulares até formas filamentosas complexas (Castenholz & Waterbury, 

1989). Sob condições de limitação de nitrogênio, muitas linhagens 



19 

filamentosas, tais como Nostoc PCC 7120, são capazes de se diferenciar em 

heterocistos, que são células especializadas para a fixação aeróbica do N2 

molecular (Wolk, 1996). 

Esta diversidade morfológica e fisiológica é espelhada por uma extensa 

variabilidade genética, sendo que os genomas cianobacterianos variam na 

composição média de bases de DNA de 32 a 71 mol % de G+C e em 

complexidade de 2.0 a 13.2 Mbp (Herdman et al., 1979; Castenholz, 2001). 

Conseqüentemente não se pode excluir que o controle transcricional e os 

mecanismos de processamento podem variar dentro dos diferentes membros 

do filo das cianobactérias. Contudo, pouco é conhecido sobre a organização de 

seus operons de rRNA. Pouca informação é obtida de mapas físicos e 

genéticos das linhagens unicelulares de Synechocystis PCC 6301 (Tomioka et 

al., 1981), Synechococcus PCC 7002 (Chen & Widger, 1993) e Synechocystis 

PCC 6803 (Kaneko et al., 1996). 

2.7.1 Estrutura celular e fisiologia 

2.7.1.1 Envelope Celular 

Apesar de sua estrutura Gram-negativa geral, o peptidoglicano 

encontrado em cianobactérias é consideravelmente mais espesso do que a 

maioria das bactérias Gram-negativas (Hoiczyk et al., 2000). Em linhagens 

unicelulares tais como Synechococcus, sua espessura é de 10nm, chegando 

de 15 a 35nm em espécies filamentosas como Phormidium uncinatum e mais 

de 700nm em cianobactérias grandes como Oscillatoria princeps (Hoickzyc et 

al., 1995). A análise química do peptidoglicano de cianobactérias tem mostrado 
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características incomuns. O grau de ligações cruzadas entre cadeias de 

peptidoglicanos dentro da mureína de Synechocystís sp. PCC6714 é muito 

mais alto do que os 20 a 33% encontrados no peptidoglicano da maioria das 

bactérias Oram-negativas (Glauner et al., 1988) e de fato, a extensão de 

ligações cruzadas (56 a 63%) (Jürgens et al., 1983) é similar aos valores 

relatados para bactérias Gram-positivas (Labischinski et al., 1994). No entanto, 

o peptidoglicano de cianobactérias é complexado com polissacarídeos 

específicos de forma muito similar àquela das bactérias Gram-positivas 

(Jürgens et al., 1985, 1986). 

A parede celular de cianobactérias também apresenta um mosaico 

singular de características diferentes nas membranas externas: os 

lipopolissacarídeos (LPS) não só contêm pequenas quantidades de fosfato 

ligado (Schmidt et al., 1980), mas também não apresentam cetodesoxioctonato 

(Weckesser et al., 1988), um componente comum do LPS de membranas 

externas de bactérias Gram-negativas. Por outro lado, o antígeno O de 

cianobactérias é remanescente do antígeno O de E. coli (Xu et al., 1997) e é 

responsável pela adsorção de cianofagos (Samimi et al., 1978) e pela atividade 

endotóxica em ambientes aquáticos (Keleti et al., 1982). Além disso, a 

membrana externa de cianobactérias apresenta componentes geralmente 

ausentes em bactérias Gram-negativas. Dentre estes estão os carotenóides 

(Omata, 1984; Resch et al., 1983), ácidos graxos incomuns tais como o ácido 

1i-hidroxipalmítico encontrado no lipídio A (Schrader et al., 1981) e porinas 

(Hansel et al., 1998). Essa lista de características específicas do envelope 

celular de cianobactérias não está completa, mas dá uma idéia de como essas 
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células têm mudado como conseqüência de adaptações específicas durante 

seus quase 3.5 bilhões de anos de evolução (Cockell, 1998). 

Várias cianobactérias unicelulares e filamentosas possuem um 

"envelope" por fora da membrana externa. Este é chamado de bainha, 

glicocálice, cápsula, ou, dependendo da consistência, pode ser chamada de 

gel, mucilagem ou limo. As bainhas de cianobactérias são predominantemente 

compostas de polissacarídeos, mas em algumas linhagens, cerca de 20% do 

peso pode consistir de polipeptídeos. 

2.7.1.2 Divisão Celular 

A maioria das cianobactérias unicelulares e algumas das formas 

filamentosas sofrem fissão binária por um tipo de divisão constritiva, na qual 

todas as camadas do envelope (freqüentemente incluindo a bainha), crescem 

para dentro até que a separação da célula esteja completa. A fissão binária em 

cianobactérias resulta em populações unicelulares quando a separação 

constritiva é completa e quando nenhuma bainha mantem células filhas juntas 

(Castenholz, 2001). 

2.7.1.3 Interior Celular 

Apesar de nem todos os tilacóides em cianobactérias parecerem ser 

invaginações da membrana citoplasmática, há "pontos de ligação" ou "centros 

de tilacóides" ordenados, associados com a periferia do citoplasma ou à 

membrana citoplasmática. A maioria das cianobactérias possui ficobilissomos 

hemidiscoidais ou hemisféricos, que são agregados complexos de pigmentos 

protéicos arranjados em filas ordenadas em ambas as superfícies dos 

tilacóides. O ficobilissomo constitui o principal complexo captador de luz em 
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cianobactérias. Os pigmentos contidos em um ficobilissomo típico são a 

aloficocianina no centro, que tem um limite comum com a superfície da 

membrana do tilacóide, geralmente em contato com a clorofila a do FSII, e a 

ficocianina em bastões. A ficoeritrocianina ou ficoeritrina, se presentes, 

ocorrem como discos externos dos bastões (Castenholz, 2001). 

No citoplasma de cianobactérias há muitos outros componentes e 

inclusões, a maioria das quais pode ser visualizada prontamente usando 

microscopia eletrônica de transmissão. Essas incluem glicogênio; grânulos de 

cianoficina, que são polímeros de arginina ou de ácido aspártico e servem 

como reservas de nitrogênio; carboxisomos, que são estruturas angulares 

grandes, compostas principalmente de ribulose bifosfato 

carboxilase/oxigenase, aparentemente servindo de reservas desta enzima 

descarboxiladora; grânulos de volutina (polifosfato) variando de 100 a 300nm 

de diâmetro; vacúolos de gás que são compostos por muitas vesículas de gás 

cilíndricas e alongadas, os quais ocorrem principalmente em cianobactérias 

planctônicas; cianelas, que são similares aos cloroplastos de células 

eucarióticas; e a região do nucleóide, freqüentemente chamada de 

"centroplasma", que parece pigmentada em microscopia ótica. 

As fibrilas de DNA de cianobactérias ocorrem em um arranjo complexo, 

mas cada um é circular quando desenrolado. O genoma total de cianobactérias 

varia de 1.6 a 8.6 x 109  Daltons (Herdman et al., 1979a). O genoma completo 

de Synechocystis PCC 6803 já foi seqüenciado (Kaneko et al., 1996) e o 

tamanho é de 2.1 x 109  Daltons. 
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2.7.1.4 Heterocistos e Fixação de Nitrogênio 

As cianobactérias dos subgrupos IV e V produzem heterocistos em 

tricomas a intervalos ou em suas terminações através da diferenciação de 

células vegetativas, geralmente somente depois que a concentração do 

nitrogênio inorgânico combinado (especialmente amônia) tenha diminuído 

consideravelmente no meio circundante. Em resumo, células vegetativas 

diferenciam-se em células menos granulares com camadas de parede 

adicionais e tilacóides modificados que não apresentam o Fotossistema II 

operante. A nitrogenase é sintetizada e a fixação do N2 prossegue, 

especialmente na luz, com o ATP fornecido pelo transporte cíclico de elétrons 

do Fotossistema I (PS I). A regulação do espaçamento do heterocisto e 

números de heterocistos relacionados às células oxigênicas fotossintetizantes 

é mediado através do transporte intercelular de um peptídeo de 17 

aminoácidos, descoberto em Anabaena PCC 7120 (Yoon & Golden, 1998). 

2.7.1.5 Acinetos 

São produzidos por muitas cianobactérias do Subgrupo IV. Muitas, mas 

não todas as cianobactérias heterocísticas produzem acinetos, particularmente 

sob condições de deficiência de nutrientes e/ou limitação de luz. Os acinetos 

diferenciam-se das células vegetativas, crescem e adquirem uma parede 

espessa circundando a parede velha. Acumulam cianoficina, glicogênio, 

lipídeos e pigmentos carotenóides, mas os polifosfatos desaparecem. Toleram 

secagem, congelamento e armazenamento longo em sedimentos anóxicos e 

aparentemente não necessitam de um período de descanso antes da 

germinação (van Dok & Hart, 1996,1997). 
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2.7.1.6 Hormogonia 

Apesar de serem simplesmente uma corrente curta de células, essas 

geralmente diferem das células vegetativas do tricoma. São geralmente as 

fases migrantes, na qual ocorre a motilidade de deslizamento ou a flutuação 

das formas com vacúolo de gás (Herdman & Rippka, 1988; Tandeau de 

Marsac, 1994). 

2.7.1.7 Motilidade 

Uma motilidade tipo deslizamento é conhecido em uma grande 

variedade de cianobactérias, mas principalmente em formas filamentosas. 

Nessa forma de propulsão, é necessário contato com material sólido ou semi-

sólido (Castenholz, 2001). 

2.7.1.8 Fisiologia e Bioquímica 

A principal característica fisiológica/bioquímica das cianobactérias que 

as distingue de todos os outros procariotos é o sistema fotossintético duplo que 

permite o uso da H2O como fotoredutor com a conseqüente liberação de 02. A 

clorofila a serve como o pigmento de centro de reação e também está 

envolvida na absorção de luz para todas as cianobactérias, como os 

cloroplastos de algas eucarióticas e plantas. As ficobiliproteínas que formam os 

ficobilissomos constituem os principais pigmentos captadores de luz em quase 

todas as cianobactérias, exceto em algumas condições de estresse, tais como 

a exposição à alta irradiação solar (Castenholz, 2001). A redução do CO2 utiliza 

principalmente o ciclo redutor da pentose fosfato. 

A maioria das cianobactérias são fotoautotróficas obrigatórias. Contudo, 

um número relativamente pequeno delas pode crescer como heterótrofos 
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aeróbicos no escuro à taxas muito mais lentas do que as fotoautotróficas, 

principalmente pela utilização de glicose, sucrose ou frutose (Castenholz, 

2001). A respiração é normalmente reduzida grandemente sob condições 

fotossintetizantes luminosas, uma vez que uma parte da cadeia de elétrons dos 

tilacóides também é usada na respiração e serve principalmente para 

manutenção (Stal, 1995). O tempo de duplicação de cianobactérias durante 

crescimento exponencial é de 12 a 24 horas, mesmo em culturas com 

nutrientes abundantes e uma intensidade saturante de luz contínua (Whitton, 

1987). 

2.7.1.9 Ecologia 

A ocorrência e predominância de cianobactérias em uma série de 

habitats é resultado de várias características gerais e de algumas outras que 

caracterizam certas espécies. Algumas espécies toleram uma ampla variação 

de condições ambientais, incluindo extremos que geralmente excluem as algas 

eucarióticas. Presume-se que as cianobactérias evoluíram no período Pré- 

Cambriano bem antes da fronteira do Paleozóico, e isto é sustentado pela 

existência de microfósseis do período intermediário e final da Era Proteozóica 

que são morfologicamente quase idênticos a algumas cianobactérias vivas hoje 

(Knoll, 1985; Schopf, 1996). 

A predominância planctônica de várias formas filamentosas está 

fortemente relacionada ao fato de elas possuírem vesículas de gás e sua 

habilidade de regular a flutuação na água ou simplesmente boiar (Walsby, 

1994). O uso muito eficiente de CO2  em baixas concentrações e a habilidade 

de usar o HCO3  em pH alto também foram propostos como fatores que 
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promovem a dominância das cianobactérias sob algumas condições (Shapiro, 

1997). A capacidade de crescer em condições alcalinas é uma das 

características importantes na colonização de superfícies de rochas e concreto. 

Além disso, várias cianobactérias planctõnicas produzem toxinas potentes de 

dois tipos: neurotoxinas alcalóides e peptídeos hepatotóxicos (Willén & 

Mattsson, 1997). A cianobactericina, um inibidor eficiente de outras 

cianobactérias e algumas algas eucarióticas, é uma lactona diaril substituída 

com um cloro substituído em um dos anéis aromáticos. Ela é produzida por 

Scytonema hofmanni (não planctõnica) (Gleason & Baxa, 1986). O tamanho 

das populações cianobacterianas em água às vezes é controlado por ataques 

de cianofagos específicos, mixobactérias líticas ou fungos aquáticos (Garza & 

Suttle, 1998). 

A temperatura ótima para o crescimento de muitas cianobactérias é mais 

alta pelo menos em vários graus do que para a maioria das algas eucarióticas. 

Esta característica pode ter um papel importante na predominância de 

cianobactérias no verão em latitudes temperadas. Algumas espécies toleram 

temperaturas até mais altas (até 74°C para pelo menos uma espécie), 

habitando fontes termais (Castenholz, 1984a), superfícies de pedras terrestres 

e solos de desertos quentes (Garcia-Pichel & Belnap, 1996), habitats onde 

fotótrofos eucarióticos podem ser excluídos ou inibidos. As cianobactérias 

também predominam em temperaturas baixas e congelantes em lagos de água 

doce de regiões polares, provavelmente devido à exclusão da maioria dos 

outros organismos fototróficos, mas nesses casos, a temperatura ótima real 
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para a maioria desses organismos pode ser consideravelmente mais alta (Tang 

et al. , 1997). 

A habilidade de resistir às altas salinidades (Borowitzka, 1986) permite 

que as cianobactérias predominem em muitas lagoas marinhas hipersalinas e 

lagos salgados no continente (Javor & Castenholz, 1981; Stal, 1995). Esta 

capacidade também ajuda as células a sobreviver em ambientes secos, como 

paredes de construções. 

2.8 Técnicas moleculares para estudo de microrganismos 

Durante a última década, os biólogos têm utilizado uma variedade de 

técnicas moleculares para responder perguntas sobre filogenia, evolução e 

diversidade populacional. A análise do rRNA 16S e mais recentemente do 

espaçador transcrito interno (ITS) 16S-23S tem aparecido amplamente nesses 

estudos, particularmente aqueles que envolvem microrganismos procariotos e 

eucariotos (Boyer et al., 2001). Vários ficologistas têm usado o gene rRNA 16S 

para fornecer uma penetração nas relações filogenéticas de gêneros de 

cianobactérias dentro das ordens propostas por Komárek & Anagnostidis 

(1986, 1989) (ex. Giovannoni et ai., 1988; Wilmotte & Golubic, 1991; Wilmotte 

et aL, 1992 e 1994; Nelissen et al., 1996; Nubel et al., 1996; Turner, 1997). Os 

pesquisadores têm se voltado crescentemente para os ITSs 16S-23S mais 

variáveis (Boyer et al., 2001). 

A digestão da região ITS 16S-23S por enzimas de restrição tem sido 

usada para a análise filogenética de linhagens de gêneros de eubactérias não 

fototróficas (Navarro et al., 1992; Vinuesa et al., 1998). Os produtos de 
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digestão de restrição têm também sido usados para examinar a variabilidade e 

relações filogenéticas dentro da ordem das cianobactérias (Lu et al., 1997) e 

dentro de gêneros de cianobactérias heterocísticas (West & Adams, 1997). 

Otsuka et ai. (1999) foram os primeiros e são atualmente o único grupo de 

pesquisa a usar o seqüenciamento direto do ITS para estudar relações 

filogenéticas subgenéricas em Microcystis. 

Operons que contêm os genes que codificam os três rRNAs bacterianos 

(16S, 23S e 5S) e suas regiões ITS associadas estão normalmente presentes 

em múltiplas cópias no genoma bacteriano (sete em E. coli e Salmonella, 10 

em Bacillus subtilis) (Boyer et al., 2001). Em E. coli essas cópias são 

chamadas rmA-rmE, rrnH e rmG. Antón et ai. (1998) demonstraram que há 

heterogeneidades maiores entre os operons em termos do tipo e número de 

genes de rRNA presentes. Foi sugerido que a seqüência espaçadora pode 

refletir filogenias intraespecíficas (Garcia-Martínez et al., 1996), mas para ter o 

mesmo operon como alvo em múltiplas linhagens, deve-se usar 

oligonucleotídeos iniciadores específicos para operon no PCR (Antón et aL, 

1998). 

Alguns genes de rRNA 16S de cianobactérias e a região do espaçador 

transcrito interno entre os genes rRNA 16S e rRNA 23S já foram seqüenciados 

com finalidade taxonômica (VVilmotte et ai., 1992, 1993 e 1994; Neilan et 

1994; Nelissen et al., 1994 e 1996). As regiões ITS de cianobactérias 

investigadas até o presente variam de 354 a 545 nucleotídeos e para aquelas 

que já foram seqüenciadas, somente uma única espécie de ITS foi encontrada 

em cada linhagem. Isto é surpreendente uma vez que as informações de 
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seqüência e comprimento do espaçador do rRNA 16S-23S em outros grupos 

bacterianos sugerem que pode ocorrer uma variação considerável não 

somente entre espécies, mas também entres os alelos do operon do rRNA 

dentro de uma única linhagem (Gürtler & Stanisich, 1996). 

Há algumas boas razões para o uso de sondas para o rRNA 16S: a 

grande quantidade de rRNA na maioria das células, a aparente ausência de 

transferência gênica lateral e um bom comprimento de cerca de 1500 

nucleotídeos para o rRNA 16S com uma faixa de sítios bem conservados 

(Woese, 1987). A principal vantagem, contudo, é a disponibilidade de grandes 

bancos de dados de rRNA para análise comparativa de seqüências (Maidak et 

al., 1999; Van de Peer et al., 1999; Strunk et al., 2000). 

2.9 Técnicas de detecção de cianobactérias 

As cianobactérias podem ser diferenciadas das algas por análise 

microscópica e cultura microbiológica, e ainda pelo uso de sondas genéticas e 

outros métodos de análise de DNA. Descobriu-se que as cianobactérias são os 

organismos fotossintéticos dominantes em superfícies pintadas na Índia, Brasil 

e México, sendo que nos dois últimos, formas coloniais cocóides de 

cianobactérias foram as mais encontradas (Gaylarde & Gaylarde, 2000). Isto 

indica uma diferença básica em populações dos diferentes países ou uma 

diferença importante em técnicas de detecção e identificação. 

As técnicas tradicionais para a identificação e sistemática de 

cianobactérias têm sido baseadas primeiramente nas suas características 

morfológicas. Contudo, a morfologia pode mudar dependendo das condições 
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ambientais (Evans et al., 1976) e a diversidade das linhagens numa cultura 

pode ser suprimida por condições seletivas de cultivo (Doers et ai., 1988). O 

conteúdo do pigmento fotossintético, a composição de lipídios, as estruturas 

celulares diferenciadas e outras características podem também estar sujeitas à 

mudanças devido à expressão variável dos produtos dos genes de 

cianobactérias em cultura (Kenyon et al., 1972; Klein et al., 1973). 

Os métodos utilizados atualmente para detecção de cianobactérias são 

baseados no cultivo desses microrganismos em meios de crescimento 

específicos. As técnicas de isolamento tradicionais foram desenvolvidas na 

área de microbiologia aquática, estendida a habitats terrestres e envolvem o 

enriquecimento em meios líquidos, seguidos de isolamento usando 

micromanipulação ou plaqueamento em meio sólido (Rippka et ai., 1979; 

Hoffmann, 1989). Contudo, tais métodos podem resultar na detecção de 

números artificialmente baixos devido à presença de células inibitórias e 

predatórias tais como fungos, bactérias e protozoários. É aparente que muitas 

espécies de cianobactérias que crescem em ambientes secos são perdidas no 

meio de cultura devido à atividade de fungos e mais recentemente foi 

reconhecido que muitos tipos de microrganismos no ambiente não são 

detectados por técnicas de culturas normais (Ward et al., 1990). Ferris et al. 

(1996) relataram a biodiversidade fototrófica artificialmente baixa após o uso 

destas técnicas de cultura e enriquecimento tradicionais e sugerem que a 

biologia molecular é a resposta. 

As limitações dos métodos atuais têm favorecido o desenvolvimento de 

técnicas biológicas moleculares para a identificação de cianobactérias. Os 
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métodos de genotipificação do DNA usando as reações de PCR, tais como 

DNA polimórfico amplificado aleatoriamente (RAPD), são usadas 

extensivamente atualmente para classificar isolados em grupos. A 

genotipificação da amplificação do DNA (DAF) é capaz de agrupar as 

cianobactérias simbióticas do gênero Azolla (Eskew et al., 1993). Além disso, o 

ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consensus — consenso intergênico 

enterobacteriano repetitivo) e o REP (repetitive extragenic palindromic 

sequences - seqüências palindrômicas extragênicas repetitivas), têm sido 

usados com oligonucleotídeos iniciadores para a genotipificação de culturas de 

cianobactérias axênicas (Lupski & Weinstock, 1992). O STRR (short tandemly 

repeated repetitive sequences — seqüências curtas duplicadas repetitivas) e o 

HIP1 (highly iterated palindromic sequences - seqüências palindrômicas 

altamente repetidas) demonstraram ser capazes de distinguir Nostoc e 

Anabaena simbióticas em samambaias (Rasmussen & Svenning, 1998) e 

muitas cianobactérias como Synechococcus sp., além de algumas 

cianobactérias toxigênicas (Robinson et al., 1995; Rouhiainen et al., 1995). Por 

outro lado, para determinar a diversidade e confirmar a capacidade de fixação 

de nitrogênio baseada em propriedades genotípicas e fenotípicas, as 

características dos genes nifH e ensaios de redução de acetileno têm sido 

usados extensivamente (Teauroong et al., 2002). 

A caracterização genética de linhagens de cianobactérias tem sido 

desenvolvida com o uso de polimorfismos de comprimento de fragmentos de 

restrição aleatórios (RFLP) do espaçador intergênico dos genes que codificam 

subunidades de ficobilissomos (cpc BA) (Bolch et a/.1996). A técnica do DNA 
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polimórfico amplificado aleatoriamente (RAPD), juntamente com o PCR, 

também tem sido usada para caracterizar cianobactérias em cultura pura e em 

associações simbióticas (Neilan et al., 1995; Eskew et al., 1993). Estas 

abordagens têm sido usadas para identificar muitos organismos em nível de 

classificação de linhagem (Welsh et al., 1990 e 1991), mas a exigência de 

culturas axênicas restringe a aplicabilidade do RAPD e RFLP. 

2.10 Análise molecular da comunidade microbiana 

A identificação e quantificação de membros de comunidades 

microbianas, bem como um claro entendimento da relação funcional entre os 

membros são necessários, antes que possamos apreciar e possivelmente 

gerenciar, os complexos processos que essas comunidades desempenham. 

Avanços tecnológicos têm ajudado na obtenção desse objetivo. A notável 

descoberta da análise filogenética baseada no rRNA (Woese, 1987) tem 

fornecido um meio de desenvolver ferramentas com as quais investigar 

comunidades microbianas. 

Para se obter uma melhor compreensão da comunidade microbiana e o 

papel potencial das bactérias no processo de degradação de paredes de 

construções, foi utilizada a abordagem molecular de fragmentos de genes 

codificadores para rRNA 16S amplificados por PCR e separados por 

eletroforese de gel de gradiente desnaturante (DGGE). Com o uso dessa 

técnica, os fragmentos de DNA com o mesmo comprimento, mas com 

seqüências de pares de bases diferentes podem ser separados. Esse método 

foi introduzido há pelo menos 14 anos na ecologia microbiana molecular para 
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determinar a diversidade genética de comunidades microbianas naturais e para 

identificar a associação filogenética dos membros de comunidades de 

Eubactérias e Archaea (Rõlleke et al, 1996). Contudo, poucos trabalhos tem 

sido desenvolvidos sobre populações de cianobactérias; essas populações são 

freqüentemente desconsideradas pelos bacteriologistas que estudam 

comunidades microbianas ambientais. 



3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Obtenção de amostras de cianobactérias 

As amostras foram coletadas de biofilmes visíveis de paredes externas 

de igrejas. Algumas das igrejas que serviram como local de coleta de amostras 

encontram-se em avançado estado de deterioração. A igreja de São José já 

está em processo de tombamento pelo Patrimônio Histórico e Cultural. Todas 

são localizadas na cidade de Porto Alegre e datam do começo à metade do 

século XX. As igrejas e o material de suas superfícies são as seguintes: Igreja 

Santo Antônio do Partenon (revestimento com mica) (1932), Igreja São José 

(argamassa) (1923), Igreja São Judas (tijolo) (1943), Igreja Nossa Senhora das 

Dores (argamassa) (1903), Igreja Nossa Senhora dos Navegantes (argamassa) 

(1913) e Igreja São Geraldo (revestimento com mica) (1940). A Igreja São 

Judas foi inteiramente construída com tijolos sem revestimento, deixando 

evidente a ação do tempo em sua estrutura. A Igreja São José (em processo 

de tombamento) foi construída com tijolos e revestida com argamassa, mas já 

apresenta avançado estado de deterioração. As demais apresentam bom 

estado de conservação, mas já é evidente a presença de biofilmes na 

edificação (Figuras 1 a 6). As coletas das amostras foram feitas em três épocas 

diferentes utilizando-se a técnica de fita adesiva de Gaylarde & Gaylarde 

(1998): uma em agosto de 2001, uma em fevereiro de 2002 e uma em outubro 

de 2002. Visualizou-se o biofilme e colocou-se a fita sobre o mesmo fazendo-

se pressão para que a maior quantidade possível do biofilme fique aderida à 
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fita. Foram coletadas 10 amostras de cada igreja. Não foi utilizada a técnica de 

raspagem para evitar danos à superfície. 



FIG. Antônio Sant 

36 

FIG. 2 São José 

FIG. 3 São Judas 
cantos 

FIG. 4 N.S. das D e a) fachada b) biofilmes nos 

FIG. 5 N.S. dos Navigantes 	FIG. $ São Geraldo 

FIGURAS 1- 6. As igrejas de Porto Alegre estudadas neste trabalho 
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3.2 Isolamento e manutenção das culturas 

Após a coleta de amostras do biofilme, a fita foi colocada diretamente 

sobre placas de Petri com MKM sólido para cianobactérias (Apêndice 1). As 

amostras foram incubadas numa estufa incubadora iluminada para B.O.D. 

(Fanem, modelo 347FG) a 25°C (Gaylarde & Gaylarde, 1998) por até oito 

semanas. As amostras foram examinadas por microscopia após a rehidratação 

(1 a 3 horas) e diariamente por quatro dias durante as oito semanas. As 

características das células de cianobactérias presentes foram utilizadas para 

identificá-las quando possível. Após aproximadamente uma ou duas semanas, 

a fita foi removida para uma nova placa de Petri com MKM sólido e as duas 

placas continuaram sob observação. A remoção da fita é preferível, uma vez 

que isto permite o desenvolvimento tridimensional das colônias, ajudando em 

sua diferenciação sob o microscópio. Foi utlilzada Ciclohexamida (Sigma) para 

inibir o crescimento de fungos. Uma vez que as colônias atingiam um tamanho 

adequado, estas eram coletadas com uma fina agulha e transferdas para um 

nova placa, com o objetivo de conseguir culturas puras. 

3.3 Isolamento e crescimento em meio sólido e líquido 

Após o crescimento das colônias em meio sólido, algumas delas foram 

isoladas em Erlenmeyers contendo 25m1 de meio MKM líquido e incubadas 

durante até três semanas, com repiques para outros Erlenmeyers ou placas 

cada mês. As células e colônias foram visualizadas sob uma lupa Olympus 

SZ40 e microscópio ótico Olympus CH30 (60X) com câmera fotográfica 

acoplada. As células também foram observadas em lâminas sob microscopia 
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ótica (1000X). Os organismos foram identificados morfologicamente de acordo 

com a classificação de Holt et ai. (1994). 

3.4 Extração de DNA 

Três técnicas foram utilizadas para extrair o DNA das células. 

3.4.1 Extração com fenol/clorofórmio 

O DNA foi isolado de acordo com a metodologia descrita por Sambrook 

et al. (1989). As células bacterianas foram coletadas das placas de Petri com o 

uso de uma agulha fina (uma a cinco colônias dependendo do tamanho) e 

lavadas com solução de NaCI 1M. Foram ressuspendidas em 3951.11_ de TE 1X 

(Apêndice 2) e adicionados 30gL de SDS 10% (conc. final 0.6%) e 10gL de 

lisozima 10 mg/ml em 10 mM Tris/HCI pH 8.0 (conc. final de 0.2 mg/ml). Os 

tubos foram homogeneizados (vol. final de 450gL) e incubados a 37°C por uma 

hora. Adicionou-se 2,51,IL de proteinase K 20mg/m1 (conc. final de 0.1 mg/ml). 

Todos os reagentes eram Sigma (St. Louis, Mo, EUA). Após a incubação por 

15 minutos a 56°C, foi colocado um volume igual de fenol (equilibrado com 

TRIS pH 8,0) e o tubo homogeneizado por inversão. Após a centrifugação por 

10 minutos a 13000 rpm (ALC PK 131R Multispeed Refrigerated Centrifuge), o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e a extração com fenol foi repetida. 

O sobrenadante foi transferido para um tubo novo e adicionado um volume 

igual de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (clorofórmio/álcool isoamílico (24:1 

v/v) e fenol/ clorofórmio 1:1 v/v), e ressuspendido. Após a centrifugação por 10 

minutos a 13000 rpm, transferiu-se o sobrenadante para um tubo novo e 
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adicionou-se igual volume de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). O tubo foi 

homogeneizado bem e centrifugado por 5 minutos a 13000 rpm. Após transferir 

o sobrenadante para um tubo novo, foram adicionados 0,7 volumes de 

isopropanol, e o tubo homogeneizado e centrifugado por 20 minutos a 13000 

rpm. O sobrenadante foi desprezado, o precipitado lavado em etanol 70%, 

secado em temperatura ambiente e ressuspendido em 50111 de TE pH 8,0. 

Após extraído, o DNA foi semi-purificado da seguinte maneira: 

adicionou-se 1 volume de clorofórmio e foi homogeneizado em vortex por 30s. 

As amostras foram centrifugadas por 1min a 12.000 rpm. Retirou-se o 

sobrenadante e transferiu-se para um tubo novo. Neste tubo foi adicionado 

1/10 volumes de acetato de potássio 3M pH 5.2. Adicionou-se 2 volumes de 

etanol e centrifugou-se por 5min a 12.000 rpm. O sobrenadante foi retirado e 

adicionou-se 1 volume de etanol 70%. Centrifugou-se por 2 min a 12.000 rpm e 

o sobrenadante foi retirado. O pellet foi deixado para secar em temperatura 

ambiente e ressuspendido em 10pl de TE 1X, pH 8. 

3.4.2 Extração de DNA com sílica 

A extração do DNA das amostras também foi realizada utilizando-se o 

método de Fiore et ai. (2000) modificado por Sá (2001). As amostras foram 

coletadas com uma agulha (uma a cinco colônias dependendo do tamanho) e 

colocadas em um Eppendorf contendo 750p1 de TE. Os tubos foram invertidos 

várias vezes para homogeneização e em seguida submetidos a um pulso por 

10 a 20 segundos em microcentrífuga. O sobrenadante foi descartado e 

adicionou-se 750p1 de TNE (Solução. 1, Apêndice 2). Os tubos foram invertidos 
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várias vezes para homogeneização e em seguida submetidos a um pulso por 

10 a 20 segundos em microcentrífuga. Esse passo foi repetido mais uma vez. 

O sedimento foi ressuspendido em 100pI de solução EDTA-Salina (Apêndice 2) 

e homogeneizado por um pulso em vortex. Foram adicionados aos tubos 100p1 

de SDS 20% aquecido a 55°C, e homogeneizou-se com cuidado. Em seguida, 

os tubos foram colocados em banho de água a 55°C por 10 minutos e 

periodicamente homogeneizados por inversão. Após, adicionou-se 50p1 de 

perclorato de sódio (5M), gota a gota com cuidadosa inversão do tubo após a 

adição de cada gota. Adicionou-se 500p1 da mistura de clorofórmio:álcool 

isoamílico (24:1) e homogeneizou-se cuidadosamente por inversão até a 

formação de uma emulsão no tubo. Os tubos foram cuidadosamente 

centrifugados à temperatura ambiente por 10 minutos a 15000rpm (ALC PK 

131R Multispeed Refrigerated Centrifuge). Após a centrifugação, transferiu-se a 

fase aquosa cuidadosamente com uma micropipeta para um novo tubo de 

Eppendorf esterilizado. Adicionou-se o dobro do volume da amostra 

(aproximadamente 500p1) de NaCI 4M e centrifugou-se por 15 minutos. 

Ocorrendo a presença de depósitos no fundo dos tubos, retirou-se o 

sobrenadante e transferiu-se para um tubo novo. Para a precipitação do DNA, 

adicionou-se, para cada 250p1 de volume de amostra, 40p1 de suspensão de 

dióxido de sílica (Apêndice 2) mantida refrigerada e no escuro. Os tubos foram 

homogeneizados cuidadosamente e deixados em banho de água a 55°C por 5 

minutos. Após rápido pulso em microcentrífuga, o sobrenadante foi eliminado e 

o precipitado lavado várias vêzes com 250p1 de solução G gelada (Apêndice 2). 

Em cada lavagem aplicou-se um pulso rápido em microcentrífuga e 
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sobrenadante foi descartado. Os tubos foram colocados para secar à 

temperatura ambiente em dessecador sob vácuo durante 1 hora ou durante a 

noite. O precipitado foi ressuspendido delicadamente em 40p1 de água Milli-Q 

esterilizada e os tubos foram colocados em banho de água a 45°C por 10 

minutos. Após isso, os tubos foram centrifugados por 3 minutos e o 

sobrenadante contendo DNA foi transferido para novos tubos de Eppendorf 

esterilizados. Depois das extrações, o DNA genômico resultante foi analizado 

em gel de agarose (Q-BlOgene, EUA) 1% de acordo com o item 3.6. 

3.4.3 PCR direto 

Após a rehidratação dos biofilmes e/ou o crescimento das colônias em 

placas, estas foram observadas em microscópio óptico para verificar sua 

homogeneidade. Quando as microcolônias ficavam fixadas no meio, após a 

retirada da fita, estas podiam ser coletadas imediatamente com uma fina 

agulha, ou deixadas por um período maior de tempo se fosse necessário para 

alcançar o tamanho apropriado. Em alguns casos, especialmente no caso de 

espécies com uma bainha externa, as microcolônias permaneciam ligadas à 

fita adesiva e eram coletadas diretamente da fita após crescimento em uma 

outra placa. Neste estágio, separava-se as amostras das placas com culturas 

puras ou semi-puras. As formas filamentosas eram coletadas como tricomas 

isolados no estágio apropriado. Para o PCR, as microcolônias ou filamentos 

(até aproximadamente 103  células) eram colocadas em 10p1 de água MilliQ em 

um tubo Eppendorf e congeladas a -35°C e descongeladas em temperatura 

ambiente (25°C) cinco vezes num freezer doméstico. Após o último 
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descongelamento, todos os reagentes necessários para a reação de PCR 

foram adicionados diretamente no Eppendorf para dar um volume final de 25p1. 

Estes reagentes incluíam: 2.5p1 de tampão de DNA polimerase 10X, 2.5p1 de 

MgCl2 25 mM, 2.0p1 de dNTP, 1p1 de cada oligonucleotídeo iniciador, 5.8p1 de 

água MilliQ e 0.2p1 de Taq polimerase 5U/pl. A amplificação foi conduzida 

como descrita em item 3.7.1. 

3.5 Quantificação do DNA 

A quantificação do DNA extraído nas técnicas descritas nos itens 3.4.1 e 

3.4.2, foi feita em espectrofotornetro (UV-160A Visible Recording 

Spectrophotometer - Shimadzu) com leitura em 260 e 280 nm. Diluiu-se lpl de 

amostra em 1m1 de água Milli-Q e colocou-se no aparelho para leitura. A 

pureza do DNA foi obtida pela razão A260/A280, sendo que o valor deve ser 

próximo de 1.8 para obter-se um DNA livre de impurezas (Trevors, 1992). A 

quantidade de DNA em pg/pl foi calculada pela expressão: DNA= A/0.02 

(Sambrook et al., 1989). 

3.6 Amplificação por PCR 

Foram realizadas duas técnicas de amplificação, PCR com o DNA 

extraído, e PCR direto nas células do biofilme, juntamente com controle 

positivo (DNA extraído de Microcystis, gentilmente cedido pelo Dr. David Moon, 

CENA-SP). 
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3.6.1 Amplificação por PCR de DNA extraído 

O DNA extraído foi amplificado utilizando-se os oligonucleotídeos 

iniciadores específicos para rRNA 16S descritos por Neilan et al. (1997, 2002): 

27F1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (universal) e 809R 

GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA (específico para cianobactéria) (MWG 

Biotech, High Point, NC, EUA). O PCR foi feito para um volume final de 25p1 

contendo: 2.5p1 de tampão de PCR 10x, 1.250 de MgCl2 (50 mM), 2.0p1 dNTPs 

(2.0 mM), 1.0p1 de cada oligonucleotídeo iniciador (100pM), 0.2p1 de Taq DNA 

Polimerase (5U/p1) e 80 — 16Ong do DNA molde. Todos os reagentes foram 

comprados de Invitrogen, Alemeda, CA, USA. Várias concentrações de MgCl2 

e dNTPs foram testadas e também adicionou-se DMSO (1.25p1) em algumas 

reações como um promotor do PCR. A amplificação foi conduzida em um 

termociclador (Termociclador PTC-1001-m Programmable Thermal Controller, MJ 

Research, Inc. Michigan, EUA) com o seguinte programa: 96°C por 5 min para 

a desnaturação inicial, 30 ciclos de 94°C por 20 seg., 50°C por 30 seg., 72°C 

por 50 seg. e uma extensão final a 72°C por 2 min. Os produtos foram 

analisados em gel de agarose 1% usando brometo de etídio como corante. 

3.7 Eletroforese de gel de agarose 

A eletroforese foi desenvolvida de acordo com Sambrook et al. (1989). 

Adicionou-se 1,0g de agarose em 100m1 de TAE (previamente diluído do 

estoque de TAE 5X, Apêndice 2). Aqueceu-se a mistura em forno microondas 

até a dissolução completa da agarose. Após o resfriamento, adicionou-se 

brometo de etídio (10mg/m1) para uma concentração final no gel de 0.54/ml. 
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Para 100m1 de gel, adicionou-se 2g1 de brometo de etídio. Verteu-se o gel na 

placa e esperou-se endurecer. O gel foi montado na cuba. A cuba foi 

preenchida com a quantidade apropriada de TAE e as amostras foram 

distribuídas já com o tampão apropriado (tampão de amostra, Apêndice 2) 

Correu-se a eletroforese a 80mA até a migração apropriada das amostras 

(Sambrook et al., 1989). Os géis foram observados sob luz UV utilizando-se um 

transiluminador e fotografados com o sistema de fotodocumentação Kodak. 

3.8 Sequenciamento dos produtos de PCR 

As técnicas de sequenciamento de DNA são ferramentas chave em 

muitas áreas. Um grande número de ciências diferentes estão recebendo os 

benefícios destas técnicas, dentre elas a arqueologia, antropologia, genética, 

biotecnologia, biologia molecular e as ciências forenses. 

Alguns produtos de PCR foram amplificados com os oligonucleotídeos 

iniciadores 27F1 e 408R no laboratório do colaborador Dr. Brett Neilan da 

Universidade de New South Wales, Austrália (UNSW). Estes produtos foram 

sequenciados utilizando-se a técnica "BigDyeTM  dideoxy termination" com o 

oligonucleotídeo iniciador 408R e analizados no Laboratório de Análise de DNA 

da UNSW. 

3.9 Análise das seqüências e preparação do dendrograma 

As seqüências foram corrigidas manualmente e submetidas à analise de 

similaridade pelo programa BLAST (Basic Alignment Search Tool) 

(www.ncbi.nlm.nih.gov),  que é um conjunto de programas de pesquisa de 
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similaridade projetado para explorar todos os bancos de dados de seqüências 

disponíveis seja para proteínas ou para DNA. 

As seqüências foram alinhadas com seqüências de cianobactérias já 

depositadas utilizando-se o programa CLUSTAL-X (Higgins et ai., 1992) e 

analizadas estatisticamente pelo método de "bootstrap", com 1000 

comparações. Após o alinhamento, uma região hipervariável de comprimento 

variável foi identificada, começando na posição 310. Seguindo a 

recomendação (www.upm.edu/biology/estgrad),  esta região foi retirada das 

seqüências, a fim de minimizar o efeito de inserções e deleções. As novas 

seqüências foram re-analizadas pelo BLAST e re-submetidas à análise 

"bootstrap". 

3.9.1 "Bootstrapping" 

As árvores evolutivas são freqüentemente estimadas a partir de dados 

de seqüências de DNA ou RNA. Em 1985, Felsenstein sugeriu o uso do 

"bootstrap" como um método de análise estatística para a preparação do 

dendrograma. O dendrograma será a melhor possibilidade das relações 

filogenéticas de seus membros, baseada na comparação de suas seqüências 

alinhadas. O método "bootstrap" recalcula o dendrograma várias vezes com 

cálculos independentes. Neste trabalho, a árvore mais provável foi calculada 

pelo "bootstrapping" em 1000 vezes. 



4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Isolamento das cianobactérias 

Muitos biofilmes em monumentos históricos são dominados por 

cianobactérias cocóides (Ortega-Morales et al., 2001; Crispim et al., 2003), que 

são difíceis de isolar em culturas unicianobacterianas. Deve-se considerar 

também as espécies viáveis e não cultiváveis. Devido ao fato destes 

microrganismos se encontrarem associados com outras espécies de fungos, 

algas e bactérias heterotróficas no biofilme - incluindo actinomicetos — seu 

isolamento é bastante trabalhoso, requerendo muito cuidado e o uso de 

sucessivos repiques das células. Neste trabalho, foram encontrados alguns 

problemas no desempenho desta tarefa, que tomam o isolamento de 

cianobactérias uma tarefa difícil. 

Algumas células cianobacterianas produzem exopolissacarídeos aos 

quais as bactérias heterotróficas aderem, tornando o isolamento praticamente 

impossível (Billi et ai., 1998). Sempre que um isolamento era feito, havia a 

presença inevitável de eubactérias nas colônias. O isolamento sucessivo 

levava então à obtenção de colônias mais puras e, em alguns casos, livres de 

eubactérias. A maioria das colônias foi isolada de meio sólido com uma fina 

agulha de metal. Posteriormente foram transferidas para meio líquido, onde 

somente uma espécie pareceu não se adaptar. Foi obtido o isolamento de 

algumas culturas puras em meio sólido somente após um exaustivo trabalho de 

microdissecção. De fato, existem muito poucas culturas axênicas de 

cianobactérias em coleções de culturas (Komagata, 1987). 
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Fungos também apresentaram uma dificuldade para o isolamento de 

cianobactérias, porque estão freqüentemente presentes nos biofilmes e 

crescem simultaneamente com aquelas quando de seu cultivo em meio sólido. 

Neste trabalho, a tentativa de inibir o crescimento de fungos com ciclohexamida 

não demonstrou-se satisfatória pois inibia fungos e favorecia o crescimento de 

eubactérias. Em muitos casos, o crescimento dos fungos filamentosos foi tão 

exacerbado que inibiu o crescimento de cianobactérias e causou sua morte, 

possivelmente pela produção de algum tipo de antibiótico, ou por competição 

por substrato. 

Mixomicetos também são microrganismos presentes em biofilmes 

associados à cianobactérias nas superfícies dos prédios (Gaylarde & Gaylarde, 

2000), mas numa escala muito menor e também apresentaram um sério 

problema de contaminação no presente trabalho. Todas as placas 

contaminadas com mixomicetos foram perdidas. Foi impossível retirá-los do 

meio e eles destruíram as cianobactérias presentes. Os actinomicetos, apesar 

de presentes em menor número, apresentavam um sério risco para colônias de 

cianobactérias cocóides, sendo que muitas delas não sobreviviam por muito 

tempo, uma vez contaminadas por actinomicetos. 

Ácaros presentes nas amostras espalhavam-se rapidamente devido à 

produção de milhares de ovos e colonizavam as placas de Petri. Uma vez 

instalada, sua população utilizava as cianobactérias, bem como os fungos, 

como fonte de nutrientes e destruiam todo o conteúdo das placas. Não havia 

outra alternativa a não ser autoclavar as placas contaminadas para debelar a 

infestação por ácaros. 
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Apesar dos problemas apresentados pelos organismos contaminantes, 

foi possível isolar 12 gêneros de cianobactérias (Tabela 1), dos quais, 

aproximadamente 20 culturas de células morfologicamente diferentes foram 

selecionadas para dar prosseguimento ao trabalho. 

TABELA 1. Gêneros/ordens de cianobactérias encontradas nas paredes de 
seis igrejas amostradas e a população qualitativa de algas. 

Grupagreja 

Substrato 

Calothrix (fil.) 
Chroococcus 
(coc.) 
Gloeocapsa 
(coc.) 

São José 

argamassa 

+ 

São 
Geraldo 
micáceo 

+ 

+ 

Sto 
Antônio 
micáceo 

+ 

São 
Judas 
tijolo 

+ 

+ 

Navega 
ntes 
arga- 
massa 
pintada 

+ 

+ 

Dores 

arga-
massa 
pintada 

Leptolyngbya 
(fil.) 

+ +* + + 

Lyngbya (fil.) +* + + +* +* 

Mastigocladus 
(fil.) 

+ 

Nostoc (fil.) + + + + 

Oscillatoria 
(fil.) 

+ + + 

Plectonema 
(fil.) 

+ +* + + + + 

Pleurocapsales 
(coc.) 

+ + + + + 

Scytonema 
(fil.) 

+ + + + 

Synechocystis 
(coc.) 

+ + + + 

ALGAS +  +1- +++ ++ +++ +++ 

fil = filamentosas; coc=cocáides, * amostras cujas morfologias concordaram 
com o resultado do BLAST. 

As cianobactérias foram identificadas morfologicamente de acordo com 

Holt et al. (1994), mas Castenholz (2001) sugere que no presente momento 

não é apropriado dar nomes às espécies, uma vez que a Biologia Molecular 
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demonstra que até os gêneros cujos nomes são definidos atualmente podem 

estar classificados incorretamente. 

Brevemente, os grupos citados na Tabela 1 foram colocados no seu 

gênero, ou, no caso das Pleurocapsales, sua ordem, de acordo com as 

seguintes características (Holt et al., 1994): 

Calothrix (subgrupo IV) (Fig. 7). Membros deste gênero são filamentosas e 

produzem heterocistos. Os filamentos maduros encapsulados apresentam um 

alto grau de afilamento na direção do final do tricoma. As hormogõnias móveis 

são geralmente muito curtas e não apresentam bainha. A pigmentação marron 

clara ou escura da bainha, frequentemente observada nas amostras naturais, 

tem sido tradicionalmente considerada um traço taxonornico (Whitton, 1989). 

Chroococcus (subgrupo 1) (Fig. 8). Células grandes (22-32 pm de diâmetro) 

que se reproduzem por fissão binária em dois planos sucessivos em ângulos 

retos; as células ocorrem em agregados geralmente de duas ou quatro células, 

mantidas juntas por uma bainha multilaminada. 

Gloeocapsa (subgrupo 1) (Fig. 9). Cianobactérias unicelulares com células 

esféricas de 3-10pm de diâmetro que se dividem por fissão binária em dois ou 

três planos sucessivos em ângulos retos e ocorrem em agregados cobertos por 

uma bainha de múltiplas camadas. 

Mastigocladus (subgrupo V) (Fig. 10). As verdadeiras ramificações deste 

gênero filamentoso são uniseriadas e compostas de células, particularmente 

aquelas distais da base, que são geralmente mais longas que largas. O tricoma 

primário do qual eles se originam é também uniseriado, mas pode tornar-se 

multiseriado em parte, com divisões em mais de um plano. A maioria das 
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células do tricoma axial, contudo, apresentam uma natureza verdadeiramente 

filamentosa. Castenholz (2001) diz que a diferenciação entre este gênero e 

Fischerella (Fig. 10) provavelmente ainda não está garantida. 

Leptolyngbya (subgrupo III) (Fig. 11). Tricomas cilíndricos com menos de 3pm 

de diâmetro; as células são isodiamétricas ou mais longas que largas; as 

constrições entre as células são geralmente ausentes, raramente excedendo 

1/8 do diâmetro do tricoma. As células apicais são redondas ou 

excepcionalmente cônicas. Não ocorrem heterocistos nem acinetos. As 

bainhas podem ser produzidas, mas não são de consistência firme. Algumas 

linhagens naturais podem apresentar uma falsa ramificação, que depende 

principalmente da força da bainha. A maioria das linhagens desse gênero 

teriam tradicionalmente sido identificadas como espécies de Lyngbya Agardth 

1824, Phormidium Kützing 1843, Plectonema Thuret 1875, (se a falsa 

ramificação for freqüente), ou até mesmo Oscillatoria Voucher 1803. Agnostidis 

e Komárek (1988) e Agnostidis (1989) revisaram a ordem Oscillatoria e criaram 

vários gêneros novos, incluindo Leptolyngbya, para acomodar quase todas as 

espécies de tricoma de diâmetro pequeno anteriormente classificados num dos 

três gêneros "clássicos" mencionados acima. Por hora, o gênero Leptolyngbya 

serve simplesmente como um repositório para cianobactérias "oscillatorianas" 

de células pequenas sem motilidade evidente que são difíceis de classificar. O 

acúmulo de evidência genética resultará em subdivisões genéricas adicionais, 

uma vez que várias linhagens filogenéticas discretas de Leptolyngbya parecem 

estar emergindo (Turner, 1997). 
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Lyngbya (subgrupo III) (Fig. 12). Cianobactérias filamentosas que 

compartilham uma completa faixa de tipos celulares com Oscillatoria, mas que 

produzem uma bainha firme, distinta e persistente, a qual pode ser fina mas 

visível por microscopia de contraste de fase, particularmente quando esta 

bainha se estende além da célula terminal do tricoma. O diâmetro do tricoma 

varia de 6-80pm. A bainha pode atingir vários pm de espessura em algumas 

espécies e apresentar laminações, como demonstrado na Fig. 11. As células 

que formam o tricoma têm forma de disco (mais curtas que largas), sendo que 

essa é também uma característica de Oscillatoria. 

Nostoc (subgrupo IV) (Fig. 13). Os tricomas são imóveis, altamente 

espiralados e compostos de células vegetativas esféricas ou ovóides. Em 

membros típicos, as hormogônias são retas, distintas na morfologia celular, e 

móveis. Os heterocistos terminais são diferenciados em ambas as 

extremidades da hormogõnia em maturação; o desenvolvimento subseqüente 

apresenta tricomas contendo heterocistos predominantemente intercalados. A 

produção de bainha ou formação de mucilagem é típica de muitos membros. 

Os acinetos são iniciados distantes dos heterocistos, ocorrendo 

freqüentemente em longas cadeias. Os membros deste gênero apresentam 

propriedades estruturais similares às dos membros do gênero Anabaena. A 

reprodução ocorre por fissão binária num único plano e os tricomas têm o 

mesmo diâmetro ao longo de toda sua extensão. Contudo, com algumas 

poucas exceções, os membros do gênero Nostoc são caracterizados por um 

ciclo de desenvolvimento no qual há a produção de hormogônias que são 

claramente distintas dos tricomas parentais maduros. As hormogônias novas 
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não apresentam heterocistos e apresentam motilidade de deslizamento 

transitória. 

Oscillatoria (subgrupo III) (Fig. 14). Cianobactérias filamentosas que dividem-

se exclusivamente por fissão binária e num único plano. Os tricomas cilíndricos 

são retos, flexíveis ou semi-rígidos e não são encobertos por uma bainha. As 

células com forma de disco são mais largas que longas. O diâmetro do tricoma 

varia de 4-16 pal. As paredes transversas são geralmente visíveis em 

microscopia ótica. 

Plectonema (subgrupo III ou IV) (Fig. 15). O tipo de espécie, linhagem marinha 

Plectonema norvegicum F3, difere das linhagens de Leptolyngbya pelos 

tricomas mais sinuosos, células mais redondas que não podem tornar-se mais 

longas que largas, uma bainha mais irregular e a presença de falsas 

ramificações (Wilmotte, 1991). Ainda é questionável se o gênero Plectonema 

deveria ser mantido ou incluído no gênero Leptolyngbya. 

Pleurocapsales (subgrupo II) (Fig. 16). Ordem cocóide que se reproduz pela 

formação de baeócitos (células pequenas e esféricas) que aparecem a partir de 

fissões múltiplas das células parentais e são liberadas depois da ruptura de sua 

parede externa fibrosa. O aumento das células vegetativas é acompanhado 

pelo espessamento da parede externa. A fissão múltipla é uma propriedade 

fenotípica que distingue os membros desse gênero de todas as outras 

cianobactérias. 

Scytonema (subgrupo IV) (Fig. 17). Apresenta tricomas imóveis, altamente 

encapsulados e forma numerosas ramificações falsas que exibem um modo de 

crescimento aéreo. Os heterocistos geralmente apresentam posições 



53 

intercaladas, apesar de algumas ramificações falsas apresentar um heterocisto 

terminal em sua base. As hormogônias são menos encapsuladas e pouco 

diferem morfologicamente dos filamentos maduros que são suficientemente 

grandes (> 10pm de diâmetro) para ser visíveis a olho nu. 

Synechocystis (subgrupo 1) (Fig. 18). Linhagens unicelulares que possuem 

células esféricas de 2-6 pm de diâmetro e se reproduzem por fissão binária em 

dois ou três planos em ângulos retos. As células ocorrem em pares ou sós nas 

culturas. Camadas de bainha bem definidas nunca são produzidas. 

A distribuição dos gêneros de cianobactérias encontradas nos diferentes 

locais de coleta mostra que os gêneros Mastigocladus, Calothrix e 

Chroococcus foram os que apareceram menos freqüentemente. O gênero 

Plectonema foi o único presente em todas as igrejas. Por ordem, as igrejas 

Nossa Senhora dos Navegantes, Santo Antônio e São Geraldo foram as que 

apresentaram a maior diversidade de gêneros e Nossa Senhora das Dores 

apresentou a menor diversidade com apenas três gêneros. 

TABELA 2. Número de cianobactérias cocóides e filamentosas presentes nas 
igrejas 
Morfologia/igreja São São Sto. São N.S. 

José Geraldo Antônio Judas Navegantes 

cocóide 2 6 2 4 4 

filamentosa 3 2 7 4 6 

N.S. 

Dores 

2 

A Tabela 2 mostra o número de cianobactérias cocóides e filamentosas 

isoladas em cada igreja. Podemos especular sobre estes resultados em 



54 

relação à localização das igrejas. A igreja Nossa Sra. dos Navegantes está 

localizada muito próximo ao lago Guaíba, sendo aquela área mais úmida, o que 

poderia contribuir para a presença do maior número de cianobactérias nesta 

igreja. A igreja São Geraldo está localizado na avenida Farrapos à algumas 

quadras do lago Guaíba. Apesar de um pouco mais distante do lago, também 

apresentou uma grande variedade de gêneros. É interessante observar que 

esta igreja está localizada em uma área de intenso tráfego de veículos e está 

sujeita à poluição dos gases produzidos pelos veículos automotores que ali 

trafegam (Silva Lima, 1998). Apesar disso, a biodiversidade foi ampla, 

reafirmando a resistência das cianobactérias à poluentes (Warschied, 1990 e 

1996a). 

Os tipos de cianobactérias detectados (Tabela 1) enfatizam a baixa 

diversidade nos biofilmes da igreja Nossa Senhora das Dores, que também era 

uma das construções visualmente mais limpas. Das cianobactérias detectadas, 

somente três gêneros (Plectonema, Lyngbya e Leptolyngbya) foram 

encontradas nessa igreja que localiza-se no centro da cidade, numa área de 

pouquíssimo tráfego de veículos e próxima ao lago Guaíba. Dadas as 

condições ambientais favoráveis, era de se esperar uma maior diversidade de 

gêneros e espécies de cianobactérias neste local. As amostras foram tiradas 

de áreas descoloridas, perto de calhas para drenagem de água e nos cantos 

(Fig 4b). A maior quantidade de umidade é provavelmente a razão para a 

presença de um alto número de algas nestes locais (Crispim et al., 2003; Gillatt 

& Tracey, 1987). Estes fotótrofos eucarióticos formaram a maior biomassa 

nesta igreja. A igreja de Sto. Antônio também apresentou um alto número de 



55 

algas, mas nesse caso, juntamente com muitos outros microrganismos. Esta é 

construída com cimento e sua supeficie não é pintada. Na base, ocorrem os 

biofilmes marrons típicos da alga Trentepohlia (Fig 1, flecha). A alta 

biodiversidade concorda com a aparência "desagradável" desta igreja, causada 

pela presença de extensos biofilmes escuros em suas paredes. 
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FIG. 7 Calothrix sp. FIG. Chroo cu sp. 	FIG. 9 Gloeocapsa sp. 
(Gaylarde & Gaylarde, 
1998) 

FIG. 1 
	às igo ladu P. 
	FIG. 	Lepto!yngbya P. 

	F1 G„ 12 Lyngbya sp, 

FIO. 1 3 osoc sp. 	FIG. 14 Oscillatoria sp. FIG. 	P ec onema sp. 

FIO. 18 Grupo 
	FIO. 17 Scy ner a sp . 

	 FIO. 	Syn ocystis sp, 

Pleurocapsa 

FIGURAS 7-18. lorfologia dos gêneros identificados nos biofil r e 
Fotos tiradas pelo autor. Barras = 1Opm. 
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A presença de Pleurocapsales em todos os biofilmes estabelecidos nas 

igrejas confirma sugestões anteriores desse grupo como indicadores de 

biofilmes maduros em construções (Gaylarde & Gaylarde, 1999; Shirakawa et 

al., 2002). Membros da ordem Pleurocapsales detectados em culturas de 

paredes são difíceis de classificar, uma vez que muitos dos isolados não 

combinam com os gêneros citados em trabalhos modernos. Os organismos 

identificáveis mais freqüentes em paredes pertencem aos gêneros 

Xenococcus, Stanieria, Chroococcidiopsis, Myxosarcina e o grupo Pleurocapsa 

(Gaylarde e Gaylarde, comunicação particular). Neste trabalho, foram 

detectados o grupo Chroococcidiopsis, o grupo Pleurocapsa (Fig. 16) e um 

membro não identificado da ordem Pleurocapsales. 

Os grupos Chroococcales e Pleurocapsales (Subgrupos 1 e 2), 

formaram a principal biomassa nas igrejas mais deterioradas, São Judas e 

Santo Antônio. Os membros do grupo Pleurocapsa têm sido indicados como 

um gênero litolítico, uma vez que suas células apicais liberam um líquido que 

digere carbonato (Mao-Che et al., 1996). Synechocystís e Gloeocapsa (Ordem 

Chroococcales) também foram declaradas ser capazes de degradar pedra, 

juntamente com os gêneros filamentosos, Stigonema, Schizothrix (Hoffman, 

1989), agora chamado de Microcoleus, Scytonema (Golubic et ai., 2000) e 

Mastigocladus (Boone et al., 2001). A maioria destes gêneros foi encontrada 

nas igrejas pesquisadas, demonstrando assim a necessidade de controle 

destes organismos para a conservação destas construções. 
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4.2 Extração de DNA 

A extração de DNA é um passo importante no desenvolvimento da 

técnica de identificação de cianobactérias proposta neste trabalho. É 

necessária a extração de uma quantidade de DNA genômico de boa qualidade, 

i.e. sem contaminantes e sem degradação, para se ter resultados satisfatórios 

nas etapas de PCR e seqüenciamento desenvolvidas. De acordo com Trevors 

(1992), um DNA deve apresentar um valor k a 1,8 de razão de absorbãncia 

(A1/A2) a 260/280 nm para ser considerado puro. Apesar disso, neste trabalho 

obtivemos amplificação de fragmentos de DNA por PCR mesmo com um valor 

de A1/A2 igual a 1,4. 

No caso específico de cianobactérias, esse passo é particularmente 

mais complicado devido ao fato de algumas espécies apresentarem uma 

parede celular mais espessa que outras, o que torna a extração menos 

eficiente (Hoiczyk & Hansel, 2000). Além disso, alguns desses microrganismos 

têm estruturas de superfície adicionais (e.g., camada S, e bainha ou cápsula 

limosa) (Fiore et aL, 2000) que complicam a extração de DNA. 

Vários métodos de extração de DNA de cianobactérias têm sido 

relatados, sendo que a maioria deles utiliza a extração com 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico, variando apenas nas etapas de lise das 

células. Alguns métodos combinam o uso da extração com fenol e pérolas de 

vidro (Billi et al, 1998), lisozima, proteinase K, pérolas de vidro e extração com 

fenol/clorofórmio (Díez et al., 2001), pérolas de vidro, SDS e fenol/clorofórmio 

(Nyree et aL, 1997), NaOH-SDS, proteinase K e fenol/clorofórmio 

(Schmaienberger et aL, 2001), 2-mercaptoetanol misturado ao TE, lisozima, 
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Sarcosyl e fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (Teaumroong et aL, 2002). Dentre 

os métodos que não utilizam fenol/clorofórmio, apenas Marchesi et ai. (1998) 

utiliza lisozima, proteinase K e acetato de amônio 7.5M e Fiore et al. (2000) 

utiliza sílica. Contudo, esses métodos são laboriosos e variam de acordo com 

as espécies e gêneros utilizados (Fiore et al., 2000). A variação dos métodos 

de acordo com espécies e/ou gênero está provavelmente relacionado à grande 

diversidade de fenótipos morfológicos encontrados entre as cianobactérias, que 

variam de organismos unicelulares simples, formas filamentosas ramificadas 

(ver Figuras 7 a 18), até linhagens com uma estrutura filamentosa ramificada 

mais elaborada, como Fischerella (Figura 12). 

A técnica de extração utilizada inicialmente nesse trabalho foi a descrita 

por Sambrook et ai. (1989) e envolve o uso da mistura de 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico como solventes para a extração. Esta 

técnica permitiu a extração de boa quantidade de DNA (Figura 19), mas gera 

rejeitos tóxicos e cria problemas no manejo destes, bem como dificulta o 

trabalho pelos cuidados necessários para trabalhar com fenol. 

A técnica descrita por Fiore et al. (2000) e modificada por Sá (2001) 

também foi utilizada para extração. É uma técnica eficiente e rápida que 

envolve o uso de sílica para adsorver o DNA e produziu DNA de alto peso 

molecular e não degradado (Figura 20), com a vantagem de não gerar rejeitos 

tóxicos. Devido ao fato de não utilizar solventes tóxicos, foi escolhida como 

técnica padrão para obtenção de DNA de cianobactérias. 
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4.3 PCR 

A amplificação dos fragmentos de rDNA 16S foi obtida usando-se os 

oligonucleotídeos iniciadores desenvolvidos por Neilan et al. (1997, 2002). 

Duas abordagens foram implementadas: a amplificação de DNA genômico 

extraído com duas técnicas diferentes, e a amplificação de fragmentos feita 

diretamente sobre as colônias a fim de comparar a eficiência de cada uma. 

Várias tentativas foram feitas para obter-se o melhor produto em ambas as 

abordagens. 

4.3.1 PCR de DNA genõmico extraído com fenol/clorofórmio 

Verificou-se que a presença de DMSO não aumentou a eficiência da 

reação, como pode ser comprovado pela Figura 21. Aparentemente, o uso de 

DMSO (que deveria ser um facilitador da reação - www.alkami.com) diminuiu a 

eficiência da reação, sendo então descartado o uso. A variação das 

concentrações dos outros reagentes, tais como MgC12  e dNTPs, não resultou 

no melhoramento dos resultados, sendo então mantidas as concentrações 

descritas na literatura (Neilan et al., 1997, 2000). Os fragmentos de DNA 

amplificados apresentaram o tamanho esperado (800pb) e uma única banda foi 

obtida em todos os casos. 
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FIGURA 19, Gel de agarose mostrando DNA genômico extraído de várias 
amostras. Canaíetas 1 a 10: extração com fenolicloroformio; Canaleta 11: 2kb 
Ladder; Canaletas 12 a 19: extração com sílica. 

FIGURA 20. Gel de agarose mostrando produtos de PCR de DNA genômico 
extraído com fenoliclorofórmio.Com  DIVISO (canaletas 1 a 9) e sem DIVISO 
(canaletas 11 a 19). Canaleta 1, A2; canaleta 2, Antl; canaleta 3, Nav; canaleta 
4, Ant2; canaleta 5, Jud; canaleta 6, Dor; canaleta 7, Ger; canaleta 8, José; 
canaleta 9, CN (controle negativo); canaleta 10, 2kb Ladder, canaleta 11, A2; 
canaleta 12, Antl ; canaleta 13, Nav; canaleta 14, Ant2; canaleta 15, Jud; 
canaleta 16, Dor, canaleta 17, Ger; canaleta 18, Jos; canaleta 19, CN; canaleta 
20, 2kb Ladder. 
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800pb 

FIGURA 21. Gel de agarose mostrando produtos de PCR de DNA genômico 
extraído com sílica pelo método de Sã (2001). Canaletal, CN (controle 
negativo), canaleta 2, Nav4, canaleta 3, Nav8, canaleta 4, C4, canaleta 5, Jud5; 
canaleta 6, Jud6; canaleta 7, Jud7; canaleta 8, C3b; canaleta 9, 02b; caneleta 
10, 2kb Ladder. 

800kb 

FIGURA 22. Gel de agarose de amostras submetidas á uma reação de PCR 
feito diretamente sobre as colônias, Canaleta 1, 2kb Ladder; Canaleta 2, AI; 
Canaleta 3, A2; Canaleta 3, A4; Canaleta 5, Cl; Canaleta 6, C3b; Canaleta 7, 
04; Canaleta 8, Dl; Canaleta 9, D2b; Canaleta 10, Controle positivo; Canaleta 
11, D6; Canaleta 12, controle negativo; Canaleta 13, 2kb Ladder. 
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4.3.1.2 PCR da extração com sílica 

A amplificação do DNA extraído com sílica também apresentou 

resultados satisfatórios. Uma única banda foi observada e de tamanho previsto. 

Deve-se tomar cuidado com a purificação do DNA para que o PCR não seja 

inibido pela presença de sílica, como mostra a Figura 22. As amostras 2, 5, 6 e 

7 estavam contaminadas com sílica e não apresentaram produto de 

amplificação. 

4.3.2 PCR direto 

Outra técnica testada para auxiliar na identificação das cianobactérias foi 

o chamado PCR direto. Essa reação é feita diretamente sobre as colônias 

obtidas das placas de Petri. Usando o método de lise direta (lise das células 

sem extrair o DNA) pode-se extrair altas quantidades de DNA intacto. 

Após várias tentativas sem sucesso, foi possível finalmente obter um 

resultados positivos com fragmentos amplificados de tamanho esperado. A 

figura 22 mostra um dos problemas encontrados com o uso dessa técnica. 

Podemos observar que das amostras testadas, somente quatro (5, 6, 7 e 9) 

apresentaram resultado positivo, todos apresentando fragmentos amplificados 

do tamanho esperado. As outras canaletas apresentaram resultados negativos 

sugerindo que as reações estavam sendo inibidas, ou que as células não 

estavam sendo Usadas eficientemente. Foi verificado a presença de impurezas 

na forma de pedaços de metal que descolavam da agulha no momento da 

coleta das amostras da placa. Após coletar as amostras, a agulha era flambada 

em bico de Bunsen e isto favorecia o desprendimento de lascas de metal que 
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ficavam soltas dentro dos tubos, inibindo a reação. A substituição da agulha por 

um palito de madeira não foi possível, pois a ponta era demasiadamente 

grossa para coletar as amostras, o que dificultava o trabalho. O problema foi 

superado utilizando-se agulhas novas com muito cuidado, e diminuição da 

intensidade da flambagem para evitar a oxidação do metal e o conseqüente 

desprendimento de lascas. 

Esta técnica é interessante pelo fato de não ser necessário o uso de 

substâncias químicas ou enzimas para a extração do DNA. Isto é 

particularmente importante considerando-se a toxicidade de alguns solventes e 

também do ponto de vista econõmico. A principal vantagem dessa técnica é o 

fato não ser necessário cultivar as células em meio específico. Colônias 

individuais podem ser coletadas do biofilme e submetidas ao PCR direto. 

Também é possível coletar uma parte do biofilme e aplicar-se a técnica 

diretamente sobre ele. Nesse caso, várias cianobactérias presentes terão seu 

DNA extraído e amplificado, fazendo-se necessário o uso de uma técnica 

capaz de separar DNAs de microrganismos diferentes mas com o mesmo 

número de pares bases (DGGE e TGGE). Se for o caso de se reidratar o 

biofilme, as células e as microcolônias já presentes, serão facilmente coletadas 

se estiverem isoladas. Uma outra vantagem dessa técnica é o fato de ser 

rápida e simples, envolvendo apenas o congelamento e descongelamento das 

amostras entre cinco e seis vezes. 
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4.4 Seqüenciamento dos produtos do PCR e análise das seqüências 

Foram produzidas várias seqüências dos produtos de PCR amplificados 

com os oligonucleotídeos iniciadores 27F1 e 408R no laboratório do Dr. Brett 

Neilan, da Universidade de New South Wales, Austrália (UNSW). Esta parte do 

trabalho foi desenvolvido pela professora Christine Gaylarde. 

As seqüências obtidas da unidade de seqüenciamento da UNSW 

variaram em relação à sua qualidade. Algumas seqüências, tais como 

mostradas na Figura 24, foram inúteis aparentemente por causa das baixas 

quantidades de DNA. É provável que o DNA amplificado tenha sido perdido 

durante os estágios de purificação, uma vez que o fragmento purificado foi 

submetido à unidade de seqüenciamento da UNSW sem ser corrido em gel de 

agarose (Esse era o procedimento recomendado). Outras, tais como a Figura 

25, mostraram seqüências misturadas. Há duas razões possíveis para isso. 

Primeiro a amostra usada pode não ter sido unicianobacteriana. Apesar de 

tipos morfológicos similares terem sido usados para a extração do DNA ou 

PCR direto, não há garantia de que apenas uma espécie estava presente, 

exceto nos casos onde filamentos únicos e bem separados foram 

selecionados. Alternativamente, os iniciadores podem ter se pareado em mais 

de um local no DNA. Sabe-se que isto ocorre com iniciadores de ITS usados 

para o domínio Bactéria (Rainey et al., 1996), mas não se considerou o fato 

disto ter ocorrido para os iniciadores usados neste trabalho à esta temperatura 

de pareamento (B. Neilan, comunicação pessoal). Os géis de agarose 

mostraram a presença de apenas uma banda, indicando que, se fosse 

produzido mais de um produto de amplificação, eles seriam de tamanhos 
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similares. O DGGE poderia ter solucionado estes problemas, mas infelizmente 

esta técnica não estava disponível. 
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FIGURA 25 Escaneamento do seqüenciamento de a amostra com DNA 
misturado 

FIGURA 26 Escanearnento do seqüenciamento de uma amostra p opriada 
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As seqüências apropriadas, aquelas que apresentaram picos grandes e 

bem separados (e.g., Figura 26), foram submetidas à análise pelo algoritmo 

BLAST, após terem sido imprimidas e corrigidas manualmente. Somente em 

alguns casos as seqüências submetidas ao BLAST mostraram homologia 

(>96%) com organismos com seqüências depositadas nos bancos de dados 

(Tabela 3). Contudo, essas "identificações" freqüentemente não concordaram 

com a morfologia observada. Isso pode ser a conseqüência do fato de que 

quase todas as seqüências de cianobactérias depositadas até o presente são 

de ambientes aquáticos ou polares. As cianobactérias no ambiente específico 

das paredes das igrejas estudadas, sujeitas à repetidas dessecações e altos 

níveis de UV, são aparentemente diferentes daquelas que têm sido 

investigadas em outros ambientes e em outras partes do mundo. 

A Tabela 3 apresenta a relação entre a morfologia verificada pela 

microscopia e os resultados de similaridade e homologia produzidos pelo 

programa BLAST. O maior nível de homologia foi apresentado pela amostra B1 

(isolado n° 07), que pela morfologia parece ser do gênero Plectonema (Figura 

15), mas obteve 99% de homologia com Microcoleus sociatus de acordo com 

BLAST. A seqüência de M. sociatus foi depositada por Garcia-Pichel et al. 

(2001), que comentaram em seu artigo que este gênero necessita 

reclassificação. A foto publicada no artigo mostra que o isolado não tinha a 

morfologia típica de Microcoleus, uma vez que ela não apresentou filamentos 

múltiplos dentro de uma bainha única. Em vista da alta homologia desta 

seqüência com aquela da amostra B1 (isolado n° 07), é provável que estas 

sejam idênticas, ou pelo menos espécies intimamente relacionadas, que, de 
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acordo com a morfologia de nosso isolado, pertencem ao gênero (ainda 

imperfeitamente definido) Plectonema. 

TABELA 3. Similaridade mais próxima com seqüências cianobacterianas 
depositadas e porcentagem de homologia do DNA extraído de amostras de 
cianobactérias de biofilmes em igrejas de Porto Alegre, dada pelo programa 

BLAST. 
Código* Morfologia 	Similaridade e % de homologia 

Scytonema (Fig 26) 

Lyngbya (Fig. 30) 

Lyngbya (Fig. 27) 

Lyngbya (Fig. 31) 

Lyngbya (Fig. 32) 

Plectonema (Fig. 

28)  

Scytonema (Fig. 17) 

Leptolyngbya (Fig. 

29)  

Plectonema (Fig. 

Cyanospira rippkae/Anabaena PCC 

7120 95% 

Phormidium murrayii 94% 

Phormidium murrayii 95% 

Phormidium autumnale 93% 

Plectonema boryanum / Leptolyngbya 

PCC 73110/ Oscillatoria sp. 90% 

Plectonema boryanum / Leptolyngbya 

PCC 73110/ Oscillatoria sp. 90% 

Anabaena PCC 7120 92% 

Leptolyngbya sp. 97% 

Microcoleus sociatus 99% 

Cl (44) 

C3a (38) 

D6 (08) 

D5b (14) 

Dl (28) 

C8 (32) 

S1 (16) 

D3 (34) 

B1 (07) 

15) 

*Os números entre parênteses são representados nos dendrogramas e 
correspondem às amostras. 

A próxima homologia mais alta foi apresentada pelas amostras D3 

(isolado n° 34), que morfologicamente parece ser do gênero Leptolyngbya 

(Figura 29) e apresentou 97% de similaridade com Phormidium murrayii (o 

nome botânico do gênero Lyngbya). As porcentagens de similaridade dos 

outros isolados são baixo demais para inferir o gênero. 



70 

A retirada da região hipervariável das seqüências resultou em poucas 

diferenças nas porcentagens de homologia entre as amostras e cianobactérias 

nos bancos de dados. Entretanto, não apareceram similaridades com bactérias 

não fotossintetizantes, fato este que ocorreu com a análise das seqüências 

inteiras, mostrando assim uma melhoria nos resultados. 

Embora alguns resultados tenham apoiado a identificação dos isolados, 

maiores estudos são indicados para aprimorar a técnica, tais como, o uso de 

ambos os iniciadores no seqüenciamento, e o emprego de outros iniciadores 

para conseguir seqüências maiores. Genes não ribossomais também podem 

ser utilizados. Fox et al. (1992) consideram que as informações da seqüência 

do rRNA 16S não eram suficientes para estabelecer a identidade de espécies e 

assim, não eram apropriadas para estudos em nível subgenérico. 



FIG. 26 Isolado no. 44 
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FIG. 27 Isolado no 8 FIG. 28 
	

lado no. 32 

10urn 

 

FIG. 29 Isolado no. 34 

FIG. 31 Isolado no. 14  

FIG. 30 Isolado no. 3 

FIG. 32 Isolado na. 28 

FIGURAS 26-32. Morfologia das isolados sequenciaclos, Fatos tiradas pelo autor. 



4.5 Árvores baseadas nas seqüências de rRNA 16S cianobacteriano 

Os dendrogramas foram construídos de acordo com o programa Clustal X com 

o "bootstrap" de 1000 vezes (Felsenstein, 1985), com e sem as regiões 

hipervariáveis. 

4.5.1 Análise do dendrograma com região hipervariável 

A análise do dendrograma das amostras obtidas no estudo foi feita 

comparando-se as seqüências destas com as de outras cianobactérias obtidas 

nos bancos de dados utilizados pelo BLAST. Nesta primeira análise, foi 

mantida a região do RNA 16S que é hipervariável para todas as seqüências. 

Como podemos observar no dendrograma (Figura 33), houve a formação de 

três grupos principais de similaridade. 

O primeiro grupo é formado por duas ramificações, que incluem a 

amostra 44 na primeira e as amostras 8 e 38 na segunda. A amostra 44 

(morfologicamente Scytonema, Figura 27) agrupa-se próxima à Nodularia 

harviani PCC7804 que está na mesma raiz de Anabaena PCC7120 (também 

classificada como Nostoc). Apesar de parecer incorreto, este resultado pode-se 

explicar pelo fato de que foi utilizado apenas uma parte (aproximadamente 400 

pb) da seqüência do rRNA 16S indicando que há a possibilidade destes 

microrganismos agruparem-se juntos pelo fato de suas seqüências coincidirem 

exatamente nesses locais. Uma análise de seqüências mais longas poderia 

resolver esse problema, considerando-se que o gene completo apresenta 

aproximadamente 15000pb. Por outro lado, estudos comparativos com 

produtos de amplificação de somente 120pb têm fornecido resultados 
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interessantes (Erdman et al., 1985) e é igualmente provável que a íntima 

relação demonstrada por esta análise filogenética entre a amostra 44 e os dois 

gêneros morfologicamente diferentes, indica a inadequação da atual taxonomia 

de cianobactérias (Neilan, 1997; Castenholz, 2001). Várias coleções de 

culturas contêm cianobactérias incorretamente identificadas (Komárek, 1994) e 

Otsuka et al. (1999) também anotaram que a filogenia baseada nas 

informações sobre a região ITS não se correlaciona perfeitamente com 

morfoespécies de Microcystis ou com a produção de ficoeritrina, apesar de ter 

ficado evidente a concordância com a produção de microcistina. 

A segunda ramificação deste grupo apresenta o isolado no. 08 com 95% 

de similaridade com P. murrayii e sua morfologia (Figura 27) indica ser um 

organismo similar. A amostra 38 com 96% de similaridade com P. murrayii 

também apresentou morfologia de acordo com este gênero (Figura 30). 

No segundo grupo, encontramos duas ramificações principais. A 

primeira apresenta a amostra n° 34 agrupada na mesma raiz de Leptolyngbya 

sp. A julgar pela sua morfologia, são provavelmente o mesmo microrganismo 

(Figura 30). Neste grupo encontramos Microcoleus sociatus MP196M agrupado 

na mesma raiz do isolado n° 07. Pela suas posições no dendrograma, 

poderiam ser o mesmo organismo. Contudo a amostra n° 07 apresentou 

morfologia de Plectonema (Figura 15), que difere muito da morfologia de 

Microcoleus sociatus, o que nos faz crer que a amostra n° 07 não pertence ao 

gênero Microcoleus, como foi discutido na seção 4.4. 
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FIGURA 33. Dendrograma construída utilizando-se as seqüências inteiras dos 
produtos do PCR. Abreviações utilizadas: Cylind, Cylindrospermum PCC7417; 

Mastigo, Mastigocladus laminosus; Nodul harv, Nodularia harviani PCC 7804; 

P, Phormidium; Micro chth, Microcoleus chthonoplastes; Chroo, 

Chroococcidiopsis; Leptolyng, Leptolyngbya; Microcol vagin, Microcoleus 

vaginatus; Micro soc, Microcoleus sociatus; Xenococ, Xenococcus; Myxosar, 

Myxosarcina; Oscill, Oscillatoria; O, Oscillatoria; L, Lyngbya; PI, Plectonema; 

Scyt hof, Scytonema hofmanní. A escala mostra uma diferença de 10%. 
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Na segunda ramificação deste grupo, encontramos o isolado n° 14 na mesma 

raiz de Phormidium autumnale, com 93% de similaridade, o qual é considerado 

um nível baixo, apesar da morfologia (Figura 32) ser consistente com a 

identificação. Os isolados 28 e 32, apesar de se agruparem na mesma raiz, 

tiveram 91% de similaridade com Oscillatoria sp. e 90% de similaridade com 

Plectonema boryanum, respectivamente. Estas similaridades são baixas, 

indicando assim que a identidade destas amostras através da biologia 

molecular nao é confiável. Os isolados 28 e 32 apresentaram a mesma 

morfologia (Figuras 33 e 29, respectivamente) e foram isolados da mesma 

igreja. É provável que sejam o mesmo organismo, que não foram capazes de 

serem identificados pelas técnicas moleculares empregadas. Na verdade, as 

seqüências diferem por somente uma base, na posição 17, no qual o G da 

amostra 17 toma-se um T na amostra 32. Provavelmente, trata-se de um erro 

do seqüenciamento. 

O terceiro grupo deste dendrograma apresenta o isolado n°16 agrupado 

com Chroococcidiopsis SAG 2026 e Scytonema hofmanni, sendo que sua 

morfologia indica ser uma espécie de Scytonema (Figura 17). S. hofmanni é a 

única espécie de Scytonema encontrada no banco de dados, enfatizando a 

necessidade de mais seqüências serem depositadas. 

4.5.2. Análise do dendrograma sem região hipervariável 

A análise do dendrograma sem as regiões hipervariáveis (Figura. 34) 

excluiu a presença de bactérias não fotossintetizantes em altos níveis de 

similaridade quando as seqüências foram submetidas ao algoritmo BLAST. A 



76 

distribuição das amostras no dendrograma, contudo, foi exatamente a mesma 

que se observou quando da análise com as regiões hipervariáveis ainda 

presentes nas seqüências. Por outro lado, a árvore evolutiva mais provável 

ficou muito diferente daquela obtida com as seqüências inteiras. Por exemplo, 

no dendrograma com as regiões hipervariáveis, a amostra n° 16 formou um 

grupo isolado (grupo 3) com Chroococcidiopsis SAG2026 e Scytonema 

hofmanni. Já no dendrograma sem as regiões hipervariáveis, ela agrupou-se 

com os mesmos microrganismos, mas no grupo 1 que é altamente ramificado. 
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FIGURA 34. Dendrograma construído utilizando-se as seqüências dos 
produtos do PCR sem a região hipervariável. As abreviações utilizadas são 
iguais àquelas da Fig. 33. A escala mostra uma diferença de 10%. 
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A análise por "bootstrap" não nos diz se o nosso método de calcular 

árvores está correto, ou se nosso modelo de evolução está correto, ou mesmo 

se genes como o 16S são representantes da história evolutiva "verdadeira". Ele 

somente nos diz se temos dados de seqüências suficientes para aplicar aos 

nossos modelos. Também é importante salientar que Wilmotte & Herdman 

(2001), especialistas em filogenia e biologia molecular de cianobactérias, 

sugerem que tentativas de agrupar os gêneros de cianobactérias 

filogeneticamente são prematuras no presente momento. 

Apesar dos problemas ainda inerentes à análise de cianobactérias em 

biofilmes por biologia molecular, estes métodos adicionam-se às técnicas 

morfológicas tradicionais e permitem uma análise mais rápida, evitando a 

necessidade de cultivo. A análise molecular fornece uma boa base para 

determinar a sistemática, estrutura de populações e diversidades 

cianobacterianas. O aprimoramento das técnicas, junto com bancos de dados 

mais completos, ofereceria uma grande ferramenta para a identificação das 

cianobactérias em biofilmes terrestres. 

As igrejas estudadas neste projeto foram todas construídas no século 

passado. Apesar de algumas serem tombados pelo Patrimônio Cultural, elas 

são recentes no sentido global. Os materiais usados em suas construções são 

modernos e são assim, menos resistentes à colonização biológica e à 

deterioração (Lisci et al., 2003). Portanto, é ainda mais importante que elas 

sejam estudadas para que, uma vez conhecendo-se os microrganismos 

responsáveis por sua degradação, seja possível propor métodos de proteção e 

desta forma preservar o Patrimônio Histórico e Cultural. 



5. CONCLUSÕES 

Este estudo demonstrou que pelo menos oito gêneros de cianobactérias 

filamentosas (Calothris, Leptolyngbya, Lyngbya, Mastigocladus, Nostoc, 

Oscillatoria, Plectonema e Scytonema) e quatro gêneros/ordens de 

cianobactérias cocóides (Chroococcus, Gloecapsa, Pleurocapsales e 

Synechocystis), entre eles cianobactérias conhecidas como degadadoras de 

pedra, estão presentes nas paredes externas de igrejas em Porto Alegre. 

Estes microorganismos formaram a principal biomassa microbiana nas 

amostras de biofilmes em igrejas que apresentaram um óbvio processo de 

deterioração. 

Foram observados baixos níveis de similaridade entre as seqüências 

dos microorganismos detectados e aquelas depositadas nos bancos de dados. 

O isolamento de colônias puras de cianobactérias do biofilme foi um 

processo altamente difícil e trabalhoso devido à presença de uma grande 

diversidade microbiana contaminante. 

O PCR direto desenvolvido neste trabalho apresentou-se rápido e fácil 

de ser implementado, evitando o uso de solventes para a extração do DNA e o 

crescimento das células em meio de cultivo. 
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As técnicas de biologia molecular utilizadas para a identificação de 

cianobactérias em biofilmes demonstraram-se até o presente momento, pouco 

apropriadas e devem ser utilizadas juntamente com outras técnicas de 

identificação. 
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( g/I ): 

APÊNDICE 1 

Meio de Knop Modificado 

KNO3  1,25 
KH2PO4  1,25 
MgSO4.7H202-50 
Fe2(SO4)3 0,004 
Citrato de Sódio 0,3 
CaC12.2H20 0,036 
Micronutrientes 1m1. 

Micronutrientes (g/I): 
H3B03  2,86 
MnC12.4H20 1,1 
ZnSO4.7H20 0-222 
Na2Mo04.2H20 0,39 
CuSO4.5H20 0,079 
CoC12.6H20 0,045 

97 



APÊNDICE 2 

Soluções 

1 - Tampão de amostra 
0,25% azul de bromofenol 
40% sucrose (p/v) em água 
Para 20m1: 0,05g de azul de bromofenol 

8,0g de sucrose 

2 — TE ( 10mM Tris, 25mM EDTA pH 8,0) 
Solução estoque 0,5M para 100m1: 15,14g de Tris. 
Ajustar o pH para 8,0 com 42m1 de HCI. 
Ajustar o volume para 1000micom água. 

Solução de uso 
C1V1 = C2V2 
0,5.V1 = 0,01.100m1 
V1=2m1 

3 - EDTA sol. estoque 100m1 
18,61g de EDTA. Ajustar o pH para 8,0 com HCI. 

Solução de uso 
C1V1 = C2V2 
5.V1=25 mM.100 
V1=5,0 mi 

4 — SDS 10% 
Solução estoque 100 ml — 10g de SDS 
Aquecer até 68°C e ajustar o pH para 7,2 com HCI 

5 — RNAse 10 mg/ml 
Dissolver RNAse pancreática em: 
10 mM Tris HCL ( pH 7,5) 
15 mM NaCI 
Aquecer a 100°C por 15 min. 
Esfriar a temperatura ambiente e estocar à -20°C. 

6 — Solução 1 - TNE 

estoque 	uso/100 mi 
Tris pH 8 	1M 	5 mi 
EDTA 	0.5M 	1 ml 
NaCI 	4M 	 1.25 ml 
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7 — EDTA — salina 

estoque 	uso/100 ml 

EDTA pH8 	0,5 M 	 0,8 ml 
NaCI 	 4 M 	 1,5 mi 
H2O 	 completar volume 

8 — Solução G 

estoque 	 uso/100 ml 

NaCi 	 4 M 	 0,5 ml 
Tris pH 7.5 	1 M 	 0,4 ml 
EDTA 	 0,5M 	 0,2 ml 
Etanol 50% 	 completar volume 

9 — Clorofórmio/álcool isoamílico 

24 mi de clorofórmio 
1 ml de álcool isoamílico 

10 — TBE estoque 5X 

54g de Tris 
27,5g de ácido bórico 
20m1 EDTA 0,5M 
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APÊNDICE 3 

Seqüências de DNA 

As bases sublinhadas correspondem ao iniciador 27F1. 

Amostra 07 
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCA 
GACCAGCTACCGATCGTCGCCTTGGTAAGCTTTTACCCTACCAACTAGCTA 
ATCGGACGCGAGCTCATCTTCAGGCTATAAATATTTCACCTCTCGGCATAT 
CCGGTCTTAG CAGTCGTTTCCAACTGTTATC CCCGTCCTGAAGGCAGATTC 
TCACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTACGTTCGACTTGCATGTGTTAAGC 
AAACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT 

Amostra 08 
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCA 
GACCAGCTACTGATCGATGCCTTGGTGAGCTTTTACCTCACCAACTAGCTA 
ATCAGACGCGAGCTCTTCCCTAGGCAATTAATCTTTTACCTTCCGGCTTAT 
CCGGTATTAGCCATCGTTTCCAATGGTTGTCCCCGACCTAAGGGCAGATTC 
TCACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTACGTTCGACTTGCATGIGTTAAGC 
ARACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT 

Amostra 14 
GTAG GAGTCTG G GC CGWGWCTCATKC C CAGTGTG G CTGATCATCCTCTC 
AGACCAG CTACTGATCGACGCCTTGGKGAGCCGTTACCACTC CTACTAGC 
TAATCAGACGCGAGTTCATCCTTAGGCACTWAAGCMCACCTCTCGGCA 
CATTGGGTATTAGCAGTCGATTCCAAMTGTWGTCCCCAACCTGAAGGCTG 
ATCCTCACGCGTTACTMACCCGTCCGCCACTACGTTCGACTTGCATGTGTT 
AAGCAGACCGYCAGCGTTCATTCTGAGCCAGGATCAAACTCT 

Amostra 16 
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCA 
GACCAGCTACTGATCGGTGCCTTGGTGCGCTCTTACCACACCAACTAGCT 
AATCAGACGCGAGCTCATCTTYAGGTGATAAATCTTTCACCGTTAGGCACA 
TCCGGTATTAGCAATCGTTTCCRACTGTTGTCCCGAACCTGAAGCCAKATT 
CTCACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTACGTTCGACTTGCATGTGTTAAG 
CATACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT 

Amostra 28 
GTAGGAGTCTGGGCCGGGTCTCAGTCCCAGTGTGTCTGGTCATCCTCTCA 
GACCAAATACAGATCGTCGCCTTGGTAAACCGTTACTCCACCAACTAGCTA 
ATCTGACGCGAGCCAATCCCTAGGCAATATATCTTTCACCTCTCGGCACAT 
TC G GTATTAG CAG C CGTTTC CAACTGTTGTCCC GAAC CTAAGG G CATGTTC 
TCACG C GTTACTCACCC GTCC G CCACTACGTTCGACTTGCATGTGTTAAG C 
ATACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT 
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Amostra 32 
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGTCTGGTCATCCTCTCA 
GACCAAATACAGATCGTCGCCTTGGTAAACCGTTACTCCACCAACTAGCTA 
ATCTGACGCGAGCCAATCCCTAGGCAATATATCTTTCACCTCTCGGCACAT 
TCGGTATTAGCAGCCGTTTCCAACTGTTGTCCCGAACCTAAGGGCATGTTC 
TCACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTACGTTCGACTTGCATGTGTTAAGC 
ATACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT  

Amostra 34 
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCGTCCTCTCA 
GACCAGCTACTGATCGTCGCCTTGGTGAGCCCTTACCTCACCAACTAGCT 
AATCAGACGCGAGCTCATCTACAGGCTATTAATATTTCACCTCTCGGCACA 
TCCGGTTTTAGCAGCCGTTTCCAGCTGTTGTCCCAGTCCTGTAGGCAGATC 
CTCACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTACGTTCGACTTGCATGTGTTAAG 
CATACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT 

Amostra 38 
GTAKGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGGTCATCCTCTCA 
GACCAGCTACTGATCGATGCCUGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTA 
ATCAGACGCGAGCTCTTCTCTAGGCAATTAATC 	i 1 1 I ACCTTCCGGCTTATC 
CGGTATTAGCCATCGMCCAATGGTTGKCCCCGACCTAAGGGCAGATTCT 
CACGCGTTACTCACCCGTCCGHCACTACGTTCGACTTGCATGTGTTAAGCA 
GACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT  

Amostra 44 
GTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCA 
GACCAGCTACTGATCGTCGCCTAGGTGCGCTCTTACCACACCTACTAGCT 
AATCAGACGCGAGCTCATCTTCAGGCTATAAATATTTCACATCACTGCACA 
TTCGGTATTAGCCACCGTTTCCAGTGGTTGTCCCGAACCTGAAGGCAGATT 
CTCACGCGTTACTCACCCGTCCGCCACTACGTTCGACTTGCATGTGTTAAG 
CATACCGCCAGCGTTCATCCTGAGCCAGGATCAAACTCT 
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