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Vocé ndo sabe o0 quanto
eu caminhei pra chegar até aqui;
percorri milhas e milhas antes de
dormir, eu nao cochilei; os mais
belos montes escalei, nas noites
escuras de frio chorei...
(Toni Garrido/ Lazao/ Da Gama/
Bino)

Existem trabalhos magbnicos que sao descartaveis,
porque, destituidos de utilidade pratica, sao fantasistas
e sem compromisso com a realidade. Existem, outros,
que, ao contrario, sado fundamentais para o
conhecimento da verdade historica, documental e
apoiada por solida pesquisa bibliografica. Aqueles,
como ervas daninhas, vegetam na obscuridade e nao
deixam rastros e nem saudades; estes, ao contrario,
como o0s solidos patriarcas das brenhas, séao
duradouros e Uteis a muitas geracbes dos que se
recolhem a sua sombra.

José Castellani
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Santos, Danilo Mamede da Silva. Msc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Fevereiro de 2008. Deteccao de Microcystis potencialmente toxicas
em reservatdrios de Pernambuco, através de marcadores moleculares para o operon
da sintetase da microcistina - mcyB e mcyA. Maria do Carmo Bittencourt de Oliveira
(Orientadora), Ariadne do Nascimento Moura e Mariana Cabral de Oliveira (Co-
orientadoras).

Resumo: Cianobactérias ou algas cianoficeas, embora tenham muitas semelhancas
com algas eucariéticas e ocupem os mesmos nichos ambientais, pertence ao
dominio Eubacteria. No Brasil, foi evidenciada a ocorréncia de floracbes de
cianobactérias, principalmente no Estado de Pernambuco, ocasionando a morte de
varios pacientes em 1996. Dentre as cianobactérias capazes de produzir toxinas,
destaca-se o género Microcystis, sendo requeridos alguns genes (mcyA a J) para
producado de toxina. Este trabalho tem como objetivo verificar a presenga do operon
para os genes, mcyB e mcyA, em populagdes de cianobactérias ocorrentes em
reservatérios do Estado de Pernambuco. O levantamento taxondmico dos
reservatérios possibilitou a identificagdo de 16 taxons representados por trés ordens:
Chroococcales; Nostocales e Oscilatoriales, onde M. aeruginosa foi a espécie mais
amplamente distribuida nos reservatoérios estudados. O reservatério do Agreste foi o
que apresentou o maior nimero de organismos por L, com o valor de 51.423.078
org. L™, seguido dos reservatérios do Sertdo e Zona da Mata. O operon da
ficocianina comprovou a presenca de cianobactérias para todos os reservatorios
estudados. O gene do mcyB esteve presente para todos os reservatérios e mcyA
apenas para 0 reservatério de Tapacura, periodo chuvoso, representando por
11,11% das amostras. Dentre os primers utilizados para o mcyB, o mcyB-FR
demonstrou ser mais especifico que o mcyB-FRA, por ndo apresentar bandas
inespecificas. Os ensaios em HPLC foram efetuados até o presente momento
apenas para dois reservatérios, Arcoverde chuvoso e Jazigo chuvoso, sendo positivo
apenas para o reservatério de Jazigo. Os resultados apontam uma necessidade
periddica de monitoramento dos reservatérios do Estado de Pernambuco frente a
cianobactérias potencialmente téxicas, sendo o método de PCR apropriado para a

deteccéo de potenciais produtores de microcistinas em amostras ambientais.

Palavras-Chave: Microcystis, Pernambuco, cianobactéria, toxina, PCR.



Xiv
Santos, Danilo Mamede da Silva. Msc. Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Fevereiro de 2008. Deteccao de Microcystis potencialmente toxicas
em reservatdrios de Pernambuco, através de marcadores moleculares para o operon
da sintetase da microcistina - mcyB e mcyA. Maria do Carmo Bittencourt de Oliveira
(Orientadora), Ariadne do Nascimento Moura e Mariana Cabral de Oliveira (Co-
orientadoras).

Abstract: Cyanobacterias or cyanoficeas, even they have many similarities with
eukariotics seaweed and occupy the same ambient niches, they belong to the
Eubactéria domain. In Brazil, the occurrence of blooms of cyanobacterias was
evidenced, mainly in the state of Pernambuco, where some patients died in 1996.
Amongst the cyanobacterias capable of producing toxins, the Genus Microcystis is
distinguished; being required some genes (mcyA the J) for toxin production. This
work has the objective to verify the presence of operon for the genes, mcyB and
mcyA, in populations of cyanobacterias in the reservoirs of the state of Pernambuco.
The taxonomic survey of the reservoirs made possible the identification of 16 taxon
represented by three orders: Chroococcales; Nostocales and Oscilatoriales, which M.
aeruginosa was more widely distributed species in the studied reservoirs. The
reservoir of the Agreste was the one where could be found the biggest number of
organisms for L' with the value of 51,423,078 L™, followed by reservoirs of Sertao
and Zona da Mata. Operon of the ficocianine, proved the presence of cyanobacterias
for all the studied reservoirs. The gene of mcyB was presented for all reservoirs. The
mcyA only for the Tapacura reservoir in the rainy period, representing for 11,11% of
the samples. Amongst the primers employed for mcyB, mcyB-FR demonstrated to be
more specific than mcyB-FRA, not showing unexpected bands. The assays in HPLC
had performed so far only for two reservoirs, Arcoverde and Jazigo in rainy season,
being positive only for the Jazigo reservoir. The results demonstrate the necessity for
a periodic monitoring in the Pernambuco’s reservoirs state emphasized for the
potentially toxic cyanobacterias, as PCR an appropriate method with respect to the

detention of potentials microcystins producer in environment samples.

Key Words: Microcystis, Pernambuco, cyanobacteria, toxin, PCR.
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1. Introducao

Os reservatérios de agua potavel do Estado de Pernambuco vém
representando um problema de saude publica, devido a floragcées de cianobactérias
potencialmente toxicas. Contudo, a presenca de toxinas, em reservatérios
brasileiros, provenientes do metabolismo algal, demonstra a necessidade de
monitoramento da qualidade da agua, onde a deteccao prévia de organismos pode
fornecer meios de melhorar a geréncia da qualidade e tratamento da mesma (Baker
et al. 2002; Molica et al. 2005).

O Estado de Pernambuco possui 22 bacias hidrograficas e cerca de 250
reservatérios com capacidade de acumulacdo acima de 1.000.000m® de &gua, os
quais se encontram distribuidos em regides com regimes climaticos e hidrolégicos
diferentes.

Cianobactérias, ou algas cianoficeas sdo organismos procariontes, Gram-
negativos, fotossintetizantes, que contém clorofila-a e pigmentos acessorios, talo
unicelular, colonial ou filamentoso, sendo alguns géneros capazes de produzir
toxinas como Microcystis (Kltzing), Anabaena (Komarec & Komarkovd) e
Cylindrospermopsis (Woloszynska) (Komarek & Anagnostidis, 1999; Boone &
Castenholz, 2001).

Algumas cianobactérias tais como Cylindrospermopsis, Anabaena e
Microcystis, podem produzir toxinas que sao classificadas de acordo com sua
estrutura quimica em: alcaldides; lipopolissacarideos e peptideos ciclicos
(Kaebernick & Neilan, 2001). Dentre as toxinas sintetizadas por cianobactérias, a
microcistina € produzida através de uma via ndo-ribossomal formada por um
complexo enzimatico multifuncional que consiste em modulos com dominios
especificos (sintetases de peptideos nao-ribossomais - NRPS) os quais sao
responsaveis pela incorporacao dos aminoacidos na cadeia do peptideo (Kleinkauf &
Von Déhren, 1996).

A producdo de microcistina € uma caracteristica intrapopulacional, onde
alguns genes sao responsaveis pela produgao de toxina codificando para a sintetase
de microcistina. Contudo, a utilizacdo de marcadores moleculares para microcistina
in situ torna-se extremamente Util na deteccdo de cianobactérias que possuam o
potencial genético de producao da microcistina, independente de sua isoforma e da
producdo de toxina no momento da andlise (Bittencourt-Oliveira, 2003). Dentre as
cianobactérias capazes de produzir microcistinas destaca-se o género Microcystis.
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As microcistinas (MCs) podem ser consideradas como compostos
xenobibdticos em ambientes aquaticos, como um hepatopeptideo ciclico composto
por 7 aminodcidos, o qual possui a estrutura (-D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-
Mdha-) (Figura 1) (Chorus & Bartman, 1999). Os constituintes variaveis (X e Z) e
invariaveis dos MCs incluem peptideos polares (hidrofilico) e apolares (hidrofébico).
Os aminoacidos variaveis presentes na microcistina (MC) sdo solUveis em agua,
embora em graus variaveis. Alteracées aos peptideos invariaveis podem ou nao
alterar a toxidade (Meriluoto et al. 1989).

No Brasil, foi evidenciada a ocorréncia de floracées de cianobactérias, dos
géneros Anabaena e Microcystis, no reservatorio de ltaparica (Bahia), sugerindo que
esta eventualidade poderia ter sido a possivel causadora da morte de 88 pessoas
(Teixeira et al. 1993). A exposicao de seres humanos e demais mamiferos a
microcistina resulta desde intoxicacdo e nauseas a outros efeitos que podem levar a
morte. Concentracdes consideradas relativamente baixas (0,8uM) podem causar
apoptose nas células e conduzir a degeneracao crénica do figado (McDermott et al.
1998).

Em 1996, foi detectada a presenca de toxina nas maquinas da clinica de
Hemodidlise do Instituto de Doengas Renais (IDR) (Caruaru - PE, Brasil), causando
a morte de mais de 70 pacientes. Este foi o relato mais sério envolvendo populacao
humana (Jochimsen et al. 1998). Yuan; Carmichael & Hilborn (2006) relataram
resultados da analise de amostras biolégicas de figado humano apéds, 10 anos do
acidente, demonstrando a deteccdo e estabilidade da microcistina em células
hepéaticas, apds este periodo.

A bioacumulagédo de microcistinas em alimentos de origem animal é um sério
problema de saude publica. Magalhdes; Soares & Azevedo (2001) investigaram, por
ensaios de ELISA, a presenca de microcistinas em tecidos de musculos e figado de
peixes Tilapia rendalli (Boulenger) da lagoa de Jacarepagua, Rio de Janeiro, Brasil,
em um periodo de trés anos. Constataram que as amostras analisadas continham
concentracdes de microcistina préximo, ou acima, do limite recomendado (1,0 ug L)
para o0 consumo humano, mesmo com baixa densidade de Microcystis, 0 que
demonstra que esses peixes podem acumular microcistinas em seus tecidos,
comprometendo a saude humana se ingeridos.

O potencial de impactos ambientais associados a floracdes tdxicas de
cianobactérias tem repercutido em implicagdes drasticas no ambiente aquatico,
como as do lago Elphinstone, Australia, onde houve a morte macica de caracéis e
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outros macroinvertebrados, diminuindo a abundancia total e riqueza de espécies de
comunidades de macroinvertebrados, coincidindo com o aumento da toxidade da
Microcystis (White; Duivenvoorden & Fabbro, 2005).

A utilizacdo da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) vem
crescendo nas ultimas décadas, sendo empregada nos mais variados ramos da
ciéncia, auxiliando assim a caracterizacao e identificagdo de organismos. Embora
ainda nao seja difundida em ensaios de rotina na analise da agua, a utilizacdo da
técnica de PCR para identificacdo de linhagens de cianobactérias téxicas, como
Microcystis sp., € uma forma rapida, barata e segura de predizer fenbmenos de
floragbes toxicas, visto o aumento de sua ocorréncia em grandes sistemas de
abastecimentos de agua e a inexisténcia, em muitos casos, de tecnologia para
remogcdo de toxinas. Em amostras ambientais apresenta a vantagem de ser
preditiva, podendo ser implementada individualmente ou integrada com outras
técnicas agilizando o monitoramento das aguas (Bittencourt-Oliveira, 2003).

Corpos d’agua sao utilizados para fins recreativos e/ou como fonte de agua
potavel, portanto, deve existir o controle regular da presenca de cianobactérias
toxicas (Pan et al. 2002). A legislacao brasileira, através da Portaria n° 518, de 2004
estabelece concentracbes maximas de toxinas produzidas por cianobactérias, para
agua potavel, de 1,0 ug L™ de microcistina e recomenda 3 a 15 ug L™ de saxitoxina e
cilindrospermopsina, respectivamente (Brasil, 2004).

Estudos de microbiologia ambiental geralmente sédo limitados, uma vez que o
isolamento e cultivo dos microrganismos de ambientes naturais em laboratério sao
dificeis (Castiglioni et al. 2004). A diferenca entre espécies toxicas e ndo-toxicas de
Microcystis sp. tem um carater genético. Contudo, analises de PCR mostram que
espécies de Microcystis identificadas morfologicamente podem nao corresponder
com a caracteristica genética da espécie (Otsuka et al. 1999).

No Brasil, sdo poucos os trabalhos relacionados a investigacdo de
populagdes de cianobactérias potencialmente toxicas. O dificil acesso aos
reservatérios de agua, a eutrofizacdo e a falta de iniciadores especificos as
linhagens brasileiras, sdo fatores limitantes a coleta e processamento de dados.
Assim, este trabalho objetivou verificar a presengca dos genes, mcyB e mcyA
relacionados a biossintese de microcistina em populacbes de cianobactérias
ocorrentes em sete reservatérios do estado de Pernambuco, avaliando novos
oligonucleotideos desenhados especificamente para populacdes brasileiras de
Microcystis.
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2. Revisao Bibliografica

Os efeitos da temperatura da agua e da intensidade de luz branca na
producdo da toxina parecem ser especificos entre espécies e linhagens da mesma
espécie. A presenca de luz verde e vermelha mostra aumento de, aproximadamente,
50% na producao de microcistina (Utkilen & Gjolme, 1992). Rapala & Sivonem
(1998) sugerem que a producdo de MC-LR esta regulada primeiramente pela luz,
enquanto que a MC-RR é regulada pela temperatura. A luz vermelha induz uns
niveis mais elevados da transcriptase dos dois genes (mcyB e mcyD) responsaveis
pela sintese da toxina em M. aeruginosa PCC 7806 (Kaebernick et al. 2000).

Cianobactérias heterocitadas (que apresentam células diferenciadas
chamadas de heterdécitos, para armazenamento de nitrogénio) e nao heterocitadas
diferem na produgcdo de toxina em resposta as concentragbes ambientais de
nitrogénio. Enquanto que, concentragées de fosforo parecem estar ligadas com a
producdo de toxinas em ambas as espécies, heterocitadas e nao-heterocitadas
(Rapala et al. 1997).

Espécies de cianobactérias toxicas parecem ser mais exigentes de Nitrogénio
e fésforo do que espécies nao toxicas, possivelmente devido a energia extra e
materiais requeridos para a sintese da toxina (Vézie et al. 2002). Para espécies nao
heterocitadas e nao fixadoras de nitrogénio, uma concentragdo mais elevada de
nitrogénio foi associada com a toxidade mais elevada. Entretanto, Watanabe & Oishi
(1985) constataram também que a deficiéncia de nitrogénio poderia aumentar a
toxidade.

Efeitos ambientais ligados a disponibilidade para aminoacidos e metabolismo
da célula, podem atuar como variantes na sintese de microcistina. Procedimentos de
PCR, baseados na deteccdo do gene, estabelecem uma correlagcdo entre a
existéncia do gene do mcyB e a producado de microcistinas, sugerindo o gene mcyB
como responsavel por tal variante (Dittmann et al. 1997; Kurmayer et al. 2002; Pan
et al. 2002).

A sintese nao ribossomal de peptideos é um mecanismo para produgado de
metabdlitos secundarios como os MCs, em cianobactérias. Os peptideos produzidos
por este mecanismo sao pequenos (2 a 48 peptideos) com estruturas diversas e um
largo espectro de atividades biologicas. A presenca de genes é requerida para a
producdo de microcistina (Dittmann et al. 1997). As MCs serao produzidos somente
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sob circunstancias fisiolégicas particulares e que estejam sujeitas as influencias
ambientais mdultiplas (Orr & Jones, 1998).

A sintese dos peptideos ndo ribossomais ocorre em complexos modulares
multienzimaticos, chamados de peptideo sintetase, que permitem incorporar e
modificar, de forma muito variada, os aminoacidos. Os genes que codificam as
proteinas que formam estes grandes complexos multienzimaticos estao agrupados
em operons, onde cada mdédulo é responsavel pela adicdo de um aminodacido
(Figura 2). Os médulos ativam e modificam um aminoacido especifico dando forma a
ligacdo dos peptideos entre aminoacidos ativados, onde os aminodacidos ativados
sao tioesterificados através de ligagdes covalentes (Moffitt & Neilan, 2000).

O modelo biossintético proposto para a microcistina-LR (Figura 2), mostra a
organizacdo do mcyA-J do gene e da toxina, microcistina, para Microcystis
aeruginosa PCC7806. A biossintese do microcistina ocorre bidirecionalmente
através de dois operons: mcy-ABC e mcy-DEFGHIJ. Os genes do mcyA, B e C
codificam a sintetase do peptideo. O gene do mcyE codifica a sintetase do D-
Glutamato (D-Glu) e os demais genes do segundo operon sdo responsaveis pela
sintese de Adda (Kaebernick & Neilan, 2001; Vaitomaa et al. 2003).

Diversos autores utilizaram fragmentos amplificados do mcy como
marcadores moleculares para cianobactérias potencialmente téxicas, dentre eles:
Neilan et al. 1999; Tillett, Parker & Neilan, 2001; Baker et al. 2002; Nonneman &
Zimba, 2002; Pan et al. 2002; Bittencourt-Oliveira, 2003; Hisbergues et al.; 2003;
Wilson et al. 2005.

Pan et al. (2002), através da amplificacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) utilizando primers para o mcyB e células de cianobactérias intactas,
caracterizaram cepas de Microcystis toxicas e nao-tdxicas, que corroboraram com 0s
resultados aplicados aos métodos de HPLC (Cromatografia liquida de alta aficiéncia)
e ELISA, sendo assim, uma maneira simples, eficiente e de confianca para
caracterizar as amostras.

Ao investigar a ocorréncia de mortalidade em viveiros de criacdo de peixes,
Nonemman & Zimba (2002) constataram o potencial genétipo hepatotéxico para a
presenga do mcyB nos mesmos, corroborando com os resultados em HPLC.

Hisbergues et al. (2003) relatam o uso da técnica de PCR como rapida e
simples para monitorar corpos d’agua com genétipos produtores de microcistinas por
Anabaena, Microcystis e Planktothrix, baseado na sequéncia de informacbes do
mcy, pelo fragmento de gene mcyA.
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A fim de monitorar o desenvolvimento sazonal da populacdo total de
Microcystis para o genétipo mcyB, fez-se uso da técnica de PCR em tempo real (RT-
PCR) para amostras do lago Wannsee, Berlim-Alemanha, no periodo de junho de
1999 a outubro de 2000. Ficou evidenciado que, no campo, a propor¢ao de
gendtipos mcyB, quando relacionado ao genoétipo da microcistina, € estavel do
inverno ao verao (Kumayer & Kutzenberger, 2003).

Com a finalidade de avaliar o potencial genético para producao de toxinas de
cianobactérias do género Microcystis em diferentes regides fitogeograficas, Via-
Ordorica et al. (2004) avaliaram a ocorréncia dos genes do mcyA e mcyB,
juntamente com seus caracteres morfoldégicos, em nove paises europeus, onde
concluiram que a analise das morfoespécies pode ser indicativa para producao de
microcistina, devido a um relacionamento muito proximo entre ocorréncia do gene do
mcy e morfoespécie.

A caracterizacado genética de linhagens de Microcystis aeruginosa tem focado
os esforcos dos pesquisadores devido a sua importancia potencial crescente. O
estudo da variacdo genética da formacao de floragbes em lagos da peninsula
Michigan evidenciou que 91%, dos 53 corpos d’agua, continham M. aeruginosa com
0 gene mcyA para a toxina, onde todos os lagos possuiam o gendtipo para a toxina,
e dentre eles, quatro abrigavam linhagens com e sem o gene da toxina. Na
natureza, espécies produtoras e nao produtoras de microcistina coexistem e sao
morfologicamente idénticas (Wilson et al. 2005; Mbedi et al. 2005).

A fim de caracterizar as culturas potencialmente produtoras de microcistinas,
foram amplificados seis segmentos caracteristicos do conjunto do mcy sintetase,
mcyA, mcyB e mcyC, mcyD, mcyE e mcyG, validando assim que varios genes do
mcy em Microcystis podem ser utilizados como um critério muito Util pelas
companhias responsaveis pelo manejo da agua, para lidar com o evento de
floracoes téxicas (Ouahid; Pérez-Silva & Campo, 2005).

A variacao sazonal no niumero de células com genétipos da microcistina (mcy)
e a diversidade genotipica total da populacdo de Microcystis foram investigadas
utilizando PCR no lago Mikata (Fukui, Japao), onde células foram submetidas a
ensaios com mcyA, HPLC e ELISA, diferenciando-as em 11 ribotipos. A diferenca
basica entre espécies toxicas e nao téxicas de Microcystis tem carater genético
(Yoshida et al. 2005).

Mankiewicz-Boczec et al. (2006) fizeram uso do mcyA, mcyB e mcyE para

investigar o potencial genético do reservatério de Sulejow (Polénia central),
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conhecido pela pratica esportiva de natagdo e canoagem, onde predominava a
cianobactéria M. aeruginosa, entre 0s meses de maio a outubro, revelando o
potencial genético de 89% das amostras para 0 mcyA e 67% para o mcyB e E,
corroborando com os resultados de ELISA.

Trés lagoas, com floracbes de Microcystis, na Roménia foram analisadas
quanto a presenca de genes mcyA e mcyB, para producdo de microcistina e a sua
presenca em tecidos dos peixes do local. A identidade morfolégica da presenca de
cianobactérias foi realizada pela andlise do operon da ficocianina e o potencial
produtor de microcistinas pela regido do operon mcyA e mcyB, sendo os resultados
positivos para ambos os mcys em todas as lagoas, corroborando com ensaios de
ELISA feito nos peixes do local, demonstrando que o feito da toxina em peixes
parece ser menos agressivo que em mamiferos (Boaru, et al. 2006).

Investigagdes utilizando o mcyA foram feitas em 26 amostras de lagos, rios e
reservatérios de Portugal, onde apenas 5 das 26 amostras (19%) foram portadoras
do gene mcyA para biossintese da microcistina (Saker; Vale & Kramer, 2007).

Os metabolicos de células de Microcystis lisadas por friccdo mecéanica ou
variagdes de stress, estimulam o gene mcyB das células restantes a produzirem
toxina. Contudo, culturas mais velhas ou recentemente propagadas para
crescimento, respondem mal aos componentes do extrato celular (Schatz et al.
2007).

No Brasil, Bittencourt-Oliveira (2003), ao investigar a composicao genotipica
de populacdes de cianobactérias potencialmente téxicas, do género Microcystis, em
reservatérios de agua para abastecimento publico do Nordeste e Sudeste do Brasil,
através do mcyB, constatou que a deteccao de toxinas por cianobactérias através de
marcadores moleculares € de grande valia para analises rotineiras de ecossistemas
aquaticos, possibilitando o monitoramento e aplicagao de acdes corretivas precoces.
O mesmo autor, ao estudar os reservatérios de Tabocas, Tapacura, Jucazinho e
Duas Unas, localizados no Estado de Pernambuco, Brasil, verificou que apenas no
reservatério de Duas Unas foi detectada a presencga do gene do mcyB.

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias no reservatério Armando Ribeiro
Gongalves, no Estado do Rio Grande do Norte, Brasil, aponta um risco permanente
a salde publica, chegando aos valores maximos de até 8,8 ug. L', excedendo o
valor maximo aceitavel para consumo humano (Costa et al. 2006). Martin (2006), ao
analisar a ocorréncia de Microcystis spp potencialmente téxicas fazendo uso da
regido do gene mcyB em reservatérios de abastecimento publico do Rio Grande do
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Norte, constatou que 33% das amostras revelaram resultado positivo para o gene do
mcyB, corroborando com seus resultados obtidos por HPLC.

O reservatério da Billings, Sao Paulo, Brasil, é alvo frequente de floragdes de
cianobactérias. Esses relatos levaram Anjos et al. (2006) a realizar analises de
investigacdo molecular quanto a regido do mcyB e ensaios de cromatografia liquida
acoplada a espectro de massa, a fim de verificar o potencial genético das floracdes
ocorrentes e possiveis evidéncias de producao de microcistina e sua isoforma, onde
comprovaram a existéncia do potencial genético para producao da microcistina, bem
como trés variantes distintas da mesma, MC-LR, MC-RR e MC-YR, contribuindo
assim para o conhecimentos da ecologia e biogeografia deste ecossistema.

Na tentativa de otimizar procedimentos metodolégicos para detecgdo de
genes envolvidos na biossintese de microcistina através de PCR, Barros et al.
(2006) fizeram uso de células intactas provenientes de floragdes do reservatorio
Billings, com trés novos primers especialmente desenhados para populacdes de
Microcystis brasileiras e outros primers de literatura foram utilizados para
comparagoes, onde a comprovacao da toxidade da amostra foi obtida por HPLC.
Esses autores constataram a presenca de falso positivos e negativos para os
primers de literatura.

A determinacdo de toxinas por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS) e cromatografia liquida com deteccdo por
fluorescéncia (HPLC-FLD) confirmam a presenga de toxinas, em reservatérios do
Estado de Sao Paulo, corroborando com a técnica de PCR para o mcyB descrita por
Anjos et al. (2006).

Mais experiéncias de campo devem ser conduzidas para avaliar os fatores da
dindmica ambiental e populacional da concentracéo total de microcistina nos lagos.
Contudo, os dados moleculares e fisioldgicos apontam uma sucessao dos genétipos
e da variacao da producao da microcistina (Dittimann & Bérner, 2005).
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Resumo:

1. Os ensaios de caracterizacdo molecular, utilizando o operon da sintetase da
microcistina, mcyB e mcyA, foram conduzidos em sete reservatérios de agua
potavel do estado de Pernambuco — Brasil, para avaliar o potencial genético de
producédo de toxinas, contribuindo para um melhor gerenciamento da qualidade
da agua.

2. O levantamento taxondmico dos reservatérios possibilitou a identificagdo de 16
taxons representados por trés ordens: Chroococcales; Nostocales e
Oscillatoriales, onde Microcystis aeruginosa foi a espécie mais amplamente
distribuida nos reservatérios estudados. O reservatério do Agreste foi o que
apresentou 0 maior niimero de organismos por L™, seguido dos reservatérios do
Sertao e Zona da Mata.

3. O operon da ficocianina comprovou a presenca de cianobactérias em todos os
reservatérios estudados. O gene do mcyB esteve representado em todos os
reservatérios e o mcyA, amplificado, apenas para o reservatério de Tapacura, no
periodo chuvoso.

4. Ao analisar os oligonucleotideos desenhados para populacdes brasileiras de
Microcystis, o mcyB-FR demonstrou ser mais especifico que o mcyB-FRA, por
nao apresentar bandas inespecificas corroborando com ensaios de HPLC.

5. Os resultados apontam uma necessidade peridodica de monitoramento de
cianobactérias toxicas nos reservatérios do estado de Pernambuco, sendo a
técnica de PCR e as regides do mcyA e mcyB apropriadas para a deteccao de

potenciais produtores de microcistinas em amostras ambientais.
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Abstract:

1. The assays for molecular characterization, using operon sintethase of the
microcystin, mcyA and mcyB, had been lead in seven reservoirs for drinking waters,
in state of Pernambuco - Brazil, to evaluate the genetic potential of toxin production,
contributing for a better management of the water quality.

2. Taxonomic survey of the reservoirs made possible the identification of 16 taxons
represented by three orders: Chroococcales; Nostocales and Oscillatoriales, which
Microcystis aeruginosa was the specie most distributed in the studied reservoirs. The
Agreste reservoir showed the biggest number of 51.423.078 organisms L™ followed by
Sertdo and Zona da Mata reservoirs.

3. The ficocianine operon proved the presence of cyanobacterias for all the studied
reservoirs. The gene of mcyB was represented in all reservoirs and mcyA only for
Tapacura reservoir on rainy period.

4. Analyzing the oligonucleotides designed for brazilian populations of Microcystis,
mcyB-FR demonstrated to be more specific than mcyB-FRA, showing unspecific
bands corroborating with HPLC assays.

5. The results shown the necessity of periodic monitoring of toxics cyanobacterias
from reservoirs of Pernambuco state, being PCR as an appropriate technique using
mcyA and mcyB fragments for detention of potentials producers of microcystins in

environmental samples.

1. Introducao

Os reservatérios de agua potavel do estado de Pernambuco vém
representando problemas de saude publica, devido a floragcbes de cianobactérias
potencialmente téxicas. Dentre as toxinas sintetizadas por cianobactérias, a
microcistina € produzida através de uma via ndo-ribossomal formada por um
complexo enzimatico multifuncional (Kleinkauf & Von Déhren, 1996).

As microcistinas (MCs) podem ser consideradas como compostos
xenobibdticos em ambientes aquaticos; como um hepatopeptideo ciclico composto
por 7 aminodcidos, o qual possui a estrutura (-D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-
Mdha-) (Chorus & Bartman, 1999).

A exposicdo de seres humanos e demais mamiferos a microcistina resulta

desde intoxicacao e nauseas a outros efeitos que podem levar a morte. Em 1996, foi
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detectada a presencga de toxina nas maquinas da Clinica de Hemodialise do Instituto
de Doencas Renais (IDR), Caruaru-PE, Brasil, o que levou pouco mais de 70
pacientes a morte. Este foi o relato mais sério envolvendo a populacdo humana
(Jochimsen et al. 1998). A producdo de microcistina € uma caracteristica
intrapopulacional e a habilidade de uma linhagem de Microcystis sp em produzir
microcistinas depende de possuir genes requeridos, mcyB e mcyA (Kleinkauf & Von
Déhren, 1996).

Diversos autores utilizaram fragmentos amplificados do mcy como marcadores
moleculares para cianobactérias potencialmente toxicas (Neilan et al. 1999; Tillett,
Parker & Neilan, 2001; Baker et al. 2002; Nonneman & Zimba, 2002; Pan et al. 2002;
Bittencourt- Oliveira, 2003; Hisbergues et al. 2003; Wilson et al. 2005).Via-Ordorika
et al. (2004), avaliaram a ocorréncia dos genes mcyA e mcyB juntamente com o0s
caracteres morfolégicos das cianobactérias em nove paises europeus, onde
concluiram que a analise das morfoespécies pode ser indicativa para producao de
microcistina, devido a um relacionamento muito préoximo entre ocorréncia do gene
mcy e morfoespécie.

No Brasil, Bittencourt-Oliveira (2003), ao investigar a composicao genotipica
de populacdes de cianobactérias potencialmente tdxicas, do género Microcystis
(KlOtzing), em reservatorios de agua para abastecimento publico do Nordeste e
Sudeste do Brasil, através do mcyB, constatou que a deteccdo de toxinas por
cianobactérias, através de marcadores moleculares é de grande valia para analises
rotineiras de ecossistemas aquaticos, possibilitando o monitoramento e aplicagao de
acoes corretivas precoces.

Sao escassos os trabalhos relacionados a investigacao de populagdes de
cianobactérias potencialmente toxicas no nordeste brasileiro, sendo Bittencourt-
Oliveira (2003) a pioneira no Brasil. O dificil acesso aos reservatérios de agua, a
eutrofizacao e a falta de iniciadores especificos as linhagens brasileiras, sao fatores
limitantes a coleta e processamento de dados. Assim, este trabalho objetivou
verificar a presenca dos genes mcyB e mcyA, relacionados a biossintese de
microcistina em populagdes de cianobactérias, ocorrentes em 7 reservatorios do
Estado de Pernambuco, avaliando novos oligonucleotideos desenhados
especificamente para populacdes brasileiras de Microcystis.
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2. Material e Métodos

As coletas foram realizadas em sete reservatérios artificiais de trés regides
fitogeograficas do Estado de Pernambuco, Brasil (Tabela 1), utilizados
principalmente para abastecimento publico. Sendo estas regides: Zona da Mata
(clima umido, solo fértil e vegetacao exuberante), Agreste (faixa de transicao entre a
Zona da Mata e o sertdo, com solo raso, rios temporarios e vegetacao rala e
pequena) e Sertdo (clima semi-arido e vegetacdo de pequeno porte, tortuosa,
rasteira e/ou espinhadas).

As amostras destinadas a analise da composicao taxonémica da comunidade
de cianobactérias foram coletadas com auxilio de uma rede de plancton com 25 um
de abertura de malha ou, eventualmente, com frascos de boca larga de 250mL de
capacidade, em casos de alta densidade de cianobactérias, e preservada em formol
a 4% , sendo necessario aproximadamente 1mL de formol para cada 100mL da
amostra.

A identificacdo das cianobactérias foi realizada através da identificagdo de
caracteres morfolégicos, utilizando microscopio binocular Nikon, modelo YS100,
baseada em caracteristicas morfolégicas com auxilio de literatura especializada, tais
como: Anagnostidis & Komarek (1985), Komarek & Anagnostidis (1986, 1999) e
Komarek & Komarkova (2002). A fotodocumentacao das cianobactérias foi realizada
utilizando um sistema digital composto por um microscépio 6ptico Nikon Eclipse
E200, com camara digital acoplada (Samsung) e software Imagelab 2000.

Para o cauculo da densidade algal, as amostras foram coletadas a superficie
da agua com frascos de vidro com boca larga e capacidade de 250mL,
acondicionadas em frascos ambar e preservadas em lugol acético. A contagem das
cianobactérias foi realizada em microscopio invertido (Zeiss/Modelo Axioverte
135M), utilizando uma cubeta de 10mL baseado no método de Utherméhl (1958). Os
organismos (células, col6nias, filamentos) foram enumerados em campos por
transecto (quadrante). A densidade final foi calculada e os valores expressos em org.
L.

As amostras destinadas a analise molecular foram coletadas a superficie da
agua com rede de plancton com 25 um de abertura de malha, acondicionados em
frascos de prolipropileno e transportados ao laboratério. Para extracao de DNA total
utilizou-se o tampao CTAB (Brometo de Hexadeciltrimetilaménio) e o método
proposto por Rogers & Bendich (1985). A concentracdo de DNA extraido foi
estimada através de eletroforese em gel de agarose 0,7%, corado com brometo de
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etidio, com a utilizagdo do marcador molecular de concentragdo molecular (Low DNA

Mass ™

, Invitrogen) e visualizada com o auxilio de um transluminador. A
fotodocumentacao foi realizada com o sistema de fotodocumentacdo EDAS 290 com
o programa Kodak Digital Science 1D v. 3.6 com o auxilio de um transiluminador.

As amplificacées dos fragmentos de DNA foram realizadas em termociclador
GeneAmp PCRSystem 9700 (Applied Biosystems), utilizando o kits comerciais para
PCR (Pure Tag™ Ready —to-Go™ PCR Beads, Amersham Biosciences, USA),
segundo recomendacdao do fabricante. Todos os oligonucleotideos iniciadores
(Tabela 2) foram sintetizados por laboratérios especializados e adquiridos
comercialmente.

Para verificar a presenga de genes envolvidos na biossintese da microcistina
foram utilizados iniciadores que amplificam sequiiéncias dos genes mcyB e mcyA
(Tabela 2 e 3). Utilizou-se o marcador molecular para o operon da c-ficocianina
(PCa-F, PCB-R) como controle positivo para cianobactérias. Todas as analises
ocorreram em triplicata, segundo Bittencourt-Oliveira (2003).

As andlises em HPLC (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) foram
realizadas segundo a metodologia descrita por Bittencout-Oliveira et al. (2005), com
algumas modificacées: 1) amostras com cianobactérias foram liofilizadas; 2)
extragdo da microcistina com MetOH/H,O 3:1; 3) banho de ultrasom por 10 min., 4)
centrifugacédo a 10.000 rpm por 15 min., coletou-se o sobrenadante; 5) repeticdo dos
itens 1, 2 e 3; 6) secou-se 0 sobrenadante em rotaevaporador (SpeedVac, Savant,
US; banho 40°C); 7) material seco, ressuspenso em 3mL de MetOH e aplicado em
coluna de silicone (20x5 cm, Silica Gel Keiselgel 60, Merck); 8) etapas de eluicdo em
30mL agua, 30mL agua:MetOH e 30mL MetOH: H,O; 9) fracbes secadas em
rotaevaporador; 10) ultima fracdo seca e ressuspendida em 1mL de MetOH: H,0;
11) acoplou-se a fase mével do HPLC com uma bomba LC-10 AD, um PDA detector
(SPD10AV) e um sistema controlador de SCL-10 Avp (Shimadzu, Kyoto, Japao); 12)
adicionou-se a amostra em um tubo “vial” com “insert” de 200uL e desprezou-se o
pelet; 13) injetou-se a amostra no sistema de cromatografia em uma coluna de
HPLC semipreparativa (Phenomenex, Luna C18, 5um, 250x10mm) eluida com uma
mistura de MeCN e 0,05 mol/L, pH 3, NH,CH3;COO (1:3) em uma taxa de 4,7 mL
min™'; 14) a detecgao foi ajustada em 238 nandmetros com um detetor de SPD10AV
PDA. 15) andlises do HPLC foram executadas com um sistema do HPLC de
Shimadzu e a curva de calibragao foi obtida com o MCY -LR e [Asp3] - MCY-LR
isolada de M. panniformis.
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3. Resultados

A classe Cyanophyceae esteve representada por trés ordens: Chroococcales;
Nostocales e Oscillatoriales, 53,3%:; 26,6% e 20%, respectivamente. O levantamento
taxonbmico, dos sete reservatérios, possibilitou a identificacdo de 16 téxons
pertencentes a classe Cyanophyceae: Anabaena circinalis (Rabenhorst), Anabaena
constricta (Szafer), Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska), Geitlerinema
amphibium (Agardh), Merismopedia minima (Beck), Merismopedia sp. (Meyer),
Microcystis aeruginosa (Kitzing), Microcystis sp. (Kitzing), Microcystis sp.2
(KOtzing), Chroococcus turgidus (Kitzing) Nageli, Aphanothece sp. (Nageli),
Aphanocapsa incerta (Lemmermann), Spirulina sp. (Turpin ex Gomont),
Pseudanabaena acicularis (Nygaard) Anagnostidis & Komarek, Raphidiopsis
mediteranea (Fritsch & Rich), Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis &
Komarek.

A maior riqueza de espécies foi encontrada no reservatério de Arcoverde
(01/03/05) com nove taxons identificados, seguido de Arcoverde (23/08/06),
Botafogo (18/10/06) e Tapacura (16/10/06) com oito taxons identificados; Carpina
(26/08/06) e Mundau (19/09/06) com seis taxons identificados; Jazigo (03/03/05) e
Tapacura (26/08/04) com quatro taxons identificados e Duas Unas (17/10/06) com
trés taxons identificados.

Dentre os reservatérios estudados, Mundau foi o que apresentou a maior
densidade de org. L' (Tabela 4), com o valor de 51.423.078 org.L™" seguido de
Arcoverde, Jazigo, Botafogo, Tapacura, Carpina,e Duas Unas.

Analise qualitativa mostrou-se mais representativa na biodiversidade de
taxons encontrados, se comparada a analise quantitativa (densidade algal). Essa
divergéncia pode ser explicada pelo maior volume capitado através da rede de
fitoplancton, permitindo assim uma maior abrangéncia de espécies. Devido a este
fator, foi possivel evidenciar a presenca de M. aeruginosa e Microcystis sp. para o
reservatério de Duas Unas (17/10/06) e de M. aeruginosa para o reservatério de
Jazigo (03/03/05).

Em todos os reservatérios analisados foi comprovada a presenca de
cianobactérias, através do indicador do operon da ficocianina PC (PCa-F e PCj-R),
bem como para os oligonucleotideos mcyB-FR e mcyB-FRA (Figuras 4, 6,7, 8 e 12).
Dentre os primers mcyB-FR e mcyB-FRA, o primer mcyB-FR demonstrou ser mais
especifico que o mcyB-FRA, por ndo apresentar bandas inespecificas (Figuras 3, 5,
9,10, 11) e (Tabela 4).
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Todos os reservatérios analisados possuem cianobactérias, e em seu
material genético, genes (mcyB) para producdo de toxinas, sendo possiveis
produtores de microcistinas por cianobactérias do género Microcystis. Porém,
apenas o reservatoério de Tapacura no periodo chuvoso (26/08/04), contém o operon
para o mcyB (Figuras 7 e 8) e mcyA (Figura 12), estando representado por 11,11%
das amostras analisadas.

Dentre os reservatérios analisados por HPLC, apenas o reservatorio de
Jazigo (03/03/05) (Tabela 4) apresentou toxidade comprovada (Figura 13),

confirmando assim a técnica de biologia molecular empregada.

4. Discussao

Os reservatérios estudados apresentam caracteristicas distintas pela
localizagdo geografica e climatolégica, tornando a comunidade de cianobactérias
importantes para seu estudo ecolégico. As analises qualitativas e quantitativas
revelam que estas comunidades estdo amplamente distribuidas nos reservatorios do
Estado de Pernambuco, apresentando um maior nimero de org. L™ no reservatério
localizado no Agreste (Mundau), seguido pelos reservatérios do Sertao (Arcoverde e
Jazigo) e Zona da Mata (Botafogo, Tapacura, Carpina e Duas Unas). Dentre as
espécies descritas, pode-se destacar a maior densidade de Microcystis aeruginosa,
Cylindrospermopsis raciborskii (morfotipo reto e espiralado), Merismopedia minima e
Geitlerinema sp. A presenca de cianobactérias pode ser explicada devido a maior
intensidade luminosa, temperatura da agua e do ar, favoraveis ao seu
desenvolvimento (Koksharova & Wolk, 2002).

A classe Cyanophyceae esteve representada por trés ordens: Chroococcales;
Nostocales e Oscillatoriales; 53, 3%; 26, 6% e 20%, respectivamente. A espécie M.
aeruginosa foi a mais encontrada entre os reservatoérios, corroborando assim com
Bittencourt-Oliveira (2000), que afirma ser esta a espécie amplamente distribuida em
corpos d’agua brasileiros.

Sendo o operon da ficocianina uma regiao altamente util para identificacao de
cianobactérias, amplificando seletivamente o material genético presente na amostra
(Neilan, Jacobs & Goodman, 1995), j4 era esperado que as amostras ambientais
apresentassem resultados positivos para o gene da ficocianina (PC), devido a
existéncia de outras cianobactérias que ndo as do género Microcystis, porém a

determinacao preditiva do potencial genético para produgao de microcistinas apenas
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pode ser determinado com a investigacao dos mcys, onde a detec¢cdo microscopica
de Microcystis ndao é capaz de discernir entre linhagens toxicas e ndo tdéxicas
(Ouellette, Handy & Wilhelm, 2006).

Ha ainda a necessidade de oligonucleotideos especificos para sua
determinacao, onde outros géneros de cianobactérias também possuem potencial
genético para producao de microcistinas através do operon do mcyB, embora
apresentem outra conformacao de transcricao e seqiiéncia dos mcys (Mikalsen et al.
2003; Dittmann & Boérner, 2005; Anjos et al. 2006).

A avaliacdo ambiental de toxinas de cianobactérias torna-se dificil, devido aos
fatores ambientais e fisiolégicos de cada espécie (Bittencourt-Oliveira, Oliveira &
Yunes, 2001). Mesmo nao sendo detectado Microcystis na andlise quantitativa para
os reservatérios de Duas Unas (17/10/06) e Jazigo (03/03/05), o referido género foi
evidente na analise qualitativa. Contudo, ambos o0s reservatdrios mostraram-se
positivos para a presenca de cianobactérias frente ao controle PC e ao gene para o
mcyB. Esse tipo de evidencia pode ser confirmado pelos relatos de Kurmayer &
Kutzenberger (2003), que afirmam que a produgcdo de microcistina, em
cianobactérias, pode ser quantificada com sucesso numa escala a partir de 10
células, por PCR baseada no gene do mcyB.

Em todos os reservatérios analisados foi comprovada a presenca de
cianobactérias através do indicador do operon da ficocianina PC (PCa-F e PCB-R),
bem como os genes para o mcyB-FR e mcyB-FRA, revelando-se uma técnica eficaz
na identificacao de cianobactérias com potencial genético para avaliar a producao de
toxinas (Bolch et al. 1996; Baker et al. 2001). Neilan et al. (1999) fizeram uso do
primer FAA e RAA para distinguir espécies que produzem microcistinas, com éxito.
Outros autores fizeram uso do operon do mcyB, como Nonneman & Zimba (2002)
que distinguiram cianobactérias com potencial produtor de toxina e Bittencourt-
Oliveira (2003) que caracterizou linhagens brasileiras de Microcystis produtoras de
microcistina.

Houve a presenca de bandas inespecificas nos reservatérios de Arcoverde
(23/08/06), Jazigo (03/03/05), Botafogo (18/10/06), Duas Unas (17/10/06) e Mundau
(19/09/06) para o primer mcyB-FRA, onde o primer amplificou o fragmento esperado
e fragmentos inespecificos. Nao se pode esperar que um primer de PCR amplifique
unicamente todo o alvo desejado de uma amostra misturada (Stiller & McClanahan,
2005). Impurezas, como DNA de bactérias heterotroficas e de outras algas, podem
vir a influenciar na reacdo de PCR. Generalizagdes para dindmica de espécies de
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Microcystis podem ter um potencial de aplicabilidade invalido de regido para regiao
(Bittencourt-Oliveira et al.; 2001).

O reservatério de Tapacura no periodo chuvoso (26/08/04), apontou a
presenca dos genes mcyA e mcyB, sendo o mcyA evidente apenas para este
reservatério dentre as nove amostras analisadas. A presenca desse gene apenas
para a amostra ambiental do reservatério de Tapacura corrobora os resultados de
Yoshida et al. (2007), que retrata a presenca do mcyA em proporcoes de 0,5 a 35%
em populagdes ambientais analisadas.

Dos nove reservatorios estudados, dois (Arcoverde 01/03/05 e Jazigo
03/03/05) foram analisados por HPLC. O resultado para o ensaio utilizando HPLC
(Figura 13) confirma os dados moleculares quanto a presenga da toxina microcistina,
para o reservatério de Jazigo (03/03/05), bem como o indicio de producao de cinco
variantes distintas, corroborando assim com Chorus & Bartram (1999), que afirmam
que uma unica cepa pode produzir mais do que uma variante para microcistina.
Estes resultados assemelham-se aos de Anjos et al. (2006), que fez uso da regiao
do mcyB para detectar cianobactérias potencialmente téxicas em floracdo de um
reservatério brasileiro do estado de S&o Paulo, onde ensaios de HPLC
determinaram trés variantes distintas de microcistina, MC-LR, MC-RR e MC-YR.

Os ensaios em HPLC corroboram com a necessidade do monitoramento da
qualidade da agua nos reservatorios de abastecimento publico do estado de
Pernambuco. Torna-se entdo, de suma importancia, a continuidade de
biomonitoramento dos ambientes aquaticos destinados ao abastecimento publico
principalmente quanto a dinamica fitoplancténica da divisao Cyanophyta, visando o
controle de seu desenvolvimento associado a producédo de toxina e gerenciamento
da qualidade da agua, uma vez que, espécies produtoras e nao produtoras de
microcistina coexistem no ambiente e sdo morfologicamente idénticas (Mbedi et al.
2005).

O método de PCR apresentado € sensivel e apropriado para a deteccao de
potenciais produtores de microcistinas em amostras ambientais, exemplificado pela
figuras. Sua habilidade em revelar o potencial téxico das cianobactérias, nos
reservatérios estudados, sugere que podera ser utilizado como um método de alerta
para floracées de algas toxicas.
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Tabela 1: Reservatérios de abastecimento publico de agua no Estado de Pernambuco, amostrados neste estudo.

Periodo
Regido
Reservatorio Latitude Longitude . ) Municipio
Fitogeografica Seco Chuvoso
Arcoverde 8°33°33”S 36°59°07"W Sertao Arcoverde 23/08/06 01/03/05
Jazigo 7°59°58”S 38°14°31"W Sertao Serra Talhada NR 03/03/05
Mundau 8°5T17’°S 36°29°55”"W Agreste Garanhuns 19/09/06 NR
Carpina 7°53’51”’S 35°20°13”W  Zona da Mata Carpina NR 26/08/06
Sao Lourengo da 16/10/06 26/08/04
8°02°14”S 35°09°46”W  Zona da Mata
Tapacura Mata
Botafogo 7°53°2°S 35°03°32’W  Zona da Mata Igarassu 18/10/06 NR
Jaboatdo dos 17/10/06 NR
Duas Unas 8°05°31”S 35°02°19”W  Zona da Mata

Guararapes

NR: Nao Realizado
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Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para identificacdo dos genes mcyA e mcyB

29

Fonte Sequéncias Fragmento
PC
PCa-F: Bolch et al. 1996 5-GGCTGCTTGTTTACGCGACA-3’ 500-600bp
PCB-R: 5’-CCAGTACCACCAGCAACTAA-3
mcyA
cdF Hisbergues et al. 2003 5-AAAATTAAAAGCCGTATCAAA-3° ~300bp
cdR 5-AAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT-3’
mcyB
mcyB-F Bittencourt-Oliveira et al. (em Sigilo de patente ~570bp
preparacao)
mcyB-R
mcyB-F Bittencourt-Oliveira et al. (em Sigilo de patente ~315bp

mcyB-RA

preparacao)




Santos, D. M. S. Deteccao de Microcystis potencialmente toxicas em reservatorios...

Tabela 3: Condicées de PCR na amplificacdo das amostras para verificacdo da presenca de genes envolvidos na biossintese da

microcistina
Condicoes de PCR
Ciclo Inicial Desnaturacao Annealling Extensao Ciclo Final N2 de Ciclos
PC 94°C 2 min. 94°C 40 seg. 55°C 50 seg. 72°C 2 min. 72°C 2 min 30
mcyA 95°C 10 min. 94°C 30 seg. 59°C 30 seg. 72°C 30 seg. 72°C 5 min. 33
mcyB 94°C 2 min. 94°C 10 seg. 50°C 20 seg 72°C 1 min. 72°C 5 min. 35

30
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Tabela 4: Representagcao da presencga ou auséncia da amplificacao de fragmentos de DNA para a identificacao da ficocianina
(PC), mcyB, mcyA e analise de HPLC e org. L.

Reservoir Arcoverde Arcoverde Jazigo Mundau Tapacura Tapacura Carpina Botafogo Duas

Unas
Semanas 23/08/06 01/03/05 03/03/05  19/09/06  16/10/06  26/08/04 26/08/06 18/10/06  17/10/06
(Seco) (Chuvoso)  (Chuvoso) (Seco) (Seco) (Chuvoso)  (Chuvoso) (Seco) (Seco)

cpcBA + + + + + + + + +

mcyA - - - - - + - - -
cdF/cdR

mcyB + + + + + + + + +

F/R

mcyB +* + +* +* + + + +* +

F/RA

HPLC NR ND + NR NR NR NR NR NR
Cyanobac 28.769.231 30.928.568 17.228.569 51.423.078 7.730.770 91.665 2.192.309 13.807.694 30.762
(cel/mL)

NR: Nio realizado; ND: Nao Determinado.
(+) e (-). Presenca e auséncia do fragmento esperado; (*) Presenca de fragmentos nao esperado

31
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Fig. 1: Estrutura quimica da microcistina- LR. (Fonte: Nishizawa et al. 2001)

Fig. 2: Modelo biossintético da microcistina- LR. (Fonte: Kaebernick & Neilan,
2001)
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Figura 3: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de amplificagéo
de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério de Arcoverde, 23/08/06 (periodo seco).
MM:(Low DNA Mass Ladder Standard) 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3: mcyB-FRA.
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Figura 4: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de amplificagéo
de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério de Arcoverde, 01/03/05 (periodo
chuvoso). MM: (Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-RF; 3: mcyB-

RAF.
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Figura 5: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de amplificagéo
de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério de Jazigo, 03/03/05 (periodo chuvoso).
MM (Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3: mcyB-FRA..

Figura 6: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de amplificagéo
de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério de Carpina, 26/08/06 (periodo chuvoso).
MM (Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3: mcyB-FRA.
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Figura 7: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de amplificagéo
de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério Tapacura, 16/10/06 (periodo seco). MM:
(Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCao-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3: mcyB-FRA.

Figura 8: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de amplificagéo
de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério Tapacura, 26/08/04 (periodo chuvoso).
MM: (Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3: mcyB-FRA.
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Figura 9: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de amplificagéo
de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério Botafogo, 18/10/06 (periodo seco). MM:
(Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3: mcyB-FRA.

Figura 10: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de
amplificacdo de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério Duas Unas, 17/10/06
(periodo seco). MM (Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3:
mcyB-FRA.
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Figura 11: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de
amplificagcédo de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério Mundau, 19/09/06 (periodo
seco). MM (Low DNA Mass Ladder Standard); 1: PC (PCa-F e PCB-R); 2: mcyB-FR; 3: mcyB-FRA..

310 pb

Figura 12: Gel de agarose 0,7%, corado com brometo de etidio, mostrando produto de
amplificagao de DNA extraido de amostra da natureza do reservatério Tapacura, 26/08/04 (periodo
chuvoso). MM: (Low DNA Mass Ladder Standard); 1: mcyA- cdF /cdR.
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