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RESUMO

As cianobactérias sdo organismos procariontes, fotossintetizantes e podem ser encontradas em
varios ambientes diferentes. Um dos sérios problemas relatados em aguas eutrofizadas ¢ a
ocorréncia freqiiente de floracdes formadas por cianobactérias produtoras de toxinas. Devido
a impossibilidade de se diferenciarem cepas toxicas e nao tdxicas morfologicamente,
marcadores moleculares foram desenvolvidos como possivel instrumento de deteccdo de
toxicidade. As cianobactérias produtoras de microcistina possuem um operon policistronico
denominado mcy, que tem sido usado como marcador molecular para detec¢ao da toxicidade.
No presente trabalho, amostras foram coletadas periodicamente no final de 2006, 2007 ¢
inicio de 2008, em vérias estagdes do reservatorio de Furnas (MG), um grande reservatorio do
Sudeste do Brasil. Ele ¢ formado por dois rios principais (Rio Grande e Rio Sapucai) e uma
série de pequenos tributdrios. Novos iniciadores foram desenhados para a técnica da PCR
convencional e da PCR quantitativa, objetivando a detec¢ao dos genes mcyD em populagdes
naturais. Foram realizadas andlises fisico-quimicas e bioldgicas e analises moleculares para
estudar quantitativamente as relagdes entre a existéncia de cepas toxicas e os fatores
ambientais. Os bragos do Grande e do Sapucai apresentam diferentes niveis troficos. No braco
do Sapucai, mais eutrofico, foi freqiientemente observada uma quantidade maior de
cianobactérias. Os dados mostraram uma tendéncia sazonal. Alguns dados ambientais como
clorofila, fésforo e ZE mostraram correlacdo com a quantidade de gendtipos toxicos no
ambiente. Também a presenca de genes mcyD pdde ser correlacionada positivamente com a
presenga de microcistina, mas nem sempre foram encontrados relagdes quantitativas diretas
entre essas duas medidas. Com relagdo ao aspecto metodologico, podemos dizer que o método
da g-PCR mostrou-se sensivel para quantificagdo e identificacdo da microcistina e, portanto
poderia ser utilizado no monitoramento de cianobactérias. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para verificar a existéncia da influéncia dos fatores ambientais na quantidade de
cianobactérias produtoras de microcistina no ambiente, pois nosso estudo ndo foi conclusivo

sobre este aspecto.

Palavras chave: Cianobactérias, microcistina, mcyD, PCR quantitativa



ABSTRAT

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotes found in different aquatic environments. A
serious problem in eutrophic waters is the frequent occurrence of blooms of potential toxic
cyanobacteria. Since species are sometimes difficult to identify and morphological features
are not enough to separate toxic from non-toxic strains, molecular markers have been
developed as an instrument to detect toxicity. Microcystin-producing cyanobacteria have a
polycistronic operon called mcy that has been used as a genetic tool for toxicity detection. In
the present work, samples were collected between September 2006 and April 2008 at several
stations in Furnas Reservoir (MG), a large reservoir in Southeastern Brazil. This reservoir is
formed by two main rivers, Grande and Sapucai, and a series of small tributaries. New
primers were designed for the conventional PCR and for the quantitative PCR techniques,
aiming the detection of mcyD genes in natural populations. Physical-chemical, biological and
molecular analyses were performed on the same sample to study the relationship among the
existence of toxic strains and of the environmental factors. The Grande and Sapucai branches
showed different trophic levels. In the Sapucai, which is more eutrophic, a large number of
cyanobacteria was frequently observed. Some tendency of sazonality was detected in the
entire reservoir. It was possible to find some relationship between chlorophyll a, phosphorus
and ZE and the amount of toxic genotypes in the environment. The presence of mcyD genes
was also positively correlated with the presence of microcystin, but directly quantitative
relationships between these two items were not always found. The methodology used for
microcystin quantification and identification was very sensitive and it could be used in
cyanobacteria monitoring programs. However, more studies are necessary to investigate the
influence of environmental factors on the amount of microcystin-producing cyanobacteria in

the environment.

Key words: Cyanobacteria, mocrocystin, mcyD, quantitative PCR
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1.0 INTRODUGCAO

1.1 As Cianobactérias

As cianobactérias s3o organismos primitivos ¢ muito diversos com algumas
caracteristicas de bactérias e outras de algas. S3o similares as algas no tamanho e também sao
pigmentadas e realizam fotossintese. No entanto, elas sdo organismos procariontes e, portanto
constituem um grande grupo dentro do reino Bacteria capazes de realizar fotossintese com

liberagdo de oxigénio (CASTENHOLZ & WATERBURY, 1989).

O aparato fotossintético das cianobactérias possui clorofila a e varios carotendides
como pigmentos da antena coletora de luz. Os principais pigmentos da antena coletora de luz
sdo as ficobiliproteinas, que sdo organizadas em estruturas chamadas ficobilissomas, as quais,
por sua vez, sdo compostas de ficoeritrina (pigmento vermelho ausente em algumas
cianobactérias), ficocianina (PC - pigmento azul), aloficocianina e aloficocianina B
(STANIER & COHEN-BAZIRE, 1977). Dentro do dominio Bacteria, os genes de PC
(ficocianina) sdo encontrados exclusivamente em cianobactérias (BRYANT, 1982), e tem
proporcionado uma maneira rapida e segura de identificacdo e estudo destes microrganismos

(NEILAN et al.., 1995; LORENZI, 2004).

Estes microrganismos sdo encontrados na forma unicelular, colonial ou filamentosa
com células variando de tamanho, desde células menores que 1pm até maiores que 40um. As
cianobactérias também exibem uma grande quantidade de arranjos, de cocos unicelulares a
bacilos e mesmo filamentos ramificados multicelulares. Nao possuem flagelos, porém as
espécies filamentosas podem apresentar um movimento deslizante e podem migrar através de

superficies tmidas (KOMAREK et al.. 1999).

Um ter¢o das espécies de cianobactérias € capaz de fixar o nitrogénio molecular e
muitas delas possuem uma estrutura especial, o heterocito, que ¢ uma célula diferenciada e
adaptada para este processo (OBERHOLSTER et al., 2003). Elas podem ser tolerantes a altas
temperaturas, altas irradiagdes de UV, dessecacdo, sulfeto livre e também possuem
habilidades de usar baixas intensidades luminosas (RAPALA & SIVONEN, 1997) podendo

habitar os ambientes mais diversos possiveis.
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As cianobactérias sd3o comuns em muitos sistemas aquaticos, incluindo lagos
temperados e tropicais, rios e estuarios. No entanto, a densidade celular, composi¢do das
espécies, distribuicdo vertical e longevidade diferem entre os grupos e regides habitadas.
Essas diferencas podem ser explicadas por condi¢des climaticas e metereologicas que
influenciam o grau de estratificagdo e mistura da dgua, bem como disponibilidade de luz e

nutrientes (OLIVER & GANF, 2000).

Muitas caracteristicas especificas podem influenciar no comportamento e distribuigao
das espécies de cianobactérias. Algumas cianobactérias, por exemplo, possuem aer6topos
(vesiculas de gas) e podem formar escumas ou floragdes, caracterizada pelo crescimento
excessivo destes organismos, com formacao de uma massa algal na superficie de adguas de
mananciais, represas ou lagos (Fig. 1). No entanto, alguns outros grupos de cianobactérias
podem formar floragdes na coluna d’dgua em diferentes profundidades (RAPALA, 1997). As
cianobactérias em geral crescem rapidamente na presenga de altas concentragdes de fosforo e
nitrogénio, € a maioria das floragdes contém cianobactérias produtoras de toxinas (ROSET et

al., 2001).

As cianobactérias produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios
bioativos (ROUHIAINEN et al., 2000). Destes compostos, de acordo com Salomon et al.
(1996), os mais estudados tem sido as cianotoxinas que podem ser incluidas em trés
categorias: neurotoxinas (alcaldides e organofosforados); hepatotoxinas (peptideos); e

dermatotoxinas (lipopolissacarideos - LPS).

SN - Foto: Juliana S.M.Pimentel
Fig 1. Floragao de Cianobactéria nas proximidades do reservatorio de Furnas,
em Boa Esperanga (MQG).
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1.2 Cianobactérias Toxicas

As cianobactérias toxicas sdo encontradas no mundo inteiro, em ambientes aquaticos
costeiros ou continentais. Alguns dos géneros e espécies mais comuns em agua doce,
conhecidos por produzirem toxinas sdo Microcystis spp., Cylindrospermopsis raciborskii,
Planktothrix agardhii, Gloeotrichia spp., Anabaena spp., Lyngbya spp., Aphanizomenon spp.,
Nostoc spp., Oscillatoria spp., Schizothrix spp. e Synechocystis spp (WHO, 2003). No
entanto, o potencial de toxicidade ndo pode ser excluido de outras espécies e géneros de
cianobactérias. Pesquisas em varias regides do globo tém revelado a existéncia de outras
espécies toxicas. No Brasil, por exemplo, Sant’Anna et al. (2004) encontraram que as
espécies Aphanocapsa incerta e Radiocystis fernandoi também sdo potencialmente produtoras
de toxinas. Radiocystis fernandoi foi primeiramente descrita como toxica por Vieira et al.

(2003).

A ocorréncia de floragdes de cianobactérias em ambientes aquaticos tem sido
registrada em todo mundo, ¢ de acordo com WHO (2003), cerca de 60% das amostras
investigadas continha toxinas. A presenga de cianotoxinas na agua pode trazer como
conseqliéncia principal, a morte de peixes, crusticeos, aves e outros animais domésticos
(SALOMOM et al., 1996). De acordo com Sivonen ¢ Jones (1999), 46 espécies de

cianobactérias causaram efeitos toxicos em vertebrados.

Demonstracdes de toxicidade de populagdes de cianobactérias em um dado lago nao
sugerem necessariamente um perigo para o ambiente ou saude humana, pois elas podem estar
presentes em pequena quantidade. O desenvolvimento massivo e especialmente a formagao de

escumas superficiais oferecem os verdadeiros riscos (WHO, 2003).

Segundo Wilson et al. (2000) a enorme ocorréncia de cianobactérias esta atribuida ao
acelerado processo de eutrofizacao dos lagos pela acao antropica (lancamento de efluentes de
esgoto, agricultura, etc.). A agricultura, por exemplo, possui, na maioria das vezes,
inadequado tratamento do solo e utilizagdo excessiva de fertilizantes. Estes excessos podem
ser lixiviados para os corpos d’agua que estejam ao seu redor, levando ao processo de
eutrofizagdo. Isso pode provocar a proliferagao excessiva de algas e cianobactérias na dgua e
consideraveis impactos na sua qualidade. Em climas temperados, a proliferacio de
cianobactérias ¢ mais comum no verdo, que coincide com os periodos onde a procura pela

recreagdo ¢ maior (WHO, 2003).
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Os resultados encontrados por Rantala et al. (2006) sugerem que o risco de
desenvolvimento de floragdes tdxicas aumentam em lagos eutréficos. Isso aumenta a
importancia da protecdo das dguas contra o processo de eutrofizagdo e reducdo dos nutrientes

em corpos d’agua que precisam ser restaurados.

1.3 Monitoramento Ambiental de Cianobactérias

As intoxicagdes de populagcdes humanas através do consumo de dgua contaminada por
cepas toxicas de cianobactéria, ja foram descritas em grande parte do mundo e vem se
tornando um problema de saude publica. No Brasil, por exemplo, o caso de Caruaru (PE -
Brasil) em 1996 foi o primeiro a confirmar a presenga de cianotoxinas, como causa de morte
de mais de 60 pacientes (CARMICHAEL et al., 1996; AZEVEDO, 1996). Esta intoxicagdo

alertou estudiosos e agentes de saude para o problema das cianotoxinas no Brasil e no mundo.

Para atendimento ao padrdo de potabilidade da dgua para consumo humano, a Portaria
518 de 25 de margo 2004 do Mistério da Satide (BRASIL, 2004) exige a analise das
microcistinas, tanto na agua bruta dos mananciais de captagdo de agua, quanto na dgua tratada
para o consumo humano, com o VMP (valor maximo permitido) de 1,0 pg/L para a 4dgua
tratada. Esta portaria também recomenda testes de toxicidade e andlises de algumas outras
cianotoxinas, como a saxitoxina e a cilindrospermopsina com o VMP de 3ug/L e 15ug/L

respectivamente. Essas outras toxinas também representam sério risco para a saude humana.

O monitoramento da qualidade de dgua destinada ao publico ¢ feito seguindo-se as
metodologias propostas pela Organizagdo Mundial de Saude (BRASIL, 2004), através da
identificagdo do potencial toéxico da cianobactéria (testes de toxicidade) e do
acompanhamento da densidade populacional (contagem de células). No Brasil, o ensaio em
camundongos ainda ¢ usado para determinar a toxicidade das floragdes de cianobactérias
(SALOMOM et al., 1996). A cromatografia liquida (HPLC) ou a analise imunoenzimatica
(ELISA) também sao técnicas recomendadas e bastante utilizadas (OLIVEIRA, 2002). Porém
nenhuma destas técnicas ¢ preditiva, ou seja, elas somente sdo efetuadas quando a floracao

toxica ja se estabeleceu.
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Me¢étodos moleculares estdo sendo desenvolvidos e utilizados em todo o mundo para
auxiliar no monitoramento e controle de cianobactérias toxicas e serdo descritos

detalhadamente mais adiante.

1.4 ldentificagéo das Toxinas

A estrutura de muitas cianotoxinas ja ¢ bastante conhecida e, portanto foi possivel o
desenvolvimento de andlises sensiveis para sua identificagdo em amostras ambientais. Os
ensaios imunoenzimdticos (ELISA), ensaios com inibidor de fosfatase (PP1A e PP2A),
cromatografia liquida de alta precisdo (HPLC) e cromatografia liquida-espectrometria de
massa (LC/MS) sdo os mais utilizados para as analises de cianotoxinas (SIVONEN, 2008). A
técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Essay) ja pode ser utilizada para todas as
hepatoxinas e saxitoxinas, enquanto que PP1A ou PP2A sdo usados para detec¢do somente de
microcistinas e nodularinas, pois sdo enzimas inibidas inibida somente por elas. Ambos os
métodos estdo avaliados como sensiveis e rapidos (HARADA et al., 1999; RAPALA et al.,
2002; HILBORN et al., 2005) e permitem a quantificagdo da concentragdo da toxina na
amostra, porém nado diferenciam as diversas variedades. A identificagdo individual das

variedades de toxinas s6 pode ser feita através de analises por HPLC ou LC/MS.

1.5 Microcistina

A cianotoxina mais comum e mais bem estudada ¢ uma hepatotoxina, encontrada
freqiientemente em agua doce, conhecida como microcistina (VEZIE et al., 2002). As
microcistinas sdo pequenos peptideos contendo aminoécidos incomuns, com estrutura ciclica
(D-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z-Adda-D-Glu-Mdha), onde X e Z sdo L aminoacidos variaveis
(Fig. 2).

Como as posigdes L-X e L-Z da cadeia podem ser ocupados por diferentes
aminoacidos, ha formacao de uma série de variantes da molécula microcistina (SIVONEN et
al., 1990; CHRISTIANSEN et al., 2003). Existem mais de 60 isoformas de microcistina com
diferentes niveis de toxicidade e segundo Salomom et al. (1996), a microcistina-LR tem se

mostrado uma potente inibidora das enzimas fosfatase 1 e 2A em mamiferos e plantas
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superiores, e¢ seus efeitos sdo similares as substidncias conhecidas como promotoras de
tumores ou carcinogénicas.

As microcistinas sao produzidas por uma alta diversidade de cianobactérias, incluindo
as formas unicelulares, coloniais, filamentosas com ou sem heterocito, que incluem as
cianobactérias dos géneros Microcystis, Oscillatoria, Anabaena, Nostoc (CARMICHAEL,
1994) Lyngbia, Phormidium (IZAGUIRRE et al., 2007) e Planktothrix (HISBERGUES et al.,
2003). Recentemente no Brasil foram encontradas espécies produtoras de microcistina dos
géneros Aphanocapsa ¢ Radiocystis (SANT’ANNA et al., 2004).

No entanto, Microcystis ¢ um dos principais géneros encontrados nas floragoes
contendo cianobactérias produtoras de microcistina (CHRISTIANSEN et al., 2003), porém
cepas ndo toxicas deste género também ocorrem e s3o bastante comuns. Geralmente, a
toxicidade ndo ¢ um trago especifico das espécies; sendo assim, muitas espécies contém cepas
toxicas e ndo toxicas. Para microcistina, tem sido mostrado que a toxicidade da cepa depende
da existéncia ou ndo de genes relacionados com a produgdo da microcistina (ROUHIAINEN
et al., 1995; DITTMANN et al., 1996) e em populagdes naturais estdo misturados ambos os
genotipos (KURMAYER et al., 2002).

Analises realizadas por Rantala et al. (2004) mostraram que genes MCy sdo ancestrais e
a distribuicdo esporadica entre cepas e géneros produtoras de microcistina, estd
provavelmente ligado ao resultado de uma heranca vertical do agrupamento génico mcy de
uma cianobactéria ancestral, combinado com perdas de genes recorrentes, em algumas das
linhagens de cianobactérias. Por essa razdo, ¢ possivel que alguns géneros previamente
relatados como ndo toxicos, possam reter genes MCY e se tornarem aptos a produzirem

microcistina

MICROCYSTIN v
m*’{w/\{ Y w

N
HM

H2

Fig 2. Molécula da Microcistina. X ¢ Z s3o L aminoacidos variaveis, Adda ¢ 3-amino-9-methoxy-
2,6,8-trimetil-10-phenil-4,6-decadi-enoic acid, D-MeAsp é 3-methyl-aspartic acid, ¢ Mdha ¢ N-
methyldehydroalanine (CARMICHAEL et al.., 1988 apud KURMAYER et al.., 2003).
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1.6 Biossintese da Microcistina e os Genes mcy

A microcistina ¢ um heptapeptideo incomum, pois ¢ sintetizada sem a participagao do
ribossomo, através de uma série de reagoes catalizadas por enzimas multifuncionais chamadas
de sintetase de peptideos (NRPS) e sintase de policetonicos (PKS) (ARMENT &
CARMICHAEL, 1995; DITTMANN et al., 1997) (Fig. 3).

Ha algum tempo atrds, os genes envolvidos na biossintese da microcistina-LR da
cianobactéria Microcystis aeruginosa PCC7806 foram isolados e seqiienciados (TILLET et
al., 2000), facilitando os estudos de identifica¢do de cepas toxicas. O agrupamento dos genes
que participam da biossintese da microcistina, denominado mcy, contém 55 kb de DNA
codificando dez ORFS (janela aberta de leitura), de mcyA a mcyJ (TILLETT et al., 2000)
(Fig. 4). A transcricdo dos genes mcy ocorre via dois operons policistronicos, MCyABC e
mcyDEFGHIJ, de um promotor central bidirecional entre mcyA e mcyD (KAEBERNICK et
al., 2002).

De acordo com Tanabe et al. (2004), esse agrupamento de genes esta localizado no
cromossomo ¢ estes genes codificam modulos de PKS/NRPS, envolvidos no elongamento da
cadeia de policetdnicos e polipeptidios e dominios acessoérios adicionais catalisando a
modificacdo das cadeias de polipeptidios e policetonicos.

A biossintese de microcistina envolve 48 reagdes cataliticas iniciais, sendo que 45 sdo
catalisadas por dominios dentro de seis grandes grupos enzimaticos (McyA-E e G) (TILLETT
et al., 2000). A Fig. 5 mostra a representacdo esquematica do sistema de funcionamento dos
componentes protéicos do complexo mcy para os passos individuais de biossintese de

microcistina.

De acordo com Dittmann et al. (2001), McyG, D ¢ E s3o os maiores componentes
formadores do precursor do Adda-D-4dcido glutamico. McyA, B e C sdo responsaveis pela
incorporacdo de outros cinco aminoacidos dentro da estrutura da microcistina. A proteina
McyA ¢ uma sintetase de peptideos bimodular, que ¢ responsavel pela ativacdo do L-serina e
L-alanina, McyB ¢é o segundo sintetase de peptideo bimodular, responsavel pela ativagdo de
L-serina e D-B-metil-aspartato. McyC estda mais ligado ao dominio tioesterase,
necessariamente para a realizagdo do produto final de peptideo da enzima, bem como para a
ciclizacdo da molécula. Enzimas costureiras codificadas pelo conjunto de genes mcy incluem

McyE, um aminoacido racemase, que esta envolvido na fonte de D-glutamato (NISHIZAWA
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et al., 2001), McyH, uma ABC transportador potencialmente envolvido no transporte da
microcistina, Mcyl, com similaridades para D-3-fosfoglicerato dehidrogenases e McylJ, que

faz a O-metilag@o do precursor do Adda (TILLETT et al., 1999).

. Enzyme _
Toxin Gene Cluster complex . Toflﬂ... o
. r- g7
) A ﬂm’f 1] — —- U S I', f;'.: frorem
e :\; o‘J}).x rIf' T-ﬂ'\ fram

HELE I D e | 6

Fig. 3 - Sintese ndo ribossdmica da microcistina, realizada pelo complexo enzimatico
sintetase de peptideos (NRPS) em conjunto com o sintase de policetonicos

Microcystis PCC 7806 mcy gene cluster (Tillett et al., 2000)

JI H

Planktothrix CYA 126/8 mcy gene cluster (Christiansen et al., 2003)

(]---l--ll

Anabaena sp. 90 mcy gene cluster (Rouhiainen et al., 2004)

HIF

Fig. 4 — Organizagao do conjunto génico mcy, encontrado em Cianobactérias
produtoras de microcistina.
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Fig. 5 - Modelo para formagdo da microcistina e previsao das estruturas dos dominios de mcyA-G ¢ mcyl e mcyJ. KS - B ketoacyl
redutase; AT — acetiltransferase; ACP — proteina carregadora de peptideo; KR — Keto acil redutase; DH-Deidratase; CM - C-
metiltransferase; OM — o-metiltransferase; A — adenilagdo aminoacyl; C — condensa¢do; NM — N-metiltransferase; AMT —
aminotransferase; RC — racemase. Em preto ¢ mostrado a modificagdo de thiolagdo (Dittman et al.. 2001).
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1.7 Regulagéo da produgéo de microcistina

Acredita-se que a producdao de microcistina seja regulada por diferentes parametros
fisicos e ambientais, incluindo nitrogénio, fosforo, temperatura, luz, pH e tracos metalicos
(principalmente ferro) (SIVONEN, 1990; LUKAC e AEGERTER, 1993; VAN DER
WESTHUIZEN & ELOFF, 1985; SONG et al., 1998). No entanto, estes trabalhos realizados
com medidas diretas de toxina na 4gua ou no conteudo celular, geraram muitas controvérsias
a respeito disso. A descrigdo do conjunto génico mcy por Tillet et al. (1999) possibilitou um

exame mais preciso da regulacdo da microcistina a nivel molecular.

Virios estudos utilizando métodos moleculares relataram o aumento do contetdo
intracelular de microcistina depois da exposi¢do das culturas a altas condi¢des de
luminosidade (RAPALA et al., 1997; KAEBERNICK et al., 2000, WIEDNER et al., 2003).
Wiedner et al. (2003) encontrou que em média, as concentragdes de microcistina extracelular
foram 20 vezes maiores quando as células foram cultivadas a 40pmol de fotons .m™2.s" do que
quando cresceram a 10 pmol de fotons .m™.s”. Kaebernick et al. (2000) usou um ensaio de
prote¢do a riobonucleases (RPA) para medir a transcrigdo dos genes mcyB ¢ mcyD em
diferentes condi¢des de luz. Neste trabalho, a alta intensidade luminosa ¢ a luz vermelha
causaram um aumento na transcricdo dos genes estudados, enquanto que pouca luz e luz azul
conduziram a um decréscimo no nivel de transcrigdo. Kaebernick et al. (2001) propuseram
que a microcistina pode ser produzida constitutivamente em baixas ou médias intensidades
luminosas. Essa molécula geralmente vai para os tilacoides e ¢ exportada para fora da célula
quando o mais alto ponto de intensidade luminosa ¢ alcangado. De acordo com Neilan et al.
(2008), o recentemente identificado ABC transportador McyH, pode ser responsavel por essa
exportagdo aparente da microcistina, embora o aumento da lise celular ¢ a “fuga” das toxinas

em altas irradiacdes ndo pode ser excluida.

Em trabalhos recentes de regulagao de producdo da microcistina, Martin-Luna et al..
(2006) mostraram que a proteina Fur, uma ligante de DNA e reguladora da captagdo de ferro,
reconhece e se liga a regides promotoras do conjunto génico mcy, sugerindo entdo que ferro
pode regular a sintese de microcistina. Seguindo entdo esta idéia, Sevilla et al. (2008) em seu
estudos, observaram o efeito negativo do ferro, usando a resposta transcricional do gene

mcyD, na produ¢do da microcistina.
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1.8 Detecgdo de Cianobacterias e dos Genes Envolvidos na Produc¢éo da Microcistina

A identificagdo de cianobactérias baseando-se apenas em caracteristicas morfologicas,
apesar de amplamente usada e recomendada (CHORUS & BARTRAM., 1999), ¢
problematica devido a alta plasticidade fenotipica dos diversos grupos de cianobactérias e
pelo fato de que a produgdo de toxina € uma caracteristica intrapopulacional, nao
caracteristica de um género ou espécie. Por isso, as cianobactérias produtoras de microcistina
podiam se apenas identificadas através do isolamento e cultivo do organismo e avaliacdo de

sua capacidade de produzir toxinas (SIVONEN & JONES, 1999).

Uma alternativa sdo as técnicas moleculares que detectam seqiiéncias génicas,
requeridas para a sintese da toxina (LORENZI, 2004, OBERHOLSTER et al., 2003). A
utilizacdo destas técnicas somente foi possivel recentemente, apds a identificagdo e
seqlienciamento dos genes, envolvidos na biossintese das toxinas (DITTMANN et al., 1997,
NISHIZAWA et al., 1999, 2000; TILLET et al., 1999; CHRISTIANSEN et al., 2003), como
jé foi descrito anteriormente. Também foi demonstrado que a ocorréncia de genes MCy nas
células de cianobactérias esta correlacionada com sua habilidade para sintetizar microcistina e
vice versa, € que células sem microcistina usualmente nao contém genes mcy (KURMAYER
et al., 2002). Essa informagdo auxilia muito quando se utiliza esta regido do genoma como

alvo para identificacdo de gendtipos toxicos no ambiente.

O entendimento e compreensdo dos genes MCYy proporcionaram o aprimoramento das
técnicas moleculares possibilitando, portanto a utilizagdo destes como marcadores
moleculares para identificacdo de cepas toxicas no ambiente. Muitos desses genes ja vém
sendo utilizados por estudiosos do mundo inteiro, principalmente em ambientes temperados,
como alvo de uma rapida e sensivel detec¢do e diferenciacdo de cianobactérias toxicas e nao
toxicas (NISHIZAWA et al., 1999 e 2000; NEILAN et al., 1999; TILLETT et al., 2001;
NONNEMAN & ZIMBA, 2002; PAN et al., 2002; BACKER et al., 2002; KURMAYER et
al., 2002; FOULDS et al., 2002; MIKALSEN et al., 2003; HISBERGUES et al., 2003;
KURMAYER & KUTZENBERGER, 2003; VAITOMAA et al., 2003; KURMAYER et al.,
2004; RANTALA et al., 2004; VIA-ORDORIKA et al., 2004; YOSHIDA et al., 2005;
OUAHID et al., 2005; HOTTOO et al., 2005; MBEDI et al., 2005; RINTA-KANTO et al.,
2005; SAKER et al., 2005; WILSON et al., 2005; OULLETTE et al., 2006; BOARU et al.,
2006; FURUKAWA et al., 2006; MANKIEWICZ-BOCZEK et al., 2006; JUNGBLUT &
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NEILAN, 2006; RINTA-KANTO E WILHELM, 2006; RANTALA et al., 2006, YOSHIDA
et al., 2007; SAKER et al., 2007; GOBLER et al., 2007; SHOBER et al., 2007; HOTTO et
al., 2007, RANTALA et al., 2008). No entanto, no Brasil temos alguns poucos trabalhos
moleculares com cianobactérias toxicas (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al.,, 2001;
BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2003; LORENZI, 2004; BRANT, 2006; ANJOS et al.,
2006; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2008; LORENZI, 2008). Visto a importancia
destes estudos no ambiente, torna-se necessario aumentarmos os esfor¢os para os estudos

moleculares com cianobactérias em nosso pais.

Ultimamente, os principais métodos utilizados para a identificacdo de cianobactérias
produtoras de microcistina sdo a PCR convencional e a PCR em tempo real (q-PCR), e serao
descritas a seguir. A metodologia de DNA-Chip utilizada por Rantala et al. (2008) também se
mostrou bastante eficiente para estudos e diferenciagdo de genotipos toxicos, porém nao sera

detalhada e discutida neste trabalho.

1.9 PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) — Andlise qualitativa do ambiente

A técnica molecular mais utilizada em estudos ambientais com cianobactérias tem sido
a PCR (“Polymerase Chain Reaction” - Reagdo em Cadeia da Polimerase), que utiliza
oligonucleotideos iniciadores especificos para amplificar o DNA de interesse. De acordo com
Sivonen (2008) a PCR convencional ¢ um método simples, rapido e estd se tornando bastante

viavel para detectar cepas potencialmente produtoras de microcistina em amostras de dgua.

A PCR substituiu muitos métodos de hibridizag¢do e estd sendo muito utilizada para
detec¢do do potencial de produgdo de toxina das cianobactérias. A deteccdo e identifica¢do
podem ser realizadas na PCR com o uso de iniciadores género-especificos ou ainda
iniciadores mais universais, para detectar varios géneros simultaneamente, e ainda
complementados por andlises pds-PCR, como seqiienciamento ou RFLP, para diferenciar os
produtos amplificados (RANTALA et al., 2008). Hoje em dia, existem varios iniciadores
disponiveis na literatura tendo como alvo seqiiéncias especificas dos genes mcy (Tab. 1).

Ultimamente, o numero de publicagdes utilizando métodos moleculares para estudo de
cianobactérias aumentou muito (OULLETTE et al., 2003), e tem proporcionado um grande

avanc¢o no estudo e entendimento destes organismos. Tillett et al. (2001) foram os pioneiros a
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utilizar a seqiiéncia de DNA que codifica para o dominio tnico de N-metiltransferase (NMT)
presente no gene da enzima NRPS, mcyA, para desenhar oligonucleotideos iniciadores que
possibilitassem a identificacdo de Microcystis toxigénicas. Baker et al. (2002) estudaram a
determinagdo direta de cianobactérias potencialmente toxicas na represa de Malpas, na regidao
de Nova Inglaterra, Australia. Em seus estudos, Hisbergues et al. (2003) desenharam um par
de oligonucleotideo iniciador para uma regido conservada do mcyA, que alcanca varios
géneros diferentes de cianobactérias, principalmente Microcystis, Anabaena e Planktothrix,
conseguindo com isso identificar um nimero maior de organismos produtores de microcistina

no ambiente, a0 mesmo tempo.

A maioria dos oligonucleotideos iniciadores existentes foram desenhados para detectar
Microcystis produtoras de microcistina e a presenga dos genes mcyA e mcyB. A detecgdo
desses genes em cepas isoladas de Microcystis tem sido usada para explorar o quanto a
presenga desses genes pode estar correlacionada com a habilidade de produzir microcistina
(TILLETT et al., 2001; VIA-ORDORIKA et al., 2004; SAKER et al., 2005a; YOSHIDA et
al., 2005), para revelar a ocorréncia de cepas com e sem esses genes biossintéticos (WILSON
et al., 2005; YOSHIDA et al., 2005) ou para mostrar que a propor¢ao de genotipos produtores
de microcistina variam em diferentes morfoespécies de Microcystis (KURMAYER et al.,
2002; VIA-ODORIKA et al., 2004).

Iniciadores com alvos em mcyA e mcyB foram utilizados para detectar Microcystis
toxicas em amostras ambientais, provenientes de tanques produtores de peixes (NONNEMAN
e ZIMBA, 2002) ou amostras de lagos utilizados para recreagdo ou abastecimento publico
(BAKER et al., 2002; PAN et al., 2002; YOSHIDA et al., 2005; OUELLETTE et al., 2006).

Somente um par de iniciadores foi desenhado para detectar especificamente cepas de
Anabaena. Indicadores para mcyE de Anabaena mostraram alta eficiéncia quando testados em
cepas toxicas e ndo toxicas de Anabaena, Microcystis, Planktothrix ¢ Nostoc (VAITOMAA et
al., 2003). O nivel de especificidade observada habilita a identificagdo de potenciais
produtores de microcistina, sem a necessidade do seqiienciamento dos produtos amplificados.
Paralelamente, dois pares de iniciadores foram usados para determinar quais géneros foram
produtores de microcistina no lago Agawam (New York, US) (GOBLER et al., 2007).
Iniciadores especificos para Anabaena e Microcystis desenhados por Vaitomaa et al. (2003) e
especifico para Planktothrix para o gene mcyE desenhados por Rantala et al (2008), foram
usados para confirmar Microcystis como sendo dominante na produgdo de microcistina em

amostras do lago Ontario (New York, US) (HOTTO et al., 2007).
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Iniciadores desenhados para detectar cepas de Planktothrix produtoras de microcistina
foram usados para determinar o qudo abundante genotipos inativos (que estdo presentes, mas
ndo estdo sendo expressos) estdo entre cepas de P. agardhii e P. rubenscens, e em populagdes
de Planktothrix nos lagos Irrsee ¢ Mondsee, na Austria (KURMAYER et al., 2004). Também
trabalhando com cepas de Planktothrix, Mbedi et al. (2005) avaliaram quatro genes mcy e
quatro regides intergénicas para uso como marcadores moleculares para identificagdo destas
cepas. Uma detecgdo especifica foi observada em cepas isoladas e amostras de lagos com
iniciadores mcyE, que foram os melhores marcadores moleculares para Planktothrix
produtoras de microcistina.

Poucos pares de iniciadores tém sido desenhados para detectar simultaneamente genes
biossintéticos, envolvidos na produgdo de microcistina, de diferentes géneros de
cianobactéria. No entanto, resultados conflitantes obtidos utilizando-se iniciadores para
detectar mcyB e mcyD, especificos para Microcystis, no lago Oneida (New York, US)
(HOTTO et al., 2005) ¢ a falta de deteccdo destes mesmos genes em amostras do lago Erie
(New York, US), que continham microcistina (RINTA-KANTO et al., 2005), sugerem a
necessidade de utilizacdo de oligonucleotideos mais universais, que abranjam um maior
numero de géneros ao mesmo tempo. Em ambos os casos, a analise microscopica revelou a
presenga, nos lagos estudados, de outros géneros (Anabaena e Planktothrix) potencialmente
capazes de produzir microcistina e isso poderia explicar os problemas obtidos.

O uso de iniciadores universais ¢ extremamente importante para estudos em amostras
ambientais, que podem conter varios géneros produtores de microcistina. Um par de iniciador
desenhado por Junglblut e Neilan (2006) para mcyE por exemplo, é capaz de detectar cepas
produtoras de hepatotoxina nos géneros Anabaena, Microcystis, Phormidium, Planktothrix,
Nostoc ¢ Nodularia. No entanto, se for necessario a identificagdo final dos organismos
produtores de microcistina na amostra, clonagem e seqiienciamento do produto de PCR sao

requeridos juntamente com outras técnicas moleculares.
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Tabela 1 — Principais marcadores moleculares descritos na literatura, para identificac¢ao e estudo das

cianobactérias produtoras de microcistina.

Organismo alvo Genes Referéncia
Microcystis mcyB Neilan et al., 1999
Microcystis mcyA e mcyB Nishizawa et al., 1999

Anabaena, Microcystis, Nodularia,
Nostoc, Oscilatoria (Planktothrix)

Microcystis
Microcystis

Microcystis
Microcystis
Microcystis
Microcystis
Anabaena, Microcystis,
Nostoc e Plaktothrix

Microcystis

Anabaena e Microcystis
Planktothrix

Anabaena, Microcystis,
Nostoc, Planktothrix, Nodularia

Microcystis

Microcystis
Planktothrix

Anabaena, Microcystis,

Nostoc, Planktothrix, Nodularia,
Phormidium

Microcystis

mcyD, mcyE, mcyF e mcyG

mcyA
mcyB

mcyB
mcyB
mcyA e mcyB
mcyABC

mcyA

mcyB

mcyE

mcyA

mcyD e mcyE

mcyA

mcyC, mcyD, mcyE, mcyG

mcyT, mcyE, mcyA, mcyB e meyTD,
mcyEG, mcyHA e mcyCJ

mcyE/ ndaF

mcyA

Nishizawa et al., 2000

Tillett et al., 2001

Nonneman e Zimba,
2002

Pan et al., 2002
Kurmayer et al., 2002
Foulds et al., 2002

Mikalsen et al., 2003

Hisbergues et al., 2003

Kurmayer e
Kutzenberger, 2003

Vaitomaa et al., 2003

Kurmayer et al., 2004

Rantala et al., 2004

Yoshida et al., 2005

Ouahid et al., 2005

Mbedi et al., 2005

Jungblut e Neilan, 2006

Yoshida et al., 2007
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Hisbergues et al. (2003) determinaram a origem do produto de PCR do iniciador
universal mcyA, usando a técnica de RFLP, que diferenciou os produtores de microcistina em
Anabaena, Microcystis e Planktothrix. A PCR do mcyA e subseqiiente seqiienciamento ou
analise por RFLP tem sido usada para identificar o responsavel pela produ¢do de microcistina
em amostras de lagos e rios (HISBERGUES et al., 2003; RINTA-KANTO ¢ WILHELM,
2006; HOTTO et al., 2007; SAKER et al., 2007a). Além disso, seqiienciamento dos produtos
dos iniciadores gerais mcyA (HISBERGUES et al.., 2003) ¢ PCR do mcyE (JUNGLET e
NEILAN, 2006) foram usados para detectar e identificar Microcystis toxicas em varios
suplementos alimentares (SAKER et al., 2005b; 2007b). Entretanto, se a identificagdo de
organismos produtores ndo ¢ necessaria, o uso de iniciadores universais ¢ um método simples
e sensivel para o monitoramento de agua, para a presen¢a de organismos potencialmente
produtores de microcistina (ANJOS et al., 2006; MANKIEWICZ-BOCZEK et al.,2006).

A PCR convencional pode ser usada principalmente como uma ferramenta para
analise qualitativa do ambiente. Porém, o método ndo permite uma apuracdo quantitativa da
comunidade de cianobactérias, especialmente em locais com baixa quantidade celular
(FOLDS et al., 2002). Porém, existem muitas varia¢des da técnica de PCR, como a PCR em
tempo real, por exemplo, que além de amplificar o DNA alvo também quantifica o DNA

inicial presente na amostra, nos auxiliando em estudos mais complexos.

1.10 PCR em tempo Real — Anélise quantitativa do ambiente

A PCR quantitativa em tempo real ¢ uma técnica relativamente recente com a qual ¢é
possivel obter uma quantificacdo relativa ou absoluta de fragmentos génicos especificos das
amostras a serem analisadas. A quantificacdo absoluta ¢ uma analise caracterizada pela
determinag¢do do numero exato de moléculas de DNA. Essa quantificacdo serd obtida através
da comparacdo com uma curva padrdo, com valores de DNA (ng ou moléculas) pré-
estabelecidos. E uma analise que permite uma facil compreensio dos dados, porém o
estabelecimento de uma curva padrao ¢ mais trabalhoso. Ja a quantificagdo relativa ¢ uma
abordagem mais simples, e indica variagdes quantitativas de uma seqiiéncia alvo quando
comparada a um gene de referéncia. E a mais utilizada para estudos de expressdo génica

(mRNA).



28

O sistema de PCR em tempo real ¢ baseado na detec¢do e quantificacio de um
reporter fluorescente, e a taxa de acumulagdo exponencial do “amplicon” ¢ monitorada pela
emissdo de um sinal de fluorescéncia gerado durante o processo de amplificagdo. O ciclo
inicial (Ct) ¢ o numero de ciclos da PCR em que o nivel de fluorescéncia se torna perceptivel,
indicando o inicio do acimulo exponencial do DNA, baseado em uma curva padrao (a partir
de amostras com concentragdes conhecidas). Duas grandes metodologias, SYBR Green e
Tag-Man estdo disponiveis e sdo as mais utilizadas para estudos com cianobactéria. Ambos os
métodos quantificam o nimero de copias de gene da amostra por comparagao deste Ct com
dilui¢des de uma curva padrdao com quantidades de DNA conhecidas.

SYBR Green I ¢ um corante que se liga a fita dupla de DNA, emitindo uma
fluorescéncia muito maior, cerca de 1000 vezes, do que quando livre na solugdo. Portanto,
quanto maior a quantidade de DNA de fita dupla presente na reacdo maior o sinal de
fluorescéncia do SYBR Green 1. Assim, a quantidade de DNA presente no tubo pode ser
medida. Para auxiliar na especificidade deste corante, ja que se liga a qualquer fita dupla de
DNA, a curva de dissociacdo do produto amplificado pode ser analisada para determinar o
ponto de “melting”, que ¢ a temperatura capaz de separar totalmente a fita dupla de DNA.
Todos os produtos amplificados quando possuirem o mesmo tamanho e contetido de pares de

base terdo um unico ponto de “melting” (VALASEK & REPA, 2005).

Ja a metodologia Tag-Man PCR ou Ensaio da Taq Nuclease (TNA) utiliza um
oligonucleotidio com seqiiéncia especifica marcada com fluorocromo tanto na regido 5’
quanto na regido 3’, para quantificar o nivel de DNA molde inicialmente presente na amostra
(Fig. 6B). A taxa de acumulagdo exponencial do produto amplificado ¢ monitorada pela
quebra do fluorocromo gerando fluorescéncia, durante o processo de amplificagdo (PCR)
(JUNG et al., 2000). Recentemente, essa metodologia foi introduzida para quantificar
genotipos de cianobactérias produtoras de microcistina no ambiente (BECKER et al. 2000;

FOULDS et al., 2002).

Diferengas na eficiéncia de amplificagdo entre a curva padrio e as amostras, que
podem conter inibidores de PCR, podem comprometer a qualidade da amplificacdo. Também,
a sensibilidade da detec¢do pode ser influenciada pelo tamanho do produto da PCR, ja que

quanto menor o produto gerado (em tamanhos de pares de base) maior a eficiéncia da reagao

(RANTALA et al., 2008).
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A principal vantagem da q-PCR com relagdo a PCR convencional ¢ sua capacidade de
quantificagdo do niimero de copias do gene alvo. Aplicagdes rapidas e sensiveis de q-PCR
detectando genes biossintéticos de microcistina tem sido desenvolvido para Microcystis,
Anabaena e Planktothrix (RANTALA, 2007). No entanto, atualmente somente poucas
aplicacdes deste método em estudos ambientais para deteccao de cianobactérias produtoras de
microcistina sdo encontrados na literatura (FOULDS et al., 2002; KURMAYER &
KUTZENBERGER, 2003; VAITOMAA et al., 2003; RINTA-KANTO et al., 2005;
FURUKAWA et al., 2006; YOSHIDA et al., 2007; SHOBER et al., 2007; RANTALA et al.,
2008; LORENZI, 2008).

Uma anélise quantitativa para caracteriza¢do da composi¢ao genotipica em populacdes
no ambiente foi desenvolvida por Kurmayer et al. (2003). Para a quantificacdo da proporgao
do gendtipo produtor de microcistina, esta técnica incluiu diluigdes em série do DNA extraido
de amostras do ambiente e cada passo da dilui¢ao foi analisado por q-PCR, para quantificagao

do gene mcyB.

Ensaios com SYBR Green foram utilizados para determinar variagdes sazonais na
propor¢ao do genotipo mcyA de Microcystis em lagos do Japao (YOSHIDA et al., 2007).
Também utilizando o método SYBER Green, o nimero de copias e proporgdes relativas de
ambos os géneros produtores de microcistina, Anabaena e Microcystis, em dois lagos da
Finlandia, foram estimados com iniciadores géneros especificos mcyE (VAITOMAA et al.,
2003).

Ja ensaios com Tag-man foram utilizados para estimar variagdes na propor¢do de
gendtipos de Microcystis contendo mcyB de um total de cepas do género Microcystis,
presentes em lagos da Alemanha (KURMAYER & KUTZENBERGER, 2003). Utilizando
este mesma idéia, Foulds et al. (2002) diferenciaram e quantificaram cepas de Microcystis
toxicas e nao toxicas, utilizando o gene mcyA, em amostras ambientais. A habilidade deste
método para realizar estimativas quantitativas foi ainda confirmada pelos resultados altamente
consistentes obtidos em trés diferentes laboratorios, usando diferentes instrumentos de
detecgao (diferentes maquinas de PCR em tempo real) (SCHOBER et al., 2007).

No Brasil, um ensaio utilizando um método quantitativo diferente dos citados
anteriormente (LUX-Ligth Upon Extension) foi realizado por Lorenzi (2008). Este método ¢
bem parecido com o da Tag-Man, porém os oligonucleotideos contém apenas uma marcacao
(“reporter”). Em seus estudos, Lorenzi (2008) desenvolveu dois conjuntos de

oligonucleotideos LUX para amplificar simultaneamente por q-PCR fragmentos da regido
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cpe-IGS (PC) e do mcyA em cianobactérias do género Microcsytis. Também neste estudo foi

avaliada a viabilidade econdmica desta metodologia.

Contudo, apesar dos avancos e aprimoramentos desta técnica para estudos
quantitativos ambientais, vemos que no Brasil e também no mundo ainda poucos
pesquisadores fazem uso desta técnica para estudos ambientais. Essa metodologia podera
auxiliar na compreensdao do comportamento das cianobactérias toxicas no ambiente aquatico e

também ajudar no seu monitoramento e controle por companhias de saneamento.
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2.0 OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral

Utilizar métodos moleculares, juntamente com métodos tradicionais, para estudar o
comportamento e distribuicdo de cianobactérias produtoras de microcistina no ambiente
natural e ainda analisar a influéncia de fatores ambientais no aparecimento da toxidez no
ambiente. Além disso, o uso destas técnicas também sera avaliado para sua aplicagdo no

monitoramento ambiental.

2.2 Objetivos Especificos

Estudar a variacdo espacial e temporal de cianobactérias produtoras de microcistina e a

influéncia de fatores ambientais nesta distribuigao;

Verificar a presenca qualitativa e quantitativamente de genotipos mcyD, através de técnicas de
PCR;
Avaliar e comparar os métodos de quantificacdo de cianobactérias toxicas através das analises

de microscopia € moleculares;

Avaliar a utilizacao das técnicas utilizadas no monitoramento ambiental.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho fez parte de um projeto realizado pela equipe do Laboratorio de
Ficologia do ICB - UFMG em colaboragdao com Furnas Centrais Elétricas SA. As coletas e as
analises fisico-quimicas e biologicas foram, portanto realizadas por diversos membros da
equipe e os dados obtidos fazem parte de um banco de dados do laboratério. As andlises

moleculares aqui apresentadas, porém, foram exclusivas deste trabalho.

3.1 Area de Estudo

As coletas de dgua foram realizadas no reservatorio de Furnas (MG), administrado por
Furnas Centrais Elétricas S.A, e que se destina a geragao de energia elétrica. O reservatorio e

os pontos amostrados estdo representados na Fig. 6.

O reservatorio de Furnas situa-se no alto Rio Grande ¢ com seus 1.440 km?® de é4rea
inundada, trata-se do maior reservatério da regido sudeste do Brasil. E formado por dois
grandes "bragos" que correspondem ao Rio Grande e ao Rio Sapucai, medindo cada um deles
aproximadamente 250 km de extensdo. A profundidade méaxima na altura da barragem ¢ de 90
metros ¢ a profundidade média ¢ de 13 metros. O barramento se da alguns quilometros a
jusante da jun¢do dos bracos do Rio Grande e do Rio Sapucai, entre os municipios de Sao

José da Barra e Sao Jodo Batista.

UHE DE FURNAS

Formiga

Fo1l

I-/
Rio Grande
Carme do

Rio Claro

Rio Sapucai >
Campos Gerais

Fig. 6 — Imagem de Satélite demonstrando o Reservatorio de Furnas e os pontos a serem
estudados (FO1, F04, F06, F09, F12, F14, F16, F18, F20 (www.flashearth.com)
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3.2 Coleta de 4gua

Foram realizadas dez coletas de amostras de agua em nove pontos distintos no
reservatorio de Furnas, referentes a diferentes estacdes do ano, nos anos de 2006, 2007 e 2008
(Tab. 2). Foram avaliados diretamente no campo: zona eufOtica, através da medida de
transparéncia da dgua obtida com o disco de Secchi, e posteriormente multiplicando este valor
por 2,5 para obten¢ao da ZE; e temperatura da adgua, utilizando-se uma sonda multiparametros
(YSI 556), realizadas em intervalos de 0,5 m em 0,5m até a profundidade de 2 m, e com

intervalos de 1m até o fundo.

Foram coletados 20L de agua, na profundidade de Secchi com auxilio de uma garrafa
coletora de Van Dorn, para obtencdo de amostras para as analises de nutrientes, fitoplancton,
clorofila, sélidos, DNA ¢ toxinas. Em caso de estratificagdo térmica foi feita uma coleta no

hipolimnio, a 2 metros do fundo.

As amostras para nutrientes foram colocadas em garrafas de 500 mL e congeladas até
o momento da andlise e as de fitoplancton foram colocadas em garrafas de 250 mL e fixadas
com lugol acético para posterior analise no laboratorio. Para as andlises moleculares, clorofila
e solidos em suspensdo, as amostras foram filtradas em duplicata (em média 2L de agua para
DNA e toxinas e 1L para clorofila e sélidos) em filtros de membrana de fibra de vidro (GF
microfiltro 47 mm) e estocadas no freezer, na temperatura de -20°C, até o momento das

analises.

Amostras de dgua foram também coletadas com o auxilio de uma rede de plancton,
com malha de 30 um de tamanho de poro, através de um arraste vertical e horizontal. Deste
material concentrado pequenas aliquotas foram colocadas em meio de cultura, para posterior
isolamento e cultivo de cianobactérias no laboratério. O restante deste material concentrado

foi liofilizado e conservado em freezer a -20°C, para posteriores analises de toxinas.

As andlises de nutrientes foram realizadas por métodos espectrofotométricos, como
descrito em APHA (1995), pela equipe técnica do laboratério de quimica da Estacdo de

Piscicultura e Hidrobiologia de Furnas.
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Tabela 2 - Dados referentes as datas de coletas.

Coleta | Data Ano
1 12 a 15 de Setembro | 2006
2 17 a 20 de Dezembro | 2006
3 8 a 10 de Margo 2007
4 24 a 27 de Abril 2007
5 27 a 30 de Junho 2007
6 02 a 04 de Setembro | 2007
7 17 a 19 de Outubro 2007
8 07 a 09 de Dezembro | 2007
9 21 a 23 de Fevereiro | 2008
10 24 a 26 de Abril 2008

3.3 Analises bioldgicas

Contagem e cultivo

As contagens de fitoplancton foram realizadas em cdmera de sedimentagdo no
microscopio invertido Olympus IX50, no aumento de 1000x através da técnica de Uthermohl
(1958), com o objetivo de se determinar a quantidade de células de cianobactérias presentes
no ambiente e a diversidade de espécies presentes na comunidade fitoplanctonica. Foram
contados até 100 individuos da espécie dominante ou sub-dominante, permitindo trabalhar
com intervalos de confianca de +/- 20% da média, a um nivel de significancia de 95% (LUND

etal., 1958).
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Analise de clorofila a

A analise de clorofila foi realizada de acordo com o procedimento descrito por Nush
(1980). A extracdo da clorofila presente no filtro foi realizada em local com baixa
luminosidade utilizando-se etanol 90%, a 80°C em banho maria durante 10 minutos. Apos
este procedimento, os tubos envoltos por papel aluminio foram guardados na geladeira por 24
horas para completar o processo de extracdo. A quantificacdo de clorofila a foi feita por
espectrofotometria, no comprimento de onda de 665nm com leituras para correcao da turbidez

no comprimento de 750nm.

Analise da Toxina

As andlises de microcistina foram realizadas pelo método ELISA (Enzyme Linked
Immuno-Assay), através de um kit (Abraxis, ADDA Elisa) utilizado para quantificacdo da
toxina. A metodologia seguiu as recomendacdes do fabricante. Os anticorpos especificos
fixados nas paredes de placas com varios pogos (multwells) se ligam a microcistina presente
na amostra, € apds sucessivas etapas ocorre uma reacdo colorida e a concentracdo de
microcistina ¢ inversamente proporcional & intensidade da cor desenvolvida na reacdo com o
substrato. A leitura das amostras foi realizada em um leitor ELISA, ¢ os resultados obtidos

foram comparados com as analises moleculares.
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3.4 Analise Molecular

=>» Extracdo do DNA

Para a extracio do DNA das amostras contidas nos filtros, foi utilizado o
procedimento de extragdo com fenol/ cloroférmio, descrito por Kurmayer et al. (2003), com
algumas modificacdes. Neste procedimento foi utilizada uma solugdo tampao contendo
sacarose, proteinase K e lisozima na etapa de lise celular, e fenol cloroférmio alcool
isoamilico na etapa de extracdo do DNA. Para ressuspensdo e limpeza do DNA foram

utilizados etanol absoluto e etanol 70%, respectivamente.

O extrato de DNA foi quantificado através de espectrofotometro nos comprimentos de
onda de 260 e 280nm que correspondem a DNA e proteina respectivamente. Os resultados
foram expressos em ng/uL e a razdo DNA/proteina foi utilizada para avaliagdo da qualidade

do DNA.

Para a visualizagdo do DNA extraido, 5 uL deste DNA foram analisados em gel de
agarose 1,2%, corado com brometo de etideo. O gel foi submetido a eletroforese (100V)
utilizando-se tampao TBE 0,5X (0,089M TRIS-borato, 0,089M é&cido borico, 0,002M EDTA)
e o DNA avaliado quanto a sua qualidade e quantidade, através da fotodocumentacao do gel

realizada em um aparelho Muti doc-it (UVP) .

= PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) Qualitativa

Iniciadores para a PCR qualitativa

Para verificacdo da presenca de DNA de cianobactérias nas amostras, foi utilizado um
iniciador para a regido intergénica do operon da ficocianina, conhecido como PC-IGS
(cpcBA-IGS), descrito por Neilan et al. (1995). Para o estudo da presenga dos genes
relacionados com a producdo da microcistina, foram desenhados trés pares de iniciadores para

diferentes regides do mcy (Tab. 3).
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O desenho dos iniciadores foi realizado com base nas seqiiéncias disponiveis no
GenBank para trés géneros de cianobactérias: Planktothrix (AJ441056), Anabaena
(AJ536156) e Microcystis (AF183408), utilizando-se o programa de agrupamento de
sequiéncias “Multiple sequence alignment with hierarchical clustering”. Este programa nos
permitiu fazer o alinhamento destas trés cepas de cianobactérias e buscar regides de alta
similaridade para a constru¢cdo dos iniciadores. Posteriormente, foi verificado juntamente ao
banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information), a sensibilidade

destes iniciadores ao grupo das cianobactérias.

Para verificagcdo do funcionamento e sensibilidade dos oligonucleotideos iniciadores,
tanto o da literatura (PC-IGS) quanto os desenhados no laboratorio (mcy), foram realizados
varios testes com culturas de cianobactérias provenientes do banco de culturas do laboratorio

de Ficologia e também com amostras ambientais.

Tabela 3. Iniciadores para ficocianina (PC) e microcistina (mcy) (desenhados neste trabalho)
que serdo utilizados para teste e avaliacdao neste estudo. A substitui¢do da base por X foi feita
porque estes iniciadores ainda ndo foram publicados.

PC-IGS F GGCTGCTTGTTTACGCGACA opCBA (685pb)
PC-IGS R CCAGTACCACCAGCAACTAA Neilan et al. 1995
mcyD F GGAXXXGAAAXXXATGAXXTAC
mcyD (370pb)
mcyD R TATTCCCCAAXXXXGCCATAATTT

McyE F | GGCAAAXXXXXXXXXXXXXTGGCTCAATT
mcyE (550pb)

mcyE R GTXXXXTTTTTTGGGCATXXXXXXXXTTT

mcyG F TGGGXXXXTTTAGAAAACGXXXX
mcyG (390pb)

mcyG R | CXXXXXXTTGGTTAXXXATATCAAGAAXX

Foram realizados testes para os iniciadores com algumas cepas do banco de culturas
do laboratério de Ficologia que compreendem os géneros Microcystis, Radiocystis,

Sphaerocavum, Anabaena e Planktothrix. Depois destes testes, mcyD foi o iniciador escolhido
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devido a sua alta sensibilidade e eficécia, j4 que gerou somente uma banda de amplificagdo e
também conseguiu amplificar todas as amostras testadas. Este iniciador foi utilizado para

avaliagdo de todas as amostras coletadas no reservatorio de Furnas.

Posteriormente a escolha dos iniciadores, foram realizados PCRs de todas as amostras
ambientais. Para cada reacdo foram utilizados 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM do Mix de DNTP,
1.0 U de Taq polimerase, 0.5 pL (10 pmol/uL) de cada iniciador. Diluigdes do DNA
ambiental (20X) foram utilizadas para PCR das amostras ambientais com o objetivo de

diminuir problemas relacionados a inibidores de PCR presentes na agua.

O termociclador My Cycler (Biorad) foi utilizado com as seguintes condigdes: 94°C
por 3 min, 35 vezes de 94°C por 30 seg, 52°C por 30 seg (mcyD) e 50°C por 30 seg (gene PC),
72°C por 40 seg, e extensdo final de 72°C por 2 min. A verificagdo do tamanho dos produtos
resultantes foi feita por comparagdo com o padrio de tamanho molecular de 100pb
(Fermentas), apds submissdo a corrida eletroforética em tampao (TBE 0,5%) em gel de
agarose 1,2%. A fotodocumentagcdo do gel foi realizada na maquina Multi Doc-It UVP,

através de software proprio do aparelho.

= PCR quantitativa (g-PCR)

O método escolhido para a PCR em tempo real neste trabalho foi a quantificacdo
absoluta, que utiliza uma curva de calibracdo ou curva padrdo que contém quantidades de
DNAs conhecidos e que servirdao de base para o calculo da quantidade de DNA das amostras a

serem estudadas.

A curva padrio foi baseada na predeterminacdo de concentracdes celulares da cultura
Radiocystis fernandoi (cepa 75, isolada do reservatorio de Furnas ¢ mantida no banco de
cultura do laboratorio de Ficologia da UFMG), com toxicidade conhecida. Foi realizada
extracdo de DNA desta cultura e posteriormente varias diluicdes com este DNA na amplitude
de 10X (4 diluigdes). A curva padrao foi entdo estabelecida pela relacdo da concentragdo de
DNA conhecida (concentragao celular) com o valor do Ct das amostras diluidas. O nimero de
células de cianobactérias produtoras de microcistina nas amostras foi determinado pelo Ct

obtido com equagdes de regressdo a partir da curva padrao.



39

O ensaio de PCR em tempo real foi realizado utilizando-se o fluorocromo SYBR
green, presente no Kit Power SYBR Green I (Applied Biosystems) que contém também os
reagentes MgCl,, Taq polimerase, DNTPs e referéncia passiva-ROX. Foram utilizados SuL
do reagente Power Sybr Green, 0,3 pL (10pmol/uL) de cada primer,, 1 pL. de DNA diluido
(20X) e agua miliQ estéril, ajustando-se para um volume final de 10 pL. Todas as amostras

foram amplificadas em duplicata.

Para todas as amostras estudadas, tanto de cultura quanto ambientais, foi realizado
uma curva de dissociacdo para verificarmos a existéncia de possiveis amplificados
inespecificos que pudessem atrapalhar nossas analises. Para determinar a temperatura de
desnaturacdo (“Temperature Melting” - TM) dos produtos amplificados das amostras e dos
padrdes, uma analise de fluorescencia da curva de dissociacdo foi realizada depois da PCR
pelo aumento gradual da temperatura de 70°C a 95°C, a uma taxa de 0,1°C. s™'. A Intensidade
da fluorescencia encontrada foi coletada continuamente e convertida em picos (TM) pelo

software utilizado.

Para a q-PCR foi utilizado a maquina StepOne (Applied Biosystems) e as condi¢des
envolvidas no ciclo desta PCR seguiram as orientagdes do fabricante. Para analises dos dados

foi utilizado o programa StepOne Software, version 2.0.

Iniciadores para q-PCR

Para a q-PCR (PCR quantitativa) foi necessario realizar a busca de novos iniciadores,
com tamanhos reduzidos, pois isso permite uma quantificagdo mais eficiente. O desenho dos
novos iniciadores foi realizado com o auxilio de seqiiéncias disponiveis no GenBank

repetindo-se o procedimento descrito anteriormente para a PCR convencional.

Para o iniciador do gene mcyD, foram alinhadas seqiiéncias de diferentes géneros de
cianobactérias (Planktothrix, Microcystis e Anabaena), as mesmas seqiiéncias utilizadas
anteriormente. Para o iniciador para o gene PC (cpcB) foram alinhadas seqiiéncias de varios
importantes géneros de cianobactérias ocorrentes no Brasil: Microcystis (AM778951),
Anabaena (ATCC 29413), Nostoc (NC 003272), Planktothrix (AF212923), Aphanocapsa
(DQO10411), Lyngbya (AJ401187) e Synechococcus (CC9605). Os iniciadores desenhados
geraram fragmentos de tamanhos de 103pb para mcyD e 73pb para PC (Tab. 4).
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Tabela 4. Iniciadores para ficocianina (PC) e microcistina (mcy) (desenhados neste
trabalho) que foram nas analises de Q-PCR. A substituicao da base por X foi feita pois
estes iniciadores ainda ndo foram publicados.

PC-BF GGXXXCACCXCCGGCGXXXG

cpcB (73pb)
PC-BR TXXXXCGATCGCGXXGCTGXXXC
mcyDQ F GCAXXXXXXXAAGAAAXXXCTCC

mcyD (103pb)
mcyDQ R TATTCCCCAAXXXXGCCATAATTT

3.5 Analises Estatisticas

Todos os dados (andlises fisico-quimicas e bioldgicas) foram correlacionados com a

quantidade de genes mcyD no ambiente. Foi realizada a analise de correlagdo de Spearman ja

que os dados nao apresentaram normalidade. Para avaliacdo da significancia dos dados foi

considerado a < 0,05.
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4.0 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo fisico-quimica da agua

A transparéncia da agua, medida com disco de secchi, variou bastante ao longo do
periodo estudado e entre os locais de coleta (Fig. 7), tendo valores maiores no periodo de seca
e menores no periodo de chuva. O brago do Rio Grande apresentou valores médios, entre os
pontos amostrados, variando de 4 m em mar¢o de 2007 e 13 m em setembro de 2007. O braco
do Sapucai apresentou valores médios levemente menores, variando de 3,7 m em dezembro
de 2006 a 12,9 m em junho de 2007. O ponto de amostragem FO1 teve sempre valores de
transparéncia maiores e os pontos FO09 e F20 foram sempre caracterizados pelos menores

valores.

As concentragdes de solidos totais em suspensdo foram maiores em dezembro de
2006, chegando a 9,0 mg.L™ no ponto F09 ¢ 8,8 mg.L" no ponto F20, ¢ valores um pouco
menores no periodo de seca de 2007, variando de 1,05 a 1,65 mg.L'l. As maiores
concentragdes de soélidos em suspensdo foram encontradas nos pontos F09 e F20, que estdo
localizados mais proximos a entrada de rios. Também, os pontos localizados no Rio Sapucai
de uma maneira geral, apresentaram concentragdes mais altas de s6lidos totais, como pode ser

observado na Fig. 8.

A temperatura na profundidade do disco de secchi variou pouco entre os diversos
pontos coletados e também entre as varias estacdes do ano. Sazonalmente, variou entre uma

minima de 20°C nos periodos mais frios € uma temperatura maxima de 27°C no verdo (Fig.

9).

Os resultados das andlises de nutrientes também mostraram a existéncia de uma
tendéncia sazonal no reservatorio de Furnas. Durante os periodos de seca (principalmente os
meses de abril, junho e setembro de 2007) as concentragdes de nitrogénio e fosforo, nutrientes

extremamente importantes para o fitoplancton, foram menores (Fig. 10).
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4.2 Variaveis Biologicas

Clorofila a

Os resultados das andlises de clorofila estdo representados na Fig. 11. Esta variavel
também mostrou a existéncia de diferencas sazonais no reservatorio, sendo que as maiores
concentragdes de clorofila foram registradas nas estagdes mais chuvosas do ano, chegando aos
valores méaximos de 20,9 ug.L" e 33,4 ug.L™" nos meses de Dezembro de 2006 ¢ Fevereiro de
2008, respectivamente. Os pontos de coleta localizados no Rio Sapucai apresentaram maiores

concentracgoes de clorofila, com valores médios variando de 5,56 a 16,32 pg.L'l.
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Fig . 11 - Clorofila no reservatdorio da UHE de Furnas nos periodos amostrados.
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Cianobactéria total - Contagem Microscopio

A concentracao celular de cianobactérias no reservatorio nao revelou uma tendéncia
sazonal clara de aumento ou diminui¢do ao longo do periodo estudado, apesar de observarmos
uma menor concentragio média de células em setembro de 2006 (5.948 cel.mL™") e em Junho
de 2007 (3.559 cel.mL™), periodos mais secos e frios. Os meses de Dezembro de 2007 e
Fevereiro e Abril de 2008, periodos mais chuvosos, apresentaram os maiores valores médios
de abundancia de células, sendo estes 68.480, 152.340 e 36.862 cel.mL’, respectivamente
(Fig. 12A).

Na maioria das coletas, as maiores concentracdes celulares foram observadas nos
pontos amostrados no braco do Rio Sapucai (Fig. 12C). O Ponto F12 apresentou os maiores
valores em quase todos os periodos estudados. O més de fevereiro de 2008 apresentou a maior
densidade de células neste brago do reservatdrio, variando de 174.000 cel.mL™ no F16 a
278.000 cel.mL" no F12. Os géneros encontrados com mais freqiiéncia neste brago foram
Anabaena, Cylindrospermopsis, Microcystis, Radiocystis, Aphanocapsa, Merismopedia e
Cyanodictyon (Tab. 5).

Na regido da barragem da UHF, o ponto FOl foi caracterizado pelos valores
quantitativos mais elevados de células de cianobactérias do que os pontos localizados no
brago do Rio Grande, em cinco das dez coletas realizadas (Fig. 12B). Os valores nestas
regides do reservatorio (Barragem e Rio Grande) variaram de 1.400 cel.mL™" no ponto F04 em
setembro de 2006 a 80.000 cel.mL™' no ponto FO1 em Fevereiro de 2008. Nessa regido do
reservatorio, que possui dguas mais limpidas e transparentes, encontramos uma concentracao
maior de espécies de cianobactérias picoplanctonicas, principalmente dos géneros
Cyanodictyon, Aphanocapsa, Epigloeosphaera, Merismopedia e Aphanotece, que possuem

raros relatos na literatura da presenca e producgdo de toxinas.

Os géneros de cianobactérias potencialmente produtores de microcistina, segundo a
literatura, e que estdo presentes no reservatorio sdo os seguintes: Anabaena, Aphanocapsa,

Coelosphaerium, Microcystis, Planktothrix e Radiocystis.
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Tabela 5: Lista de espécies encontradas no reservatdrio de Furnas e suas ocorréncias no

reservatorio.

Espécies de Cianobactérias encontradas no reservatério de Furnas
Espécies Ocorréncia Espécies Ocorréncia
Anabaena sp Sapucai Merismopedia minima Grande e Sapucai
Anabaena circinalis Sapucai Merismopedia tenuissima Grande e Sapucai

Anabaena planctbnica

Grande e Sapucai

Microcystis aeruginosa

Grande ¢ Sapucai

Aphanocapsa conferta

Grande e Sapucai

Microcystis novasekii

Grande e Sapucai

Aphanocapsa delicatissima

Grande e Sapucai

Microcystis panniformis

Grande e Sapucai

Aphanocapsa elachista

Grande e Sapucai

Microcystis protocystis

Grande e Sapucai

Aphanocapsa CF planctonica

Grande e Sapucai

Microcystis wesenbergii

Grande e Sapucai

Aphanocapsa grevillei Grande e Sapucai Microcystis spl Sapucai
Aphanocapsa holsatica Grande e Sapucai Microcystis sp2 Sapucai
Aphanocapsa incerta Grande e Sapucai Planctonema sp Sapucai

Aphanothece bachmannii

Grande e Sapucai

Planktothrix agardhii

Grande e Sapucai

Aphanotece minutissima

Grande e Sapucai

Planktothrix suspensa

Grande e Sapucai

Aphanothece nidulans

Grande e Sapucai

Planktolyngbya brevicelular

Grande e Sapucai

Aphanotece stagnina

Grande e Sapucai

Planktolyngbya limnetica

Grande

células isoladas de Chroococcales

Grande e Sapucai

Pseudanabaena catenata

Sapucai

Chroococcus aphanacapsoides

Grande e Sapucai

Pseudanabaena mucicola

Grande e Sapucai

Chroococcus dispersus

Grande e Sapucai

Pseudanabaena sp

Sapucai

Coelosphaerium minitissimum

Grande e Sapucai

Radiocystis fernandoi

Sapucai

Cyanodictyon imperfectum

Grande e Sapucai

Radiocystis geminata

Grande e Sapucai

Cylindrospermopsis raciborskii

Grande e Sapucai

Sphaerocavum brasiliense

Sapucai

Epigloeosphaera brasilica

Grande e Sapucai

Synechocystis sp.

Sapucai

Lyngbya hieronymusii

Grande e Sapucai

Synecococcus sp

Grande e Sapucai

Merismopedia glauca

Grande e Sapucai
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Fig. 12 - Abundancia de cianobactérias (quantificagdo por microscopia) no reservatério da UHE de Furnas nos periodos e pontos amostrados.
A Representagao geral de todos os pontos estudados; B e C Quantificagdao nos pontos do brago do Rio Grande e Sapucai, respectivamente.
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Andlise de Toxina — Teste Elisa

Com o teste ELISA, foi possivel registrar a presenca de microcistina na 4gua em todos

os pontos e épocas estudadas, com excecao do ponto FO1 em Setembro de 2006.

No brago do Rio Grande, as maiores concentragcdes de microcistina foram encontradas
nos meses de dezembro de 2006, marco de 2007 e fevereiro e abril de 2008, todas no ponto
F09. Ja no Rio Sapucai, os periodos com maiores valores desta toxina foram margo e
setembro de 2007 e fevereiro de 2008, sendo os maiores valores encontrados no més de

setembro (Fig. 13B).

Ja no Rio Sapucai, foram registrados as maiores quantidades de microcistina, com
médias variando de 0,17 pg.L" em abril de 2007 ¢ 2,36 pg.L"' em setembro de 2007. Foi
registrado uma concentracdo mais elevada desta toxina no ponto F18 de Setembro de 2007,
chegando a 5,6 pg.L™". Por outro lado, no brago do Rio Grande, os valores médios variaram de
zero no més de Setembro de 2006, a um valor médio maximo de 0,05 pg.L™' no més de margo

de 2007, valores estes bem menores que os encontrados no Sapucai (Fig. 13 A).
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Furnas nos periodos e pontos amostrados nos dois diferentes bragos do
reservatorio.
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4.3 Anélises Moleculares

PCR Convencional

O oligonucleotideo iniciador mais especifico, que gerou melhores bandas e amplificou
todas as culturas estudadas foi o mcyD, que, portanto, foi escolhido para o trabalho com as

amostras ambientais.

Os resultados da PCR das amostras ambientais podem ser visualizados na Fig. 14. O
iniciador PC-IGS nem sempre gerou produtos de amplifica¢do, principalmente no ponto F20.
No entanto, produtos de mcyD podem ser visualizados em quase todas os pontos amostrados,
quase sempre com bandas menos visiveis nos pontos do Rio Grande. Nos meses de margo,
setembro e outubro de 2007 e abril de 2008 foi possivel visualizar produtos de amplificacao
em todos os pontos amostrados, mas uma quantidade maior de produtos pode ser visualizada

nos meses de dezembro de 2006, abril e outubro de 2007 e abril de 2008.

Os resultados obtidos com este método indicaram a presenga de cepas potencialmente

produtoras de microcistina em quase todo o reservatorio.
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Fig. 14 - Produtos de amplificagdo para os iniciadores PC-IGS e mycD nas estagdes de coletas e em todos os periodos amostrados no Reservatorio da
UHE de Furnas. Gel de Agarose 1,2%, corado com brometo de etideo.
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PCR quantitativa

Eficiéncia dos Iniciadores e Curva Padrao

A curva padrao foi obtida utilizando-se cinco dilui¢des do DNA extraido da cultura de
Radiocystis fernandoi e variou de 3 x 10° células a 30 celulas por reagio. Os iniciadores cpcB
e mcyD foram utilizados para desenvolver a curva padrdo. Ambos os iniciadores tiveram Cts
bem parecidos para as varias dilui¢des utilizadas, com um Ct variando entre minimo de 16 e

maximo de 30.

O teste de eficiéncia com esta cultura para ambos os iniciadores revelou uma
eficiéncia em torno de 100% demonstrando a confiabilidade e eficiéncia destes

oligonucleotideos iniciadores, tornando assim possivel sua utilizacdo em estudos ambientais

(Fig. 16 ¢ 17).

Para o gene mcyD, a andlise do pico de dissociagdo (“melting”) mostrou que nao
houve formagdo de dimeros de primers e todos os picos foram encontrados na temperatura de
77,1°C (Fig. 15A). Porém, para o iniciador cpcB os picos foram encontrados na temperatura
de 78,8°C para os padrdes e algumas amostras, ¢ na temperatura de 81,5°C para outras
amostras ambientais (Fig. 15B).
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Fig. 15 - Curva de dissociagdo dos iniciadores mcyD (Figura A) e cpcB (Figura B) para
Radiocystis fernandoi (75). A seta indica a presencga de um tinico pico para ambos iniciadores.
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Fig. 16 - Teste de Eficiéncia do oligonucleotideo iniciador mcyD para quantificagdo do
gene mcyD da Radiocystis fernandoi 75, demonstrando o “threshhold cycle” (Ct) para as
cinco diferentes diluigdes utilizadas. A Grafico de amplificagdo; B Curva padrdo com as
seguintes caracteristicas: Inclinagdo: -3,314 r2: 0,994 Ef%: 100,353.
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Fig.17- Teste de Eficiéncia do oligonucleotideo iniciador cpcB para quantificagdo da
Radiocystis fernandoi (cepa 75), demonstrando o “threshold cycle” (Ct) para as cinco
diferentes dilui¢cdes utilizadas. A Grafico de amplificagdo; B Curva padrio com as
seguintes caracteristicas: Inclinagdo: -2,814 r’: 0,99 Ef%: 126,682.
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g-PCR e o Picoplancton

Os primeiros resultados da PCR quantitativa para o gene cpcB ¢ mcyD, com
amostras ambientais, mostraram numeros bastante elevados para o gene cpcB e
proporcionalmente muito baixos para o gene mcyD (Fig. 18 C a F). Comparando estes
resultados quantitativos com os dados obtidos através da contagem microscopica de células de
cianobactérias, podemos observar a existéncia de uma grande diferenca quantitativa entre as
duas metodologias (q-PCR do gene cpcB e contagem de células de cianobactérias no
microscopio), sendo os dados obtidos por microscopia sempre muito inferiores. Além disso, o

valor de cpcB com relagdo a mcyD foi muito mais elevado, em ambas as amostras analisadas.

As analises realizadas foram efetuadas em amostras coletadas em filtros (ver
metodologia para detalhes). No entanto, decidimos realizar um teste, repetindo as analises em
algumas amostras coletadas com uma rede de plancton e liofilizadas. A coleta com rede ¢ uma
coleta seletiva, no sentido que células pequenas ndo serdo retidas. A comunidade
fitoplanctonica coletada com este método difere, portanto, da comunidade coletada com
filtros, que, ao contrario, retém todas as particulas <0,7 um (ou até menores apos a saturagao).
O objetivo do uso das amostras de rede para as analises, foi de eliminar células menores, e
possivelmente nao toxicas, mantendo a comunidade de espécies nanoplanctdnicas, conhecidas

por serem as potenciais produtoras de toxinas.

Os resultados mostraram que existem diferengas muito grandes quando utilizamos o
material proveniente da coleta com rede ou o material coletado em filtros. Esta diferenga entre
a quantificacdo de cianobactérias através da Q-PCR do cpcB e da contagem no microscopio
pode chegar a valores de até¢ 10 vezes ou mais em alguns pontos estudados. A Fig. 20 A ¢ B,
mostraram que a proporcao entre o gene cpcB presente em toda comunidade de cianobactérias
e o gene mMcyD, nas coletas realizadas em setembro e dezembro de 2006 originaram valores de
proporc¢ao de genotipos tdxicos muito baixos, variando de 0,06 a 1,62% da presenga de mcyD
em toda a comunidade de cianobactéria. Este resultado aponta para uma grande porcio da
comunidade que ndo produz toxinas. Quando as analises foram realizadas com as amostras
liofilizadas de julho de 2006 (Fig. 18 A e B e Fig. 19), esta propor¢do aumentou para valores
entre 0,5 a 55%, evidenciando, com este método de coleta, a selecdo de espécies maiores, que,
confirmando os dados de literatura, sdo as principais responsaveis potenciais pela produgado de

toxinas.
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A partir destes resultados, decidimos ndo utilizar mais o gene cpcB como
estimativa para determinar a porcentagem de cianobactérias no ambiente, pois, para o
reservatorio de Furnas, os valores encontrados incluiriam uma grande quantidade de células
de organismos pequenos (picoplancton), os quais mostraram nao ter grande influencia na
toxidez potencial deste grupo. Para estudarmos as mudangas que ocorrem naturalmente na
porcdo potencialmente toxica da comunidade de cianobactérias, optamos, portanto por utilizar
a contagem no microscopio de todas as espécies consideradas capazes de produzir
microcistina. Estas espécies foram escolhidas através de revisdo da literatura cientifica

disponivel.
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Fig. 19 — Q-PCR dos genes mcyD e cpcB das amostras liofilizadas coletadas com rede de
Fitoplancton no més de Jul de 2006. As porcentagens apresentadas para cada ponto sdo
referentes a propor¢do do gene mcyD com relagdo ao cpcB total.
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Fig. 20 — Relagdo dos dados de Q-PCR dos genes mcyD e cpcB e do microscopio
(Cianobactérias totais e Cianobactérias potencialmente produtoras de microcistina). As
porcentagens apresentadas para cada ponto sdo referentes a propor¢do do gene mcyD com
relagcdo ao cpcB total. A Setembro de 2006; B Dezembro de 2006.
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Quantificacdo do mcyD em amostras ambientais

A andlise da curva de dissociagdo revelou a existéncia de um Unico produto de
amplificacdo em todas as amostras analisadas. Os iniciadores utilizados foram bastante
sensiveis e conseguiram detectar valores abaixo de 10 cels por reagdo nas amostras

ambientais.

Esta analise registrou a existéncia do gene mcyD em todas as amostras analisadas, e
em alguns casos foram encontrados valores bastante baixos. Por exemplo, as amostras F04 e
F09 de junho de 2007, FO6 de setembro de 2007, FO4 e FO09 de outubro de 2007, FO1, F04,
F06 ¢ F09 de fevereiro de 2008 apresentaram valores muito altos de Ct, e portanto uma
quantificagdo do gene muito baixa. Estes valores tdo baixos ndo devem ser analisados em
termos absolutos, mas sim devem ser interpretados como indicativos da existéncia de
populacdes toxicas em densidades muito baixas. As amostras nas quais a presenca do mcyD
foi quantificada, mostraram que nao existe uma tendéncia sazonal de aumento ou diminuicao

deste gene no ambiente .

Entretanto, foi verificado uma quantidade maior do mcyD no brago do Rio Sapucai,
onde sempre foi maior a densidade de células de cianbactérias da ordem Chroococales, grupo
conhecido por conter varios géneros relacionados com a produgdo de microcistina. No brago
do Rio Grande, onde a comunidade de cianobactérias ¢ muitas vezes dominadas por espécies
picoplanctonicas, a presenca de genes toxicos poderia estar relacionada principalmente ao

género Aphanocapsa, que foi observado em grande quantidade neste local.

No Rio Sapucai, o ponto F18 apresentou as maiores quantidades celulares com a
presenga do gene mcyD na maioria dos meses analisados, com menores valores em abril de
2007 (42 cel.mL™) ¢ os maiores em outubro de 2007 (36.000 cel.mL™) (Fig. 21B). O ponto
F20 apresentou os menores valores para este braco, com valores variando entre 6 cels.mL™
em setembro de 2007 e 2.000 cels.mL™ em fevereriro de 2008. J4 no Rio Grande (Fig. 21A),
o F06 teve maiores valores de células com presenga do mcyD na maioria das coletas, variando
de 0,13 cel.mL™" em fevereiro de 2008 a 600 cels.mL"' em dezembro de 2007, enquanto que
no FOI em geral temos os menores valores encontrados para todo o reservatorio, variando

entre 0,07 cels.mL™" (fevereiro de 2008) e 163 cels.mL™ (abril de 2008).
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Na Fig. 22 podemos observar as relacdes entre a concentragao do gene no ambiente
relativa a densidade de células de espécies de cianobactérias potencialmente toxicas. Essas
relacdes foram muito variaveis e também ndo mostraram correlacdes com os fatores
ambientais estudados. O Rio Grande apresentou as menores porcentagens. O ponto FO1
apresenta porcentagens pequenas de mcyD, com excecdao do més de margo, onde mais da
metade da populagdo toxica continha o gene mcyD. Os demais pontos do Rio Grande

mostraram uma varia¢ao muito grande desta relacao ao longo do periodo estudado.

No Rio Sapucai a variagdo também foi muito grande entre os cinco pontos estudados.
No F18, por exemplo, temos valores muito pequenos no més de setembro de 2007 e fevereiro
de 2008 e valores extremamente altos nos meses de outubro de 2007 e abril de 2008, quando a
comunidade toxica apresentadando o mcyD chegou a ser 100% do total de células de

cianobacterias.

A comparagao dos métodos q-PCR vs ELISA e g-PCR vs PCR qualitativa podem ser
visualizadas nas Figs 23 e 24, respectivamente. Para a primeira relagdo descrita aqui, no geral
ha uma correlagao positiva (Rho 0.65, p < 0.0001) entres os dados encontrados. No entanto,
em alguns pontos essa relagdo se mostra contraria. Com relagdo as duas PCRs realizadas, a
quantitativa foi mais sensivel do que a qualitativa, ja que foi detectada a presenca de mcyD em

todas as analises quantitativas, € 0 mesmo ndo ocorreu com a PCR convencional.
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5.0 DISCUSSAO

5.1 Os Parametros Fisico-Quimicos e Bioldgicos e a Sazonalidade do Reservatorio

Nossos estudos revelaram a existéncia de sazonalidade para algumas varidveis
estudadas. No periodo seco e de inverno, foram registradas as menores temperaturas, €
menores concentragdes de nitrogénio e fosforo, assim como menores concentracdes de
clorofila. Figueredo & Giani (2001) e Giani et al. (1988) também encontraram diferengas
sazonais, estudando estas mesmas variaveis na Lagoa da Pampulha (MG). Assim como
ambientes temperados, os tropicais também sofrem mudancas climaticas sazonais
(especialmente relacionadas a precipita¢dao), que induzem modificacdes das caracteristicas

fisico-quimicas da agua (HOOKER & HERNANDEZ, 1991; COSTA & SILVA, 1995).

A temperatura da 4gua encontrada em nosso estudo ndo apresentou grandes oscilacdes.
De acordo com Figueredo & Gani (2001), oscilagdes na temperatura em ambientes aquaticos
tropicais ndo sao muito altas. Também, trabalhos realizados em ambientes aquaticos tropicais
geralmente encontraram uma variagao sazonal de pequena amplitude na temperatura da agua

(GIANI et al., 1988; GUNKEL et al., 2000; MAIA-BARBOSA et al., 2008).

A transparéncia da dgua foi maior na estacdo seca como conseqiiéncia de um periodo
de chuvas reduzidas e baixa densidade de fitoplancton. Chuvas normalmente carregam
particulas para os corpos d'agua, diminuindo a transparéncia da dgua neste periodo. Também,
a quantidade de nutrientes na agua ¢ influenciada pela chuva, que carreiam principalmente
nitrogénio e fosforo para o ambiente. Essa diferenca sazonal também foi encontrada nos

trabalhos de Maia-Barbosa et al. (2008).

Com relagdo a quantidade de cianobactérias, altos valores de nimero de células foram
detectados no final da estacdo chuvosa. De acordo com Margalef (1994), regides com
oscilagdes climaticas sazonais mostram uma diversidade do ecossistema governada por
modificagdes ciclicas. A chuva € possivelmente a principal razao para as variagdes sazonais

(HUSZAR & REYNOLDS, 1997) observadas aqui, para todos os aspectos estudados.



67

Os pontos do rio Sapucai, que apresentaram valores mais elevados de nutrientes e
clorofila a, estdo proximos a cidades maiores da regido, e recebem grande parte da descarga
de esgoto delas. Em Boa Esperanga, por exemplo, cidade proxima a represa, floragdes de
cianobactérias sdo observadas freqiientemente, provavelmente devido ao enriquecimento da
agua pelo esgoto da cidade, langado no ambiente (Fig. 1). Além do mais, durante as coletas
foi possivel observar muitas atividades agropecudrias no entorno da represa, contribuindo
com o processo de eutrofizacdo da represa. A regido do brago do Sapucai ¢ caracterizada
como mesotrofica (CAMPOS, 2007). Em outros Reservatorios do Brasil como Barra Bonita,
por exemplo, também vem sendo registrado um aumento de nutrientes, acelerando o processo
de eutrofizagdo destes sistemas (CALIJURI & DOS SANTOS, 1996; CALIJURI, 1999). O
aumento da concentragdo de fosforo e nitrogénio na 4dgua ¢ resultado principal das atividades
humanas como industrias, rejeitos domésticos, areas de agricultura e pecuaria (CALIJURI &

DOS SANTOS, 2001).

Embora nossos dados mostrem que a ocorréncia de floragcdes densas seja um evento
raro no Reservatorio de Furnas, os valores de clorofila e a presenga de cianotoxinas apontam
para um risco potencial para os animais que vivem ou se alimentam neste ambiente e também

para os seres humanos que utilizam este reservatorio para recreacdo e alimentacao.

5.2 Relagao dos Parametros Estudados com Gendtipos mcyD

Muitos estudos fazem uma relagdo entre a dindmica e ecologia de cianobactérias com
as mudancgas nos fatores fisioquimicos (nutrientes, luz e temperatura), que poderiam entao
influenciar o crescimento de cianobactérias no ambiente aquatico (WHITTON & POTTS,
2000). Porém, enquanto que as condi¢des para proliferacdo de cianobactérias sdo bem
entendidas, os fatores de dominancia das cepas toxicas em relagdo as ndo tdxicas ndo sdo
(WHO, 2003). Neste estudo algumas variaveis fisico-quimicas e biologicas (Clorofila a,
fosforo total, e microcistina) parecem influenciar significativamente a quantidade de genes
mcyD no ambiente, mas nenhum deles pareceu afetar a composi¢ao genotipica (porcentagem

de cepas toxicas e de ndo toxicas).

Giani et al. (2005) observaram que com o aumento de fosforo no ambiente, a

porcentagem de cianobactérias no total de biomassa fitoplanctonica aumentava e que
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proporcionalmente aumentava também a possibilidade de se encontrarem espécies toxicas,
significando que em ambientes eutréficos ¢ maior a chance de existirem floragdes e delas
serem toxicas. Isso pode nos auxiliar na compreensao da correlacdo positiva de fosforo com

genes mcyD, apesar de ndo ter sido uma correlagéo forte (rho 0.26).

Alguns estudos utilizando a q-PCR para verificar a influéncia dos fatores ambientais
nas mudancas temporais das populacdes toxicas e nao toxicas de cianobactérias, observaram
uma correlacdo positiva significativa entre nitrogénio (nitrogénio total ou nitrato) com a
porcentagem de genotipos toxicos no ambiente (YOSHIDA et al., 2006; RANTALA et al.
2006). Rantala et al. (2006) também encontraram que pH e aumento da area da superficie do
lago estdo relacionados positivamente com genotipos toxicos no ambiente. No entanto,
Yoshida et al. (2006) ndo encontraram essa correla¢do para os fatores temperatura e fosforo.
VEZIE et al. (2002) demonstraram que concentragdes baixas de nutrientes favoreceram o
crescimento de duas cepas de M. aeruginosa ndo produtoras de microcistina com relagdo a
duas outras cepas produtoras. Rantala et al. (2006), porém, observaram que um aumento na
concentracdo de fosforo estava relacionado com maior producdo de microcistina, mas
aparentemente ndo com o aumento de gendtipos toxicos. Em nosso estudo porém essas
relagdes ndo puderam ser confirmadas e mais pesquisas sdo necessdrias para verificar e

comprovar a existéncia destas relagdes no nosso ambiente.

Chorus (2001) encontrou que a concentragao de microcistina na agua ¢ determinada
primariamente pela biomassa de cianobactérias produtoras de microcistina, embora a
influéncia de fatores ambientais ndo possa ser descartada. Entretanto, embora o contetido
celular de microcistina seja quase constante ao longo do seu crescimento (ORR & JONES,
1998), fatores como temperatura, intensidade luminosa, concentragdes de nutrientes, pH e
tragos metalicos sdo encontrados influenciando a producdo de microcistina em condi¢des de
laboratorio (SIVONEN & JONES, 1999; DUY et al., 2000, CHORUS, 2001). Em nosso
trabalho, a quantidade de microcistina encontrada foi correlacionada positivamente com as
quantidades de cianobactéria total (rho = 0.39), gene mcyD (rho 0.65), clorofila a (rho 0.79)
e fosforo total (rho 0.25). Portanto, podemos afirmar que a quantidade de cianobactérias
influencia a quantidade de microcistina produzida, e por outro lado o fosforo deve estar

influenciando o maior aparecimento de cianobactérias toxicas.

Outras variaveis, que ndo foram estudadas aqui, também podem influenciar a

composi¢ao genotipica e toxidez do ambiente. Alguns estudos sugerem que cianofagos (virus
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que atacam cianobactérias) sdo responsaveis pelo controle de cianobactérias, principalmente
do género Microcystis. Yoshida et al. (2008) utilizaram a q-PCR para estudar a dindmica de
populagdes de Microcystis aeruginosa toxicas (mcyA) e ndo toxicas (PC-IGS), de abril a
dezembro de 2006, e sua relagdo com cianofagos presentes em lagos Japoneses. A abundancia
de cianofagos foi negativamente correlacionada com a abundancia de M. aeruginosa. Essas
observacdes sugerem que cianofagos sdo importantes fatores determinando as mudancas

sazonais das cepas toxicas de Microcystis no ambiente.

Mais estudos isolados sdo requeridos para avaliar as diferencas ecologicas reais de
ambas as populacdes toxicas e ndo toxicas e os fatores que influenciam a producdo da

microcistina.

5.3 Composicao Especifica e Producéo de Toxina

As cianobactérias picoplanctonicas apareceram com muita freqiiéncia nas amostras
estudadas e principalmente dominam a regido do rio Grande. Apesar disso, a quantidade de
espécies toxicas, geralmente ndo associadas ao picoplancton, também foi bastante
significativa, principalmente na regido do rio Sapucai. Neste trabalho, a producdo de toxina
foi associada aos géneros geralmente citados pela literatura como tal. Existem poucos relatos
de produgdo de microcistina por Aphanocapsa incerta (DOMINGOS et al., 1999;
SANT’ANNA et al., 2004). Porém, como esse gé€nero aparece muito nas nossas amostras e
muitas vezes em amostras com alta quantidade de genotipos toxicos e toxina, € ndo aparece
nenhuma outra espécie potencialmente produtora, nos consideramos neste trabalho o género
Aphanocapsa entre os potenciais produtores de microcistina. Os géneros potencialmente
produtores mais comuns no reservatorio de Furnas sdo Aphanocapsa, Microcystis e
Radiocystis. No estudo de Rantala et al. (2006), em lagos oligotroficos e mesotroficos,
Microcystis e Planktohrix prevaleceram, e apareceram juntas em varios destes lagos. Estes
mesmos autores, ndo encontraram cepas toxicas em alguns lagos oligo ¢ mesotroficos. No
entanto, em lagos eutroficos e hipereutroficos, cepas toxicas sempre foram registradas e na
maioria deles os trés géneros (Anabaena, Microcystis e Planktothrix) foram encontrados
juntos (Rantala et al., 2006). Em nossos estudos estes trés géneros de cianobactérias nunca

apareceram na mesma amostra, mas em algumas ocasioes dois deles apareceram.
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Os métodos utilizados aqui para detec¢ao de toxinas revelaram uma quantidade maior
de microcistina no bragco do Sapucai. Foi encontrada uma correlagdo positiva significativa
entre a quantificagdo realizada pelo ELISA e pela g-PCR (rho 0,65), nas amostras analisadas,
evidenciando que a existéncia do gene no ambiente indica a existéncia também da toxina. Esta
correlagdo também foi encontrada por Yoshida et al. (2008) no lago Mikata, onde a
concentragdo de microcistina teve uma relagdo positiva estatisticamente significante com o
numero de copias de mcyA, e também por Oberholster et al. (2008) que utilizou os genes
mcyB e mcyD para estudos com culturas. Furukawa et al. (2006) mediu a concentracdo de
toxina na adgua e a quantidade de genes toxicos e também encontrou uma correlagcdo bastante
significativa entre estas duas medidas, indicando que a PCR quantitativa pode ser usada para
uma estimagdo aproximada da toxicidade em amostras de lagos. No entanto, foi observado
também que os resultados obtidos usando PCR em tempo real nem sempre refletem a
concentracdo de toxinas na dgua porque a quantidade de produtos transcritos variam com o

estado fisiologico da célula (FURUKAWA et al., 20006) .

5.4 Analises Moleculares

Inicialmente, em muitas de nossas amostras ndo obtivemos sucesso na amplificacao
por PCR. Quando aumentamos a diluicdo do DNA destas amostras, a amplificagdo aconteceu
e, portanto atribuimos o problema a inibidores presentes no ambiente e/ou residuos da
extragdo de DNA. Rantala et al. (2008) sugeriu que a fraca amplificagdo pela g-PCR em
algumas de suas amostras era devido a sensibilidade da polimerase a inibidores presentes na
agua. Impurezas como acido himico estio comumente presentes em amostras ambientais e
podem decrescer a sensibilidade da PCR (RANTALA et al., 2008). Substancias humicas sdo
uma mistura de complexos polifenolicos produzidos durante a decomposicdo de matéria
organica e podem estar presentes em amostras provenientes do ambiente aquatico ou do solo.
Também substancias que inibem atividade enzimatica estdo presentes em muitos materiais de
interesse e podem prejudicar a PCR (KREADER, 1996). Uma possivel fonte de contaminagao
dos DNAs deste estudo ¢ o método de extragdo de DNA das amostras, ja que foi utilizado
proteinase K, e proteases adicionais e endogenas sdo possiveis fontes de inibidores da PCR
(KREADER, 1996). Em muitos casos, no entanto, as substancias inibidoras sao

desconhecidas.
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O nosso trabalho ¢ o primeiro a utilizar um iniciador para a regido mcyD para analises
quantitativas. Os iniciadores desenhados aqui, tanto para PCR qualitativa quanto para a
quantitativa, se mostraram bastante eficientes. Eles foram capazes de gerar fragmentos de um
unico tamanho e também conseguiram abranger uma grande quantidade de espécies diferentes
presentes no banco de cultivo do laboratorio. Varios autores também conseguiram sucesso
utilizando oligonucleotideos para vérias regides do mcyD, conseguindo separar genotipos
toxicos dos ndo toxicos em amostras ambientais (NISHIZAWA et al., 2000; KAEBERNICK
et al., 2000; BAKER et al.., 2001; RANTALA et al., 2004; RINTA ¢ KANTO et al., 2005;
HOTTO et al., 2005; OUAHID et al., 2005; OUELLETTE et al., 2006). No entanto, poucos
iniciadores mcyD sdo desenhados para alcancar toda a comunidade toxica (MANKIEWICZ-
BOCZEK et al., 2006; RANTALA et al., 2004) ¢ abordagens como essas sdo necessarias, ja
que a co-ocorréncia de varios produtores de microcistina, especialmente em agua doce, €
bastante freqiiente (VEZIE et al., 1998; VAITOMAA et al., 2003; RINTA-KANTO et al.,
2006; RANTALA, 2007).

Em geral, cepas nao toxicas ndo contém genes mcy (NEILAN et al. 1999; TILLET et
al, 2001). No entanto, algumas cepas podem ter fragmentos de genes sintetase de microcistina
ou mutagoes dentro desses genes (NEILAN et al. 1999; KAEBERNICK et al., 2001; TILLET
et al, 2001). Essas cepas podem ser amplificadas com iniciadores mcy, embora ndo estejam
aptos a produzir toxinas. No entanto, uma correlacao positiva significante entre a soma de
namero de copias do mcyE de Microcystis e Anabaena ¢ a concentragdo de microcistina,
indicou que cepas nao toxicas dos lagos Tuusulaniarvi e Hiidenvese ndo sdo numerosas e nao

apresentam genes mcy. Em nosso trabalho falso-positivos também ndo foram registrados.

O mcyD ¢ responsavel pela codificagdo dos dominios sintase de B-Ketoacyl e
acetiltransferase da microcistina. Uma regido deste gene mais conservada foi escolhida para o
estudo dos genotipos toxicos no Reservatorio de Furnas, ja que queriamos abranger a grande
maioria das espécies produtoras de microcistina presentes. A constru¢do deste iniciador foi
realizada com base nas seqiiéncias de varios géneros (citados anteriormente) relatados na
literatura como produtores de microcistina, objetivando o alcance da maioria da populagdo
produtora de microcistina. Rantala et al. (2004) também desenhou oligonucleotideos

iniciadores para esta regido com este mesmo objetivo.

Com o uso de iniciadores mcy mais gerais nao ¢ possivel identificar quais organismos

(gé€neros) sdo os responsaveis pela producido de toxina no ambiente trabalhado. No caso do
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monitoramento, quantificar as cianobactérias produtoras de microcistina, de uma forma geral
seria interessante ja que fornece informacdes valiosas sobre determinado ambiente. No
entanto, muitos métodos de monitoramento precisam ser género-especifico, ja& que a
diversidade de formas (unicelular, colonial ou filamentosa) e adaptacdes (aerdtopos) das
cianobactérias sdo enormes ¢ essa identificagdo pode facilitar o monitoramento e controle
destes organismos. Entretanto, algumas técnicas moleculares como DNA-Chip (RANTALA
et al., 2008), clonagem e seqiienciamento (JUNGBLUT & NEILAN, 2006) ¢ RFLP
(HISBERGUES et al., 2003) ajudam nesta identificagdo, e podem auxiliar bastante se o

objetivo do trabalho for esse.

Para o controle da presenga de cianobactérias na agua, amplificacdes da regido génica
PC-IGS, foram realizadas. O operon PC possui uma regido de espago intergénico entre dois
genes, cpcB e cpcA, que ¢ uma regido hipervariada e auxilia na identificacdo de diferentes
linhagens de cianobactérias (BOLCH et al., 1996; NEILAN et al., 1995). O iniciador
utilizado neste trabalho amplifica esta regido génica e foi descrito por Neilan et al. (1995). No
entanto, ndo obtivemos amplificagdo em todas as amostras para esse gene apesar de
encontrarmos cianobactérias em todas as amostras. Este iniciador ¢ bastante utilizado por
pesquisadores do mundo inteiro (NEILAN et al., 1995; BARKER et al., 1999; TILLET et al.,
2001; SILVA, 2006; ANJOS et al., 2006; YOSHIDA et al. 2007, SAKER et al., 2007;
SHOBER et al. 2007), ¢ problemas como os encontrados aqui ja foram relatados em outros
estudos também (SILVA, 2006). Este problema pode estar relacionado com o fato de que
estes iniciadores foram construidos a partir de seqiiéncias disponiveis no Genebank em 1995,
cujo numero era limitado e ndo incluia nenhuma linhagem de cepas brasileiras (SILVA,

2006).

O iniciador cpc-B desenhado neste trabalho para a PCR quantitativa, alcanca uma
regido gendmica do gene PC muito conservada e portanto atinge grande parte das
cianobactérias presentes nas amostras. Entretanto, devido a dominancia do picoplancton no
reservatorio de Furnas, utilizamos este iniciador somente para algumas amostras e estes dados
nao foram levados em consideracdao na porcentagem da populagdo toxica do ambiente, ja que
os dados de cpc-B ficaram muito distantes dos dados do microscopio e a propor¢ao de

genotipos toxicos no ambiente ficaram muito baixas.

Em nossos resultados quantitativos com o gene PC ndo encontramos correlagdo

positiva com a contagem microscopica. Entretanto, Yoshida et al. (2008), em seu trabalho
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com o género Microcystis encontraram essa correlagdo. Estes mesmos autores relataram, no
entanto que os valores quantitativos do gene PC foram de 3 a 200 vezes maiores que oS
observados no microscopio. Em nossos resultados encontramos que a quantidade do gene PC
foram de 2 a 90 vezes maiores que as quantidades de cianobactérias encontradas na contagem
celular. Em um tnico caso encontramos essa contagem com uma amplitude 700 vezes maior.
Isso pode estar ligado a metodologia de contagem do microscopio, que depende de
caracteristicas morfologicas e algumas células de cianobactérias coloniais podem se encontrar
soltas das colonias (YOSHIDA et al., 2008) ou mesmo as cianobactérias picoplanctonicas
podem nao ter sido incluidas nas contagens, ja que o método utilizado ndo ¢ sensivel para a
contagem deste grupo. Outra possivel explicacdo ¢ que o alto niimero de copias de gene PC
detectados por q-PCR resultou de multiplas copias do genoma dentro da célula. De fato,
analises fisiologicas ja revelaram que células de M. aeruginosa tém varias copias do gene
durante a transicdo da fase logaritmica para a fase estacionaria (KURMAYER &
KUTZEMBERGER, 2003). Isso foi observado também para outras cianobactérias do género
Synechococcus (BINDER & CHISHOLM, 1995).

Em nossas analises, os dados do numero total de células de cianobactérias
potencialmente toxicas, apresentaram correlagdo positiva significativa (rho 0,22) com a
quantidade de genotipos mcyD. No entanto, a quantidade de gene mcyD encontrados foram
quase sempre menores que a quantidade de células potencialmente toxicas contadas no
microscopio. Isso de certa forma j& era esperado, j4 que a q-PCR quantifica somente as
c¢lulas produtoras de microcistina da populacdo e sabe-se que essa ¢ uma caracteristica
restrita a alguns individuos dentra da mesma populacdo. Na represa de Furnas entretanto, ndo
conseguimos encontrar um padrdo para a relagdo de dominancia de genotipos toxicos com o0s
ndo toéxicos, ja& que temos uma variagdo muito grande entre todas as amostras estudadas.
Furukawa et al. (2006), entretanto, encontrou essa diferenca em uma ou duas ordens de
magnitude e verificou com isso que as cianobacterias ndo produtoras sao dominantes nos
lagos estudados por ele. Porém, Furukawa et al. (2006) admitiram a possibilidade de perda de
material genético no procedimento de extragdo e também a existéncia de cepas toxicas que
ndo sdo detectadas pelo iniciador utilizado por ele. Estas possibilidades também existem no
nosso trabalho. Também Lorenzi (2008) encontrou em sua compara¢do dos dados do
microscopio e da g-PCR para Microcystis uma diferencga significativa de ao menos 10 x entre

ambas as quantificacdes.
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Diferentemente do encontrado em nosso trabalho, o nimero de copias de mcyE
encontrados por Vaitomaa et al. (2003) foi de 2 a 200 vezes maior que o nimero de células
encontrados no microscopio. Vaitomaa et al. (2003) explicaram estas diferencas através de
possiveis erros de contagem, subestimando os valores reais totais ou entdo pela presenga de
multiplos genomas em uma unica célula, como ja citado anteriormente. Esta quantificacao
maior de genétipos também foi relatada por Kumayer e Kutzenberger (2003), porém com
amostras de cultura, com superestimagdo dos dados (10 vezes) por g-PCR verificada na

transi¢do entre a fase logaritmica e estacionaria para gen6tipos mcyB.

5.5 Sensibilidade da g-PCR

Os iniciadores para utilizacdo na PCR quantitativa (q-PCR) precisam ser pequenos
(50-200pb) para serem mais eficientes. Geralmente a eficiéncia de amplificagdo decresce
quando o tamanho do produto de amplificagdo aumenta (product instructions for lightCycler
FastStart DNA master SYBR Green I Kit, Roche Diagnostics). Furukawa et al. (2006)
encontraram um limite de detec¢do dez vezes menor, usando um amplicon de 190pb quando
comparado com um de 1369pb. Os iniciadores, utilizados neste trabalho, sdo pequenos e,

portanto confidveis para a utilizagao na q-PCR.

Para o gene mcyD, foi utilizado o iniciador anti-senso (reverse) construido
anteriormente para a PCR qualitativa e somente o iniciador senso (forward) foi substituido,
reduzindo o amplicon em torno de 200pb. Para o gene PC, foi necessario desenharmos o par
de iniciadores para a regido cpcB, ja que ¢ uma regido mais conservada e origina um produto
de aproximadamente 80pb . No entanto, este iniciador foi utilizado somente no inicio do
experimento, como explicado anteriormente, possivelmente devido a abundancia do

picoplancton no reservatorio.

A eficiéncia (Ef%) ideal para as curvas padrdes construidas ¢ de 100%, quando se
assume a duplicacdo do produto em cada ciclo da PCR. Os iniciadores mcyD e o cpcB,
utilizados aqui, se mostraram bastante eficientes, ja que tiveram seu valor Ef% proximo a
100%, que € um pré-requisito para a correta determinacdo do mcyD nas amostras da represa
de Furnas. Esta eficiéncia indica também que conseguimos contornar o problema de

inibidores da PCR presentes nas amostras, verificados anteriormente através da PCR
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convencional. Vaitomaa et al. (2003) conseguiram uma eficiéncia de 78 a 99% para
iniciadores MCyE género-especificos para Microcystis e 86 a 94% para mcyE género-
especificos para Anabaena, nos lagos estudados por eles. Ja Lorenzi (2008) encontrou uma
Ef% de 79% para o gene PC ¢ 76% para o gene mcyA. Schober et al. (2007) mostraram em
um estudo envolvendo varios laboratorios, que a Ef% da PCR depende do equipamento
utilizado. Neste estudo eles encontraram uma variacdao de 76 a 81% de Ef% para o gene mcyB
analisado e de 93 a 94% para o gene cpcB, em trés diferentes equipamentos testados por eles.
O aparelho Step One utilizado em nosso trabalho quantitativo € uma tecnologia recente e pode
ter nos auxiliado na obtengao destes bons resultados, além dos reagentes e iniciadores de boa

qualidade.

Kurmayer & Kutzenberger (2003) mostraram que cianobactérias produtoras de
microcistina foram quantificadas com sucesso na faixa de 10 a 10* células por reagdo pela g-
PCR, utilizando o mcyB para o género Microcystis. Essa faixa de quantificagdo é comparavel
ao encontrado no trabalho de Furukawa et al. (2006) ¢ também ao trabalho desenvolvido aqui.
Nos estudos de Yoshida et al. (2006), o limite de detecgdo encontrado para os genes pc €
mcyA foram de 11 e 25 copias/mL, respectivamente. Foulds et al. (2002) encontrou uma
sensibilidade de detecgdo de 1 cel/mL para o gene mcy em amostras contendo M. aeruginosa
e Lorenzi (2008) encontrou um limite de detec¢ao de 100 cel/mL tanto para o gene pc quanto

para o gene McyA.

A andlise de PCR em tempo real com Syber Green e a analise da curva de dissociagao
¢ uma técnica simples e confidvel para a identificacdo de varios organismos (VARGAS &
JAMES, 2005). O SYBR Green ¢ uma molécula que se liga a qualquer fita dupla de DNA e a
especificidade deste método pode ser melhorada pela analise da curva de dissociacao.
Geralmente esta andlise confirma produtos Unicos, sem variantes ¢/ ou formagao de dimeros.
Para ambos iniciadores utilizados, a verificacdo da curva de dissociacdo para as amostras
padrdes, nos revelou uma alta eficiéncia dos nossos iniciadores, ja que apenas um tamanho de
produto de amplificacdo e também a auséncia de dimeros foram observados. Este resultado
torna nossa analise quantitativa bastante confiavel. Em estudos de Yoshida et al. (2008), a
curva de dissociacdo para PC e mcyA mostraram-se também bastante eficientes, com picos de
desnaturacao de aproximadamente 89 e 86°C, respectivamente. Lorenzi (2008) também
encontrou resultados bastante satisfatorios como seus iniciadores, pela andlise da curva de

dissociagao.
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A andlise da curva de dissociacao pode se tornar uma abordagem bem ampla e tem
sido usada também para identificacdo em nivel de espécies (NICOLAS et al., 2002) ¢ em
outros casos para identificacdo a nivel cepas de patdgenos virais (VARGAS & JAMES,
2005). Em geral, a temperatura de desnaturacdo (TM) de cada amostra pode diferir pela
concentracdo de GC e pelo comprimento das seqiiéncias de nucleotideos que apresentam, € a
identificagdo do TM do produto pode ser muito importante. Em nosso trabalho quantitativo,
utilizando cpcB em algumas amostras ambientais, obtivemos duas faixas de TM. Estes
resultados podem indicar uma variagdo especifica, j4 que nas amostras analisadas foram
encontradas varias espécies e géneros bem distintos de cianobactéria e o conteudo de GC e
também o tamanho do “amplicon” gerado pelo cpcB podem ser diferentes. O uso da curva de
dissociacdo também seria uma abordagem futura bem interessante para trabalhos com

identificacdo especifica de cianobactérias toxicas.

Algumas vantagens do uso do SYBR Green na g-PCR incluem fécil identifica¢do de
contaminantes ou fragmentos ndo especificos, custo e tempo reduzido para as analises
(PAPIN et al., 2004; VARGAS & JAMES, 2005). PCR em tempo real ¢ uma forte ferramenta
diagnostica capaz de gerar rapidamente resultados confidveis e reproduziveis com reduzido

risco de contaminacao (MACKAY, 2004).

5.6 Porcentagem de Genes Toxicos em Furnas

Em Furnas todas as amostras foram encontradas contendo genoétipos toxicos, pela g-
PCR e em 99% foram encontradas com microcistina. No entanto, a porcentagem destes
genotipos em cada local da represa varia muito, e a quantidade de cepas toxicas pode estar
associada a um certo grau de trofia do reservatorio, que poderia favorecer o crescimento de
cianobactérias toxicas ou ndo. Rantala et al. (2006), encontraram em seus estudos nos lagos
da Finlandia, que 84% (usando iniciadores gerais) ¢ 91% (usando iniciadores géneros
especificos) das amostras dos lagos continham genotipos produtores de microcistina. Também
relataram que em lagos oligo e mesotroficos nem sempre foram encontrados gendtipos
toxicos e que em lagos eutrdficos e hipereutroficos estes organismos sempre eram

encontrados.
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A proporc¢ao dos genotipos mcyD foi determinada, em nosso trabalho, pelo quociente
estabelecido entre o niimero total de células potencialmente produtoras de microcistina,
obtidas na contagem microscopica e a quantidade total de mcyD, obtido através da q-PCR.
Nesta abordagem, a porcentagem de genes toxicos no reservatorio de Furnas variou muito,
desde valores abaixo de 1% até 100%. Todos os estudos encontrados na literatura utilizaram
este quociente comparando o gene PC ao invés da contagem microscopica. Nossa intengao
inicial também foi a de usar o PC, porém como nossa pretensdao era abranger toda a
comunidade produtora de microcistina, o uso do PC se tornou inviavel, como ja foi
esclarecido anteriormente. Yoshida et al. (2008) encontraram que a taxa do nimero de copias
do gendtipo mcy para o total da populacdo foi de 0,5 a 7,7% no ano 2004 e 0,8 a 35% no ano
de 2005. Em estudos anteriores, a PCR quantitativa competitiva com o mCyA mostrou que a
propor¢do de genotipos de microcistina do total de Microcystis variou consideravelmente
(YOSHIDA et al.,, 2003; YOSHIDA et al.,, 2005); Kurmayer & Kutzenberger (2003)
mostraram uma dindmica temporal de 1 a 38% para a ocorréncia do gene mcCyB, em
populagdes naturais de Microcystis no lago Wannsee. Nos estudos de Yoshida et al. (2008), a
taxa de mcyA na populagdo total de M. aeruginosa variou de 0,5 a 47,1%.

Os resultados de Yoshida et al. (2008) mostraram que a propor¢do de MCYA na
populacdo total foi maior na primavera ¢ no verdo e indicaram que a abundancia relativa da
subpopulagdo produtora de microcistina muda ao longo do tempo e que populagdes
produtoras de microcistina sdo competidoras com espécies ndo toxicas durante o verdo. De
acordo com Carmichael & Gorham (1977, 1981) a toxicidade das floragdes € variavel, devido
a coexisténcia no mesmo nicho ecologico de linhagens toxicas e ndo toxicas. Coexisténcia de
genotipos toxicos e ndo-toxicos numa mesma populacao ja foi relatada, através de andlises de
PCR de presenca e/ou auséncia, nos reservatorios de Cantareira e Barra Bonita, Sdo Paulo,
Brasil (BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2003). Em nossos estudos esta coexisténcia também
ficou bastante clara, e as razdes para dominancia de uma ou outra populacdo ainda ndo sao

bem compreendidas.

Recentemente, Kurmayer & Kutzenberger (2003) reportaram que a abundancia
relativa de genotipos mcyB sdo sazonalmente estaveis durante a sucessao de M. aeruginosa,
com baixas densidades no inverno e altas densidades no verdo e nao dependem de influéncias
térmicas. Nossos resultados, no entanto, ndo mostraram nenhuma tendéncia sazonal ciclica da

quantidade dos genotipos mcyD no ambiente. Somente no més de Dezembro de 2006 tivemos
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valores médios bastante elevados ¢ em Fevereiro de 2008, valores médios extremamente

baixos.

Alguns estudos revelaram variagdes dentro do genoma de cianobactérias, como
mudancas na toxicidade de certas cepas (NEILAN et al., 1997) e possiveis trocas de material
genético (RUDI et al., 1997). Comparagdes de estudos de registros fosseis com arvores
filogenéticas dos genes MCy sugerem que esses genes ja estavam presentes em ancestrais de
todas cianobactérias heterocitadas e também sdo bastante antigos, com cerca de dois bilhdes
de anos (RANTALA et al., 2004). Além do mais, é possivel que alguns géneros previamente
relatados como ndo toxicos, possam reter genes MCYy e se tornarem aptos a produzirem
microcistina (RANTALA et al., 2004). Portanto ndo podemos desconsiderar a idéia de que o

potencial de muitas cianobactérias para a produgao de toxinas seja ainda desconhecido.

5.7 Sensibilidade dos Métodos e Viabilidade no Monitoramento Ambiental

Os métodos de deteccdo de microcistina utilizados neste trabalho foram bastante
sensiveis. No entanto a q-PCR foi a mais sensivel de todas ja que conseguiu detectar
gendtipos toxicos em 100% das amostras analisadas, enquanto que a PCR convencional
conseguiu deteccdo de 84% e o método ELISA detectou microcistina em 99% das amostras.
Oberholster et al. (2008) encontrou em seu estudos que métodos baseados na PCR sdo
altamente sensiveis na deteccdo de cepas toxicas, mesmo a baixas concentragdes celulares.
Hawkins et al. (2005) recentemente avaliaram os métodos para identificagdo do alto risco da
microcistina em ambientes aquaticos, usando mcyA, ELISA, PP1 e HPLC durante uma
pesquisa em sistemas aquaticos na Australia temperada e Tailandia tropical. Eles concluiram
que de todos os métodos listados, ELISA foi o melhor por sua superior especificidade para
microcistina. Eles encontraram que a PCR convencional ¢ altamente sensivel, mas
encontraram trés resultados com falso negativos quando utilizaram somente iniciadores
especificos pra mcyA. O PP1 foi menos especifico que ELISA apesar de ser mais barato ¢ o
HPLC foi citado como método mais trabalhoso e caro e também menos sensivel que o
ELISA. Ainda, a tecnologia baseada na PCR possuem precos razoaveis (~ $5,00/reacdo) ¢ a

presenga de cianobactérias podem ser detectadas facilmente.
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Lorenzi (2008) avaliou os custos operacionais da g-PCR e da técnica de Utermohl e
encontrou que a técnica de g-PCR torna-se bastante vidvel economicamente quando se tem a
necessidade de analises rapidas e em grande escala. Kurmayer e Kutzenberger (2003) relatam
ainda que o tempo necessario para a contagem em microscopio invertido, intensa mao de obra
e maior grau de formacao do analista, tornam essa técnica desvantajosa com relacao a técnica

de g-PCR, que exige menos tempo e mao de obra qualificada.

Oberholster et al. (2008) criou um interessante modelo que consiste em uma estrutura
de monitoramento de avaliacdo preventiva do risco de cianobactéria (Fig. 25). A estratégia
proposta implica no monitoramento de células vinculadas a cianotoxinas, concentragao total
de cianotoxinas e a presenca de células potencialmente produtoras de toxinas. A estratégia
permite uma deteccao mais cedo (com um DNA de boa qualidade a sensibilidade pode ser de
10 cels.mL™) e medidas preventivas, ja que as cianotoxinas sdo soluveis na dgua, dificultando

e tornando onerosa sua retirada em processo de purificacdo da agua.
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Monitoramento Regular da agua bruta

Medidas da Contagem celular e chl a

Observacao de Odores

Detecgao de Células de Cianobactéria

Exames microscopicos e contagem celular

Contagem cel >2.000 cels/mL

Nivel de Reposta do Monitoramento

Alerta 1

Confirma a presenca de cepas toxicas usando
a PCR e/ou a g-PCR.

Contagem cel >20.000 cels/mL

Identificagdo do Perigo
Nivel de

Alerta 2 Testes do nivel de toxicidade com ELISA ou

HPLC

Resposta de Operagdo

Fig. 25 - Plano de Monitoramento de Cianobactéria, adaptado de Oberholster et al. (2008)
usando a contagem celular e a PCR como indicadores primarios da qualidade da agua.
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6.0 CONCLUSAO

Nosso trabalho demonstrou a grande importancia dos estudos moleculares juntamente
com a avaliagdo dos parametros ambientais para o entendimento da toxidez de cianobactérias
no ambiente. Alguns fatores ambientais foram correlacionados com a quantidade de genotipos
mcyD e isso pode ajudar em direcionar o controle destes fatores para prevencdao do

aparecimento de cianobactérias toxicas.

Abordagens moleculares podem ser mais vantajosas na identificacdo de cianobactérias
toxicas do que as técnicas convencionais (microscopio, testes biologicos, bioquimicos ou
quimicos), j& que sdo rapidas e bastante sensiveis. Entretanto, as técnicas convencionais ainda

auxiliam bastante no entendimento de varios fatores envolvidos na produgdo da microcistina.

A andlise microscopica nos possibilitou identificar e caracterizar o ambiente de Furnas
e também identificar problemas encontrados nestas amostras, como dominancia ou auséncia
de certos grupos de cianobactérias. No entanto, a quantificagdo de espécies picoplanctonicas
ndo pode ser realizada nesta analise. A técnica de microscopia exige muita experiéncia e
tempo de quem tiver analisando. Além do mais, existem cepas toxicas e ndo toxicas dentro da
mesma populagdo e isso ndo pode ser identificado no microscopio. Por outro lado, ainda ¢

uma técnica bastante necessaria por auxiliar na compreensao dos dados moleculares.

Os dados obtidos com o teste ELISA também nos auxiliaram na compreensdo de
alguns dados moleculares e ambientais, ja que apesar da correlagdo positiva significativa
destes dados com a quantidade de gen6tipos mcyD no ambiente, em alguns momentos (pontos
e periodos estudados) essa relagdo foi muito baixa ou inexistente, indicando a existéncia de

fatores ambientais que possam controlar a transcri¢ao ou traducao do gene.

A tecnologia da PCR em tempo real ¢ um método extremamente eficiente e sensivel
para uma deteccdo quantitativa de genotipos mcy em amostras ambientais ¢ a deteccdo de
cianobactérias pela PCR qualitativa ou quantitativa pode auxiliar como um método de alerta
precoce de uma floracdo toxica e também na deteccdo da presenca de produtores de
microcistina presentes em baixas concentracdes nas amostras. Quando comparado com outros
métodos com relagdo ao tempo envolvido para mensurar a concentragdo de microcistina, a Q-
PCR ndo consome muito tempo e nao exige muito esforco. O método pode ser usado para

estimar fécil e rapidamente a toxicidade das amostras ambientais.
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Em um futuro préximo, este método podera fornecer informacdes valiosas dos
organismos produtores de microcistina. Por ser quantitativo, pode ser associado a outros
parametros ambientais, sugerindo novas hipoteses de quais fatores estariam promovendo a
selecdo de cianobactérias toxicas e especialmente porque ocorrem floragdes toxicas. No caso
em que varios produtores sdo encontrados nas amostras ambientais, esta técnica podera
revelar qual o organismo ¢ o maior produtor. Isso pode ter grande importincia para o
monitoramento de agua, onde esquemas de mitigacdo sdo necessarios e diferenciados por
grupos. Por exemplo, Microcystis e cianobactérias fixadoras de nitrogénio como a Anabaena
ou as adaptadas a pouca luz como Planktothrix ou Cylindrospermopsis, cada género requer
diferentes abordagens (SIVONEN, 2008).

Contudo, a deteccao de cianobactérias toxicas por métodos moleculares representa
uma ferramenta poderosa para andlises de rotina em ecossistemas aqudticos, capaz de
antecipar acdes corretivas auxiliares no controle, embora estudos complementares de outras

variaveis ambientais e biologicas ainda sdo imprescindiveis.
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