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so de marcadores moleculares para avaliar a diversidad

Em determinadas condi¢des ambi-
entais, tais como temperaturas médias
didrias acima de 25°C, concentracdes de
nutrientes numa razdo N:P
(nitrogénio:fosforo) entre 20:1 e 10:1 e
pH acima de 7.5, algumas populacoes
de cianobactérias apresentam um inten-
so crescimento, conhecido como flora-
¢oes (Figura 1), as quais podem ser
fendmenos naturais regionais de ocor-
réncia sazonal, mas que, na maior parte
das vezes, estio relacionadas 2a eutrofi-
zacao artificial causada por excesso de
nutrientes vindos de efluentes domésti-
cos e rejeitos industriais.

As floragdes de cianobactérias po-
dem causar gosto e odor desagradavel
na dgua, além de alterar o equilibrio
ecolodgico do ecossistema aquatico. No
entanto, o mais grave ¢ que certas
espécies sio capazes de produzir toxi-
nas que podem ser acumuladas na rede
tréfica e produzir diferentes sintomas de
intoxicac¢ao, atingindo conjuntos de or-
ganismos muito além da comunidade
aquatica.

Entre as cianobactérias que podem
causar floracdes em corpos de dgua
continentais, destacam-se aquelas que
produzem as cianotoxinas (Figura 2). As
cianotoxinas sao liberadas para o ambi-
ente quando as células se rompem.
Essas toxinas ndo sao retiradas da dgua
pelos tratamentos convencionais das
redes publicas de abastecimento e sao
resistentes a fervura. As cianotoxinas
produzem efeitos especiais nos mamife-
ros, sendo classificadas como neuroto-
xinas e hepatotoxinas. Foram as hepato-
xinas que ocasionaram a morte de mais
de 60 pacientes em uma clinica de
hemodiilise em Caruaru, estado de Per-
nambuco, em 1996 (Jochimsen et al.
1998).

Monitoramento da agua

A Fundacao Nacional da Satude (FU-
NASA), em colabora¢ao com a Organi-

zacao Panamericana da Saude (OPAS),
redigiu uma atualiza¢do da portaria 36/
MS/90, que definiu as normas e os
padroes de potabilidade da dgua para
consumo humano no Brasil, incluindo a
obrigatoriedade do monitoramento da
ocorréncia de cianobactérias potencial-
mente nocivas, testes de toxicidade e
andlises de algumas cianotoxinas (mi-
crocistina, cilindrospermopsina, saxito-
xina) tanto na dgua bruta do manancial
utilizado para a captacao de dgua, como
na 4gua tratada para consumo domésti-
co (Portaria MS/1.469, de 29 de dezem-
bro de 2000).

O monitoramento dos mananciais e
reservatorios de dgua pode incluir a
identificacao das espécies potencialmen-
te toxicas e o acompanhamento de sua
densidade, através de contagem. No
entanto, a identificacao desses micror-

Figura 1. Floracoes de
cianobactérias potencialmente téxi-
cas. A. reservatério destinado ao
abastecimento publico, estado de
Pernambuco; B. tanque de piscicul-
tura, estado de Sio Paulo
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ganismos baseada em caracteristicas
morfolégicas, apesar de amplamente
utilizada e recomendada (Chorus &
Bartram 1999), tem-se mostrado inade-
quada, devido a extensa plasticidade
fenotipica de algumas espécies (Figura
3) (Otsuka et al. 2000; Bittencourt-Oli-
veira 2000). Além disso, o uso de carac-
teristicas morfologicas é inadequado,
visto que a toxicidade é uma caracteris-
tica intra-populacional (Bittencourt-Oli-
veira & Yunes 2001). Por isso, outras
técnicas também podem ser emprega-
das, e sao recomendadas como pa-
droes: bioensaios com camundongos,
deteccao de toxinas através de Croma-
tografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) ou andlises imunoenzimdaticas
especificas. Porém nenhuma destas ana-
lises sao preditivas, ou seja, elas s6 sao
efetuadas quando a flora¢io toxica ja se
estabeleceu.

A predicao desses fendmenos, po-
rém, torna-se extremamente importan-
te, tendo em vista o aumento da ocor-
réncia de floracoes toxicas em grandes
sistemas de abastecimento de dgua e o
alto custo da tecnologia atual para re-
mover as toxinas quando implementada
na rotina do monitoramento. Portanto,
uma das alternativas seria buscar marca-
dores moleculares que identificassem a
presenca de cepas de cianobactérias
potencialmente toxicas antes da ocor-
réncia da floracio.

Diversidade genética de
Microcystis aeruginosa

Para entender a dindmica das flora-
¢coes de cianobactérias em ecossistemas
eutrofizados, é importante entender sua
diversidade genética a fim de monitorar
essas populacodes. Microcystis aerugi-
nosa € uma das espécies potencialmen-
te toxicas capazes de produzir a micro-
cistina e uma das responsaveis por gran-
de parte dos relatos de intoxicacio
(CETESB 1997).



Tabela 1. Cepas clonais de Microcystis estudadas indicando a presenca do marcador molecular (+) para o gene que codifica
para microcistina sintetase e a constatacio da toxicidade através da andlise de imunoensaio. Cepas pertencentes a0 mesmo
local e data foram isoladas a partir da mesma populacio coletada em um tnico ponto do corpo d“agua.

LG-SP: Lagoa das Gargas, Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, Sao Paulo, SP; CT-SP: Reservatorio do Sistema Cantareira,
Mairipora, SP; LJ-RJ: Lagoa de Jacarepagud, Rio de Janeiro, RJ; TB-PE: Reservatorio de Tabocas, Sio Lourenco da Mata, PE;
TP: Reservatorio de Tapacura, Vitoria de Santo Antao, PE; LS-MG: Lagoa Santa, MG; BB-SP: Reservatorio de Barra Bonita, Barra
Bonita, SP; TM: Reservatorio de Trés Marias, BA.
FCLA: Colecao de Microrganismos da Faculdade de Ciéncias e Letras de Assis-UNESP. NPPN: Colecao do Nucleo de Pesquisa

em Produtos Naturais-UFR].
NA: nao analisada.

Cepa Espécie Localidade Data de Coleta Marcador Toxicidade
Molecular
FCLA30 M. aeruginosa LG-SP Nov.96 - Nao téxica
FCLA158 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 - Nao toxica
FCLA175 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 - Nao toxica
FCLA174 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 - Toxica
FCLA199 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 - Nao toxica
FCLAO3 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 - Nao toxica
FCLA154 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 - Nao toxica
FCLA155 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 + Toéxica
FCLA255 M. aeruginosa LG-SP Dez.96 + Toéxica
FCLA258 M. aeruginosa LG-SpP Dez.96 + Toxica
FCLA299 M. aeruginosa LG-SP Fev. 97 + Toxica
FCLA236 M. aeruginosa LG-SP Mar.97 + Toxica
FCLA232 M. aeruginosa LG-SP Mar.97 + NA
FCLA262 M. aeruginosa LG-SP Mar.97 + Toxica
FCLA235 M. aeruginosa LG-SP Abr.97 + Toxica
FCLA310 M. aeruginosa LG-SP Abr.97 - Nao toxica
FCLA298 M. aeruginosa LG-SP Mai.97 + Toxica
FCLA450 M. aeruginosa LG-SP Jul.97 - Téxica
NPPN-JB1 M. aeruginosa LG-SP 1990 + Toxica
FCLA225 M. aeruginosa CT-SP Mar¢.97 + NA
FCLA296 M. aeruginosa CT-SP Mar¢.97 = Nao toxica
FCLA16 M. cf. “panniformis” BB-SP Nov.99 - Toxica
FCLA 97 M. cf. “panniformis” BB-SP Abr.00 - NA
FCLA 98 M. cf. “panniformis” BB-SP Abr.00 - NA
FCLA 99 M. cf. “panniformis” BB-SP Abr.00 - NA
FCLA 100 M. cf. “panniformis” BB-SP Abr.00 + NA
NPPN-LJ4 M. aeruginosa LJ-RJ 1995 + Toxica
NPPN-LJ47 M. aeruginosa LJ-RJ 1996 + Toxica
NPPN-LS1 Microcystis sp. LS-MG 1993 + NA
FCLAO7 Microcystis sp. TB-PE 1997 - Nao toxica
FCLA17 Microcystis sp. TP-PE Set.99 - Nao toxica
FCLAO8 Microcystis sp. TB-PE Fev.99 - Nao toxica
FCLA18 Microcystis sp. TM-AL _ + Toxica

Bittencourt-Oliveira et al. (2001)
analisaram 15 linhagens clonais e nao
axénicas da cianobactéria M. aerugino-
sa, coletadas em diversas localidades e
em diferentes datas (amostras coletadas
por C. Sant”Anna, C. Bicudo e D. Bicu-
do). Para isso, utilizaram como marca-
dor molecular um fragmento de cerca
de 580 pares de bases do operon da
ficocianina (¢pcBA), que se mostrou
adequado em estudos comparativos uti-
lizando espécies e populagcoes. O cpc-
BA é especifico de cianobactérias; dessa

forma, é possivel utilizar culturas conta-
minadas com outras bactérias nao-fo-
tossintetizantes, fungos, microalgas ver-
des ou qualquer outro microrganismo,
desde que nio possua esse pigmento, e
até mesmo em amostras coletadas dire-
tamente da natureza.

Constatou-se que as sequéncias de
DNA do ¢pcBA nas populacoes brasilei-
ras de M. aeruginosa sao mais diversifi-
cadas do que aquelas disponiveis em
bancos de dados. A diversidade de
populagdes brasileiras de Microcystis
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também foi confirmada com outras 18
cepas utilizando RFLP-PCR (Figura 4)
(Cunha 2000).

Em uma pequena lagoa ornamental
no municipio de Sao Paulo, estado de
Sao Paulo, foram detectados 6 gendti-
pos distintos (Figura 5), em coletas
realizadas mensalmente em um Unico
ponto amostrado (Bittencourt-Oliveira
et al. 2000). Essas alteracoes nos geno-
tipos podem ocorrer sem altera¢cao cor-
respondente dos fendtipos predominan-
tes. Da mesma forma, fenétipos diferen-
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tes, ou seja, de distintas mor-
fologias de coldnias, podem
ter genotipos semelhantes
(Figura 3).

Marcadores moleculares
para microcistina

Nos procariotos e em
algumas linhagens de euca-
riotos primitivos, pequenos
polipeptideos de origem
nao-ribossomal podem ser
sintetizados por enzimas de-
nominadas peptideos sinte-
tases. A maioria dos genes
de peptideos sintetases tem
uma estrutura modular, onde
cada modulo codifica uma
sintetase especifica. A inati-
vacao de um gene de pepti-
dio sintetase (mc¢)B) de uma
cepa hepatotoxica resultou
na perda da producio de
microcistina, demonstrando
que o gene mcyB codifica A
para a microcistina sintetase
(Dittmann et al. 1997). Des-

sa forma, a diferenca basica ‘:

entre as populacoes toxicas
e nao-toxicas de Microcystis
estaria na presenca de um
ou mais genes que codifi-
cam para a microcistina sin-
tetase (Nishizawa et al 1999,
2000). Sendo assim, as li-
nhagens toxicas poderiam
ser localizadas através de
marcadores moleculares
para genes que codificam
para essas enzimas.
Iniciou-se, entao, um es-
tudo abordando a possibili-
dade de utilizacao de mar-
cadores moleculares para ci-
anobactérias téxicas ou po-
tencialmente toxicas, objetivando a de-
teccio de linhagens cultivadas e de
populacoes naturais capazes de expres-
sar a microcistina, independentemente
de sua categoria taxondmica e da pro-
duciao dessa toxina no momento da
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Figura 2. Cianobactérias potencialmente téxicas. A.
Microcystis aeruginosa; B. Planktotbrix agardii; C.
Cylindrospermopsis raciborskii (tricoma espiralado). D.
Anabaena circinalis
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Figura 3. Colonias de Microcystis aeruginosa mantidas
sob cultivo e isoladas de uma mesma populacao. A iden-
tificacao tradicional de cianobactérias baseia-se em carac-
teristicas morfologicas, como a forma da colonia, didme-
tro celular, espessura da mucilagem, etc. Através da
morfologia, essas duas colonias (A e B) seriam
identificadas como duas espécies distintas. O
seqiienciamento de DNA utilizando o operon cpcBA-IGS
e regides adjacentes indica que essas duas cepas perten-
cem a mesma espécie

andlise. Tais esforcos também foram
iniciados em outros centros de pesquisa
no exterior (Del Campo et al. 2001,
Rouhiainen etal. 2001, Song et al. 2001).

Linhagens pertencentes ao género
Microcystis pertencentes 2 Cole¢ao de
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Microrganismos da Faculdade
de Ciéncias e Letras de Assis
(FCLA), da Universidade Esta-
dual Paulista (UNESP) estio
sendo analisadas em relacio a
producao de microcistina, uti-
lizando o método imunoenzi-
mdtico, com o kit EnviroLogi-
x[, correlacionadas coma pre-
senc¢a ou a auséncia do gene
que codifica para a microcisti-
na sintetase, o mcyB.

Utilizando-se a técnica de
PCR (Polymerase Chain Reac-
tion) com DNA iniciadores
(“primers”) especificos para o
gene que codifica para a mi-
crocistina sintetase, observou-
se que, em cepas que apre-
sentaram diferentes niveis de
concentracao de microcistina
(Hg de toxina/mg de cé€lulas),
também foi detectada a pre-
senca de Unico produto am-
plificado com, aproximada-
mente, 780bp (Figura 6), indi-
cando a presenca do gene
para producio de microcisti-
na (Tabela 1).

Isolados de uma mesma
populacdo apresentaram ge-
notipos distintos em relagao a
presenca ou nao do gene que
codifica para a microcistina
sintetase. Isso confirma nossa
hipétese de que a populagio
¢é formada por um mosaico de
gendtipos e a toxicidade é
uma caracteristica intra-popu-
lacional.

A composicao desse mo-
saico, com individuos geneti-
camente diferentes dentro da
mesma populacio, cada qual
possivelmente com sua tole-
rincia a fatores ambientais e

potencialidade diferenciada de toxici-
dade, poderia explicar as alteracoes de
microcistinas em floracoes ja investiga-
das (Bittencourt-Oliveira & Yunes 2001)
e a nao correlacio entre conteido de
microcistina e nimero de células (Kotak

Figura 4. Perfil eletroforético em gel de agarose mostrando 6
gendtipos de Microcystis aeruginosa (1-11 e 14-18) coletadas nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Pernambuco
e 1 genétipo de Microcystis wesenbergii. Gendtipo A corresponde
as canaletas: 1, 3, 7, 10, 11. Genotipo B: 2. Genétipo C: 4, 5, 8,
14. Gendtipo D: 6, 9, 15. Gendtipo E: 17. Gendtipo F: 18. O frag-
mento, correspondente a um trecho do ¢pcBA foi digerido com a
enzima de restricio Mspl. M: marcador molecular (Gibco BRL).
Microcystis wesenbergii (12 e 13)



' =
Figura 5. Ocorréncia (quadros
negros) de seis gendtipos distintos
(G1 a GO6) de Microcystis
aeruginosa em uma lagoa eutréfica
do Parque Estadual das Fontes do
Ipiranga, no municipio de Sao Pau-
lo-SP, constatados através do
seqiienciamento do cpcBA-IGS. As
coletas foram realizadas em um
unico ponto do corpo d“dgua. Va-
rias cepas foram isoladas de uma
mesma amostra

et al 1995).

Nem sempre houve correspondén-
cia entre as técnicas de imunoensaio e a
de marcadores moleculares para a mi-
crocistina sintetase (Tabela 1), indican-
do que outros genes poderiam estar
envolvidos na producio de microcisti-
na.

Em vista da potencialidade dos re-
cursos genéticos associados a diversida-
de bioldgica das cianobactérias no Bra-
sil, faz-se necessirio ampliar o estudo
da variabilidade genética, bem como
zelar pela sua conservacao, através da
implantacao de bancos de germoplas-
mas de cianobactérias. Essas colecoes
de germoplasma permitirdo assegurar a
procura e conservaciao de novos genes
de interesse biotecnolégico, como aque-
les associados a sintese de substancias
bioativas, tais como as cianotoxinas.

Referéncias Bibliograficas

Bittencourt-Oliveira, M.C. (2000).
Development of Microcystis aerugi-
nosa (Kutzing) Kitzing (Cyano-
phyceae/Cyanobacteria) under cul-
tivation and its taxonomic implicati-
ons. Algolog. Stud. 99:29-37.

Bittencourt-Oliveira, M.C; Oliveira,
M.C.; Bolch, C.J.S. (2000). Suces-
sao de gendtipos de Microcystis ae-
ruginosa (Cyanobacteria/Cyano-
phyta) em um reservatério eutrofi-
co. Resumos do Semindrio Interna-
cional do Instituto Internacional de

M 1

2 3 4 35

BELL 2]
(LI

Figura 6. Identificacio do marcador
molecular mcyB em cepas de
Microcystis aeruginosa. M: Marcador
molecular (Gibco BRL). 1, 3 e 5:
Cepa toxica (FCLA236) mostrando o
produto amplificado, correspondente
ao mc)B (setas), utilizando, respecti-
vamente, 100, 20 e 200ng de DNA. 2
e 4: Cepa nao toxica (FCLA30)

Ecologia, Sao Carlos, SP, Brasil, p.
46.

Bittencourt-Oliveira, M.C; Oliveira,
M.C.; Bolch, C.J.S. (2001). Genetic
variability of some Brazilian strains
of Microcystis aeruginosa complex
(Cyanophyceae/Cyanobacteria)
using the nucleotide sequence analy-
sis of the intergenic spacer and
flanking regions from cpcBA-phyco-
cyanin operon. J. Phycol. 37(5): (in
press).

Bittencourt-Oliveira, M.C. & Yunes, J.S.
(2001). Deteccao de cianobactéri-
as hepatotoxicas através de mar-
cadores moleculares: dados pre-
liminares. Resumos do VIII Con-
gresso Brasileiro de Limnologia,
Joao Pessoa, Brasil, p. 230.

CETESB-Companhia de Tecnologia
de Saneamento Ambiental.
(1997). Manual de Orientacoes em
Casos de Floragoes de Algas Toxicas:
um Problema Ambiental e de Satide
Puiblica. Série Manuais, 14/CETESB.
Sao Paulo

Chorus I. & Bartram J. (eds). (1999).
Toxic Cyanobacteria in water: A gui-
de to the Public Health Consequen-
ces, Monitoring and Management. E
& FN Spon, London. p.416.

Cunha, M.C.C. (2000). Estudo taxono-
mico de populacoes de Microcystis
spp. (Cyanophyta) utilizando RFLP-
PCR. Dissertagao de Mestrado Uni-
versidade Federal Rural de Pernam-

buco, Recife, 2000. 73p.

Del Campo, F.F., Sanz-Alférez, S.; Padi-
lla, C.; Hernandez, L.E.; Chahlafi, Z.;
Foronda, D.; Sanchis, D. (2001). Mo-
lecular characterization and peptide to-
xin analysis of Microcystis strain from a
Spanish drinking water reservoir. Fifth
International Conference On Toxic Cya-
nobacteria, Abstract Book, Noosa, Que-
ensland, Australia, Julho 2001.

Dittmann, E.; Neilan, B.; Erhard, M.;
Von Dohren, H.; Borner, T. (1997).
Insertional mutagenesis of a peptide
synthetase gene which is responsible
for hepatotoxin production in the cya-
nobacterium Microcystis PCC7806. Mol.
Microbiol. 26: 779-787.

Jochimsen, E.M.; Carmichael, W.W.; An,
J.; Cardo, D.; Cookson, S.T.; Holmes,
C.E.M.; Antunes, M.B.C.; Melo-Filho,
D.A.; Lyra, T.M.; Barreto, V.; Azeve-
do, S.M.F.O. & Jarvis, W.R. (1998).
Liver failure and death following expo-
sure to microcystin toxins at a hemodi-
alysis center in Brazil. The New England
Journal of Medicine. 36:373-378.

Kotak, B.G., Lam, A. K-Y., Prepas, E.E.,
Kenefick, S.L. & Hrudy, S.E. (1995).
Variability of the hepatotoxin microcys-
tin-LR in hypereutrophic drinking wa-
ter lakes. J. Phycol. 31:248-63.

Nishizawa, T.; Asayama, M. Fujii, K.;
Harada, K.; Shirai, M. (1999). Gene-
tic analysis of the peptide synthetase
genes for a cyclic heptapeptide micro-
cystin in Microcystis spp. J. Biochem.
126: 520-529.

Nishizawa, T.; Ueda, A.; Asayama, M.
Fujii, K.; Harada, K.; Ochi, K. Shirai,
M. (2000). Polyketide synthase gene
coupled to the peptide synthetase mo-
dule involved in the biosynthesis of the
cyclic heptapeptide microcystin. /. Bio-
chem. 127: 779-789.

Otsuka, S., Suda, S., Li, R., Matsumoto, S.
& Watanabe, M. M. (2000). Morpho-
logical variability of colonies of Micro-
cystis morphospecies in culture. J. Gen.
Appl. Microbiol. 46: 39-50.

Rouhianien, L. ; Vakkilainen, T.; Sie-
mer, B. Sivonen, K. (2001). Genes
Encoding Microcystin Synthesis in Ana-
baena. Fifth International Conference
On Toxic Cyanobacteria, Abstract Book,
Noosa, Queensland, Australia, Julho
2001.

Song, L.; Pan, H.; Liu, P.; Lei, L. (2001).
Detection of hepatotoxic Microcystis
strains by PCR with intact cells from
both culture and environmental sam-
ples. Fifth International Conference On
Toxic Cyanobacteria, Abstract Book,
Noosa, Queensland, Australia, Julho

2001. e
i

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n® 23 - novembro/dezembro 2001 47



