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RESUMO

Floragcdes de cianobactérias toxicas sdo atualmente um problema mundial devido a
produgdo de toxinas. A microcistina € uma hepatotoxina comumente encontrada em
corpos d’agua e é produzida principalmente pelo género Microcystis. Recentemente a
identificacao, clonagem e seqlenciamento do agrupamento de genes responsaveis
pela codificacdo da sintetase de microcistina (MS) tornaram possivel a abordagem
molecular na deteccao de populagdes téxicas baseada na técnica de PCR (Polymerase
Chain Reaction). A técnica de PCR tornou-se viavel e util pelo fato do agrupamento de
genes da sintetase de microcistina estar presente apenas em organismos toxicos e pela
auséncia de diferencas morfolégicas entre aqueles tdxicos e nao téxicos. Este estudo
objetivou desenvolver e avaliar a técnica de PCR competitiva para quantificacdo de
células de Microcystis tdxicas e nao tdxicas utilizando os genes cpcBA e mcyB
envolvidos respectivamente, na formacao da ficocianina e biossintese da MS. Testou-se
a hipétese de que a PCR competitiva pode ser utilizada como metodologia de
quantificacdo de células tdxicas e nao tdxicas de Microcystis em substituicdo a
contagem direta de células por microscopia Optica para atender a Portaria do Ministério
da Saude 518/2004. Para obtencdo de DNA competidores foram realizadas
amplificagbes sequenciais de “células DNA equivalente” das linhagens toxica
(BCCUSP18) e nao téxica (BCCUSPO3) de Microcystis spp. utilizando primers descritos
na literatura, bem como aqueles desenhados para este estudo. Avaliaram-se os DNA
competidores amplificando-os com células DNA equivalente das linhagens. Apods
determinada a quantidade mais préxima de DNA competidores para quantificar 2,0 x
10* células, realizou-se a PCR competitiva com células DNA equivalente de uma
amostra ambiental (reservatério de Duas Unas, PE). O cpcBA competidor construido
quantificou 1,45 x 10* células (R?= 0,989) da linhagem téxica (BCCUSP18) e 2,14 x 10*
células (R?= 0,968) da nao téxica (BCCUSPO3). Estes dados revelaram que foram
necessarios 3,3 vezes mais cpcBA competidor na amplificacao de células ndo téxicas
para quantificar o mesmo numero de células. Em analise conjunta com ambas as
linhagens, o cpcBA competidor quantificou 1,84 x 10* células (R?= 0,895). Ja para o
mcyB competidor na BCCUSP18 foram quantificadas 1,54 x 10* células (R?= 0,950).
Contudo, a estimativa do nimero de células na quantificagdo de Microcystis spp. da
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amostra ambiental foi superestimado em 186 e 83 vezes utilizando mcyB e o cpcBA
competidor, respectivamente. A metodologia foi desenvolvida com éxito uma vez que
DNA competidores foram construidos e co-amplificados com DNA alvo. A utilizagcado da
PCR competitiva para atender a Portaria MS 518/2004 em substituicdo a contagem
direta de células mostrou-se inadequada. Apesar disso, a PCR competitiva apresentou
reprodutibilidade nos resultados e potencial de utilizacdo como uma alternativa menos

onerosa em pesquisas que necessitem de resultados quantitativos relativizados.

PALAVRAS CHAVES: Cianobactéria. Microcystis. PCR competitiva. mcyB. cpocBA.



ABSTRACT

Blooms of microcystin-producing cyanobacteria are a problem worldwide. Mycrocystin is
a liver hepatotoxin commonly found in bodies of water and is produced mainly by the
genus Microcystis. The recent identification, cloning and sequencing of the genes
responsible for coding microcystin synthetase (MS) has allowed a molecular approach to
the detection of micocystin-producing populations based on the Polymerase Chain
Reaction (PCR) method. Considering the lack of morphological differences between
microcystin-producing and non-microcystin-producing organisms, PCR is viable and
useful, as the cluster of microcystin synthetase genes is found in only microcystin-
producing organisms. The aim of the present study was to develop and assess an
competitive PCR method for the quantification of toxic and non-toxic Microcystis cells
using the cpcBA and mcyB genes, which are respectively involved in the formation of
phycocyanin and biosynthesis of MS. The hypothesis was that competitive PCR could
be used as a quantification method for toxic and non-toxic Microcystis cells, replacing
the direct cell count under an optical microscope, while fulfilling Brazilian Ministry of
Health Ordinance 518/2004. For the acquisition of competitor DNA, sequences
amplifications were carried out of the “cell DNA equivalent” of microcystin-producing
(BCCUSP18) and non-microcystin-producing (BCCUSPO03) strains of Microcystis spp.
using primers described in the literature as well as others designed for the present
study. Competitor DNA was assessed by amplifying “cells DNA equivalent” of the
strains. After determining the quantity closest to the competitor DNA for quantifying 2.0 x
10* cells, competitve PCR was carried out with “cells DNA equivalent” from an
environmental sample (Duas Unas Reservoir, PE, Brazil). The constructed competitor
cpcBA quantified 1.45 x 10* cells (R?= 0.989) of the microcystin-producing strain
(BCCUSP18) and 2.14 x 10* cells (R?%= 0.968) of the non-microcystin-producing strain
(BCCUSPO03). These data reveal that 3.3-fold more of the competitor cocBA was needed
in the ampilification of the non-toxic cells for quantifying the same number of cells. In a
joint analysis with both strains, the cocBA competitor quantified 1.84 x 10* cells (R®=
0.895). The competitor mcyB quantified 1.54 x 10* cells of BCCUSP18 (R?= 0.950).
However, the number of cells in the quantification of Microcystis spp. from the

environmental sample was overestimated 186-fold and 83-fold using competitor mcyB
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and cpcBA, respectively. The method was successfully developed, as competitive DNA
was constructed and co-amplified with the target DNA. The use of competitive PCR for
complying with Ordinance 518/2004 instead of a direct cell count proved inadequate.
However, competitive PCR demonstrated reproducibility in the results and potential use

as a less cumbersome alternative in studies that require relativized quantitative results.

KEY WORDS: Cyanobacteria. Microcystis. competitive PCR. mcyB. cpocBA.
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1. INTRODUCAO

Em ecossistemas brasileiros de agua doce, as floragbes de cianobactérias
tornam-se cada vez mais freqlentes, desencadeando inumeras consequéncias
danosas a Saude Publica e ao ambiente. Um dos maiores problemas esta no fato
destes organismos produzirem toxinas cujos efeitos sdo hepato e neurotoxicos. Estas
toxinas sado liberadas na agua através da lise celular e permanecem dissolvidas por

periodos variaveis de tempo.

Dentre as cianobactérias capazes de produzir toxinas destaca-se 0 género
Microcystis Kitzing ex Lemmermann, produtora de diversas isoformas de microcistinas
(hepatotoxinas). A microcistina causa danos nas células do figado principalmente em

decorréncia da desorganizacao de componentes do citoesqueleto.

No Brasil, a Portaria do Ministério da Satide n° 518 tornou obrigatério a partir de
2005 o monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas, incluindo microcistinas. Com
isso, ha necessidade de se desenvolver e empregar métodos sensiveis que garantam a
deteccao e quantificacdo dessas cianobactérias e cianotoxinas tanto na agua tratada
como no manancial utilizado para a captacado, com custos pouco elevados. Nesta tarefa
destaca-se a detec¢cao molecular do gendtipo potencialmente produtor de microcistina.
A deteccdo molecular visa, através de ensaios de PCR, investigar a existéncia dos
genes mcy (microcystin sintethase genes) nas populagdes, 0s quais sao responsaveis
pela codificacdo do complexo enzimético, denominado sintetase de microcistina, bem
como de sintases de policetideos (PKS), que juntos sédo responsaveis pela

incorporagao de sete aminoacidos na molécula de microcistina e sua ciclizagao.

A inexisténcia de diferencas morfolégicas entre coldnias tdxicas e ndo téxicas as
quais possibilitem a distingdo com o uso de microscépio Optico torna a detecgcao

molecular do gendtipo potencialmente produtor de microcistinas bastante til.

No Brasil, as preocupacdes a respeito das cianobactérias e cianotoxinas se
elevaram apds o incidente ocorrido em Caruaru, Pernambuco em 1996 (JOCHIMSEN et



al. 1998). A Portaria 1469/2000 do Ministério da Salude, atualizada pela Portaria
518/2004, foram os primeiros dispositivos legais brasileiros que obrigaram o
monitoramento de cianobactérias e cianotoxinas. Na analise quantitativa de
cianobactérias, o valor de 2,0 x 10* células por mililitro é considerado como quantidade
maxima permitida na amostra bruta para considerar a agua potavel (BRASIL 2004). Por
este motivo, o foco do presente estudo foi desenvolver metodologia para quantificagéo

de 2,0 x 10* células por mililitro.

A metodologia que utiliza a camara de Sedgwick-Rafter, juntamente com um
microscopio Optico, destina-se a quantificacao de fitoplancton, incluindo cianobactérias
(WHO, 1998). Porém, diversos géneros coloniais de cianobactérias, com destaque para
Microcystis, sdo de dificil contagem, pois suas células formam agregados densos nao
permitindo a distingdo de células (BERNARD et al. 2004).

O presente estudo objetivou desenvolver e investigar a aplicabilidade e eficiéncia
do método de PCR competitiva para quantificar células tdoxicas e ndo téxicas de
Microcystis. Para tanto, objetivou-se desenvolver sequéncias de nucleotideos
denominadas de DNA competidores para o gene da ficocianina (cocBA) e também para
0 gene mcyB da sintetase de microcistina e posterior realizagcdo de PCR competitiva a
fim de verificar a concordancia desta técnica e a contagem de células em microscopio
optico. Portanto, a hipétese € que a PCR competitiva pode ser utilizada como
metodologia de quantificacdo de células téxicas e ndo tdxicas de Microcystis para
atender a Portaria MS518/2004 em substituicdo a contagem direta de células através

da microscopia oOptica.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 As cianobactérias

Cianobactérias (Classe Cyanophyceae) sdo microrganismos unicelulares ou
multicelulares, possuem clorofila “a” e ficobiliproteinas, realizando fotossintese com
liberacdo de oxigénio associado com o fotossistema | e Il. Analises de seqiéncias a
partir do 16S e rRNA inseriram as cianobactérias junto com as eubactérias (WOESE et
al. 1990). Tradicionalmente sdo chamadas de microalgas as quais constituem o maior
grupo procariético estudado por boténicos ficologistas. Surgiram na Terra ha
aproximadamente 3,5 bilhdes de anos e provavelmente foram os primeiros organismos
a liberar oxigénio elementar na atmosfera primitiva. Atualmente, atividades humanas,
tais como agricultura, urbanizagdo e industrializacdo aceleram o processo de
eutrofizacdo das aguas ocasionando condicbes favoraveis para desenvolvimento de
grande quantidade de biomassa fitoplancténica principalmente de cianobactérias
(SMITH, 2003).

Floragbes de cianobactérias tém efeitos adversos na estética e nas atividades de
recreacao nos corpos d’agua em que ocorrem e também podem ser associados a
odores, nao potabilidade da agua e morte de peixes devido a reducao de oxigénio na
agua (CHORUS et al. 2000). Entretanto, a consequéncia mais danosa vem do fato de
alguns géneros serem capazes de produzir neuro (saxitoxinas, anatoxina-a, anatoxina-
a(s) entre outras) e hepatotoxinas (microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsinas)
(CARMICHAEL et al. 1994, SIVONEN e JONES 1999, CHORUS et al. 2000). Entre as
toxinas de cianobactérias, as hepatotoxinas e, especialmente as microcistinas (MCs),
estdo entre as mais frequentemente relatadas em casos de intoxicacdo e morte de
mamiferos (ZURAWELL et al. 2005)



2.2 A Microcistina

Algumas espécies dos géneros Anabaena Bory ex Bornet & Flahault,
Anabaenopsis (Woloszynska) Miller, Aphanizomenon Morren ex Bornet & Flahault,
Microcystis Kutzing ex Lemmermann, Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault e
Planktothrix Anagnostidis & Komarek sdo conhecidos pela producdo de microcistinas
em corpos d’agua (CHORUS 2001). A estrutura da microcistina compreende um
heptapeptideo ciclico com massa molecular entre 900 e 1100 daltons sendo 0 maior e 0
mais diverso grupo de cianotoxinas conhecidas (KAEBERNICK e NEILAN 2001).
Carmichael et al. (1988) propuseram denominagao unificada de microcistina para todas
hepatotoxinas com sete aminoacidos monociclicos, independentemente do género e da
espécies a qual é produzida. Além disso, propuseram adicionar ao termo microcistina o
sufixo “XY”, designando os amino&cidos variantes da molécula. Assim, a microcistina
mais comumente encontrada, a microcistina-LR (MC-LR), contém leucina e arginina nas

posicoes variaveis da molécula.

Os primeiros testes toxicolégicas com a microcistina que comprovam seu alto
potencial de envenenamento datam de meados da década de 60 do século passado
(HUGHES et al. 1958, GORHAM 1960, KONST et al. 1965). A microcistina causa danos
nas células do figado principalmente em decorréncia da desorganizacdo de
componentes do citoesqueleto. Consequentemente, ha perda da integridade da
membrana, perda de microvilosidades e da adesao entre células, extravazamento do
conteddo celular e intra-hepatico os quais podem levar os organismos a morte por
choque hemorragico (MIURA et al. 1989, HOOSER et al. 1990, MACKINTOSH et al.
1990, HOOSER et al. 1991, WICSTROM et al. 1995). Além disso, Ueno et al. (1996) e
Zhou et al. (2002) relataram em trabalhos realizados na China, relagdo positiva entre

exposi¢cdes a microcistinas e tumores de figado e colo-retal, respectivamente.

No Brasil, testes bacteriolégicos, virologicos e toxicoldgicos relacionaram uma
severa epidemia de gastroenterites seguida de hemorragia, que resultou na morte de
88 pessoas em 1988, com a presenca de cianobactéria dos géneros Anabaena e

Microcystis no reservatorio de Itaparica em Paulo Afonso, BA (TEIXEIRA 1993).



Entretanto o caso mais grave de contaminagdo humana ocorreu em 1996 na cidade de
Caruaru, Pernambuco, nordeste do Brasil, relatado por Jochimsen et al. (1998) e Pouria
et al. (1998) em que vérios pacientes de uma clinica de hemodidlise morreram em
decorréncia da presenca de microcistina nos filtros de carvao ativado das maquinas de
didlise. Mais recentemente, Soares et al. (2006) relatou contaminacdo subletal de
microcistina em pacientes insuficientes renais de um centro de hemodidlise na cidade
do Rio de Janeiro, RJ.

A Organizagcdao Mundial de Saude tém publicado periodicamente desde 1958
documentos que contém diretrizes e recomendacdes para assegurar o controle e a
qualidade da agua potavel com o objetivo principal de protecdo da Saude Publica
(WHO 1998). Através do documento “Guidelines for Drinking-water Quality’ publicado a
partir de 1984, certos microorganismos e substancias quimicas sdo avaliadas e suas
relacdes com a protecdo e controle da qualidade da agua potavel e riscos para a saude
séo relatadas. O Grupo de trabalho intitulado “Protection and Control of Drinking Water
Quality’ identificou as cianobactérias como uma das mais urgentes preocupacdes a
serem relatadas. Desta forma, assuntos relativos a cianobactérias e cianotoxinas foram
incluidas em “Guidelines for Drinking-water Quality” em 1998 no adendo da 2° edicéo
(WHO 1998). Neste documento a concentragdo de 1,0 pg.L" foi assumido como valor
provisério maximo toleravel de microcistina-LR para potabilidade da agua tratada (WHO
1998).

No Brasil a Portaria do Ministério da Saude n° 518/2004, apresentou as Normas
de Qualidade da Agua para Consumo Humano (BRASIL 2004). Nesta, foi adotado o
valor maximo permitido pela Organizacdo Mundial da Saude de 1,0 pg.L"' de
microcistina na agua tratada. Além disso, estabeleceu a obrigatoriedade de
monitoramento semanal de cianotoxinas na saida da estacao de tratamento, na entrada
(hidrémetros) das clinicas de hemodialise e industria de injetaveis quando o biovolume
de cianobactérias exceder 2mm?>.L" ou 20.000 células.mL” na 4gua do manancial de
captacao (BRASIL 2004).



A maior parte da microcistina produzida fica retida no interior das células e é
liberada na agua em estédgios avangados da floracao ou apés tratamento com produtos
quimicos como os algicidas devido a lise celular (LAHTI et al. 1996). Apds a liberagéo,
elas se dispersam pelo corpo d’agua e os procedimentos convencionais de floculagao e
filtragdo de uma Estacdo de Tratamento de Agua (ETA) ndo sdo capazes de remové-las
(HRUDEY et al. 1999). Apesar de estudos comprovarem que os aperfeicoamentos nas
etapas convencionais de uma ETA séao eficientes na diminuigdo de células viaveis de
cianobactérias da agua (HIMBERG et al. 1989, LAHTI et al. 1996) e que processos de
otimizacdo tais como adsorcdo em carvao ativado (FALCONER et al. 1989, HIMBERG
et al. 1989) e oxidacao (NICHOLSON et al. 1994, HART et al. 1998) sdo capazes de
remover grande parte das cianotoxinas dissolvidas, uma abordagem preditiva de

floracGes toxicas seria mais vantajoso social e economicamente.
2.3 Genes da sintetase da microcistina

Tais como outros pequenos peptideos que contém amino&cidos incomuns, as
microcistinas séo sintetizadas por via ndo-ribossomal (ARMENT e CARMICHAEL 1996,
DITTMANN et al. 1997). Arment e Carmichael (1996) confirmaram a sintese nao-
ribossomal através de ensaio in vitro para mensurar a biossintese de microcistinas em
células de Microcystis lisadas com adicdo de cloranfenicol o qual inibe sintese de
proteina, mas nao interfere em mecanismos nao-ribossomais. Este processo,
primeiramente caracterizado na sintese de gramicidina S e tirocidina em Bacillus
(MARAHIEL et al. 1993), funciona como uma alternativa a sintese protéica mediada por
RNA. Desta forma, a biossintese da microcistina resulta de uma via nao-ribossomal,
formada atravées de um complexo enzimdtico multifuncional que compreendem
sintetases de peptideos ndo ribossomais (NRPS) e sintases de policetideos (PKS). Este
complexo contém médulos de dominios especificos que sdo responsaveis pela
incorporacdo de aminoacidos na cadeia do peptideo (KLEINKAUF e VON DOHREN,
1996, DITTMANN et al. 1997, NISHIZAWA et al. 1999, 2000; TILLETT et al. 2000). A
disposicao desses dominios determinam o niumero e a sequéncia dos aminoacidos na
cadeia do peptideo (NISHIZAWA et al. 1999).



MeiBner et al. (1996) investigaram genes codificadores de sintetases de
peptidios em M. aeruginosa e observaram que linhagens toxicas e nao tdxicas possuem
diversos destes genes. Porém, linhagens toxicas possuem genes de sintetases de
peptideos diferenciados em relacdo as nao tdéxicas. Dittmann et al. (1997)
interromperam um provavel gene codificador da sintetase da microcistina a partir da
insercdo de um cassete de resisténcia a cloranfenicol. Seus dados confirmaram que o
gene inativado estava envolvido na codificacdo da sintetase da microcistina e que a
diferenga basica entre linhagens toxicas e nao toxicas é a existéncia de um ou mais
genes envolvido na biossintese da sintetase da microcistina presentes apenas nos

organismos toxicos.

Poucos anos mais tarde, pesquisadores japoneses e australianos, em estudos
paralelos, finalmente identificaram, clonaram e sequenciaram todo o agrupamento de
genes que codificam para sintetase da microcistina denominados genes mcy
(microcystin sintethase) das linhagens de Microcystis aeruginosa K-139 (NISHIZAWA et
al. 1999, 2000) e PCC 7806 (TILLETT et al. 2000). Estes estudos demonstraram que os
genes da sintetase da microcistina sao compostos por 55.000 pares de bases,
compreendendo 10 ORF (Open Reading Frames) (mcyA a J) divididos em dois operons
(mcyA a C e mcyD a J) mediados por uma regido promotora e que sao transcritos
bidirecionalmente (TILLETT et al. 2000). Analises desta regido revelaram que o maior
dos dois operons (mcyD-J) codifica o médulo hibrido PKS-NRPS que cataliza a
formacdo do pentacetideo-derivado B-aminoacido Adda e o liga ao D-glutamato,
enquanto que o menor (mcyA-C) codifica um modulo NRPS que faz a extensdo deste
intermediario dipeptidio para o heptapeptideo e subsequente ciclizacdo (TILLETT et al.
2000).



Figura 1. Modelo proposto para a biossintese de microstina-LR mostrando a
organizagao do conjunto de genes mcyA-J e a microcistina. A via biossintética consiste
em um complexo enzimatico modular de sintetase de peptideo e sintase de policetideo.
Os numeros em circulo indicam a sequéncia dos aminoacidos incorporados na
biossintese do peptideo através de genes de peptideos ndo ribossomais (NRPS)
(meyA, B, C, Ep, Gp). mcyA e mcyB contém dois modulos, A1/A2 e B1/B2,
respectivamente. A1 também codifica um dominio N-metiltransferase. Reténgulos
mostram a ordem de sintese de policetideo na formagao do aminoacido Adda (mcyGk,
Ek, D). ORFs adicionais com funcdo de formagao da cadeia sao indicados por T. O
tamanho relativo dos genes mcy compreende aproximadamente 55 Kb. Retirado e
modificado de Kaebernick e Neilan (2001)



2.4 PCR competitiva

A toxicidade de cianobactérias € linhagem especifica. Assim, linhagens podem
ser ndo toxicas, neurotoxicas, hepatotdxicas ou neuro-hepatotoxicas. Segundo Zurawell
et al. (2005) a producéo da hepatotoxina microcistina € regulada em trés niveis: 1) nivel
genético: fator determinante da toxicidade de linhagens; 2) nivel celular: a producao de
toxina € regulada por fatores ambientais; 3) nivel populacional: toxicidade de uma
populacao de cianobactérias é relacionada com a proporcao de linhagens tdxicas e nao

toxicas presentes naquela comunidade de cianobactérias.

Devido ao fato de linhagens téxicas e nao téxicas ndo serem distinguiveis ao
microscopio optico (BAKER et al. 2001), a deteccao precoce de cianobactérias tdxicas
na agua € indispensavel para evitar contaminagdes e problemas de Saude Publica,

tornando-se possivel tracar planos preventivos.

A utilizacdo de marcadores moleculares para microcistina in situ é extremamente
atil na detecgao de cianobactérias que possuem o potencial genético de producéo da
microcistina, uma vez que a deteccdo molecular independe da isoforma da toxina
produzida, da categoria taxonémica da cianobactéria e da produgdo de toxina no
momento da andlise (BITTENCOURT-OLIVEIRA 2003).

Apoés a identificagao, clonagem e sequenciamento do agrupamento de genes da
sintetase da microcistina (TILLETT et al. 2000, NISHIZAWA et al. 2000) foi possivel
desenvolver primers que amplificam partes dos genes mcy, tornando possivel a
deteccao do gendtipo que contém a codificagdo para sintetase da microcistina através
da técnica molecular PCR (Polymerase Chain Reaction).

Tentativas anteriores foram realizadas com a finalidade de conhecer a correlagcéo
entre marcadores moleculares e a toxigenicidade de cianobactérias. Dentre eles ha
estudos com a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (NEILAN 1995,
NISHIHARA et al. 1997), a hidridacao Southern utilizando sequéncias de DNA repetitivo
RepA e RepB de Microcystis (ASAYAMA et al. 1996), RFLP (Restriction Fragments
Length Polymorphic) em Anabaena (ROUHIAINEN et al. 1995) e de genes 16S rRNA
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(NEILAN et al. 1997, OTSUKA et al. 1998, RUDI et al. 1998, TILLETT et al. 2000).
Porém, somente com o0 uso de marcadores moleculares para genes da sintetase da
microcistina foi possivel correlacionar genétipo e produgdo de microcistina. A
concordancia entre analises imunoenzimaticas ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) e de marcadores
moleculares desenhados a partir de genes da sintetase da microcistina tém confirmado
a aplicabilidade desta metodologia (KURMAYER et al. 2002; KURMAYER e
KUTZENBERGER 2003, BITTENCOURT-OLIVEIRA 2003; HISBERGUES et al. 2003;
MANKIEWICZ-BOCZEC et al. 2006 e SAKER et al. 2007, VALERIO et al. 2009).
Contudo, estudos recentes revelaram que ha ocorréncia de linhagens de cianobactérias
que contém o0s genes mcy, mas nao sao capazes de produzir microcistina. Estes
estudos atribuem este fato a inativacdo dos genes devido a mutagdes, tais como
eventos de delecéo e de insercdo através de elementos transponiveis (KURMAYER et
al. 2004, OSTEMAIER e KURMAYER 2009).

Sendo a PCR convencional uma metodologia qualitativa, recebe criticas em
relacdo ao seu potencial de uso em rotinas de monitoramento em reservatérios para
abastecimento publico. Métodos moleculares quantitativos sdo Uteis para estudar o
processo de sucessao de géneros produtores e ndo produtores de toxinas em corpos
d’agua e também monitorar a formacao de biomassas massivas de linhagens téxicas,
bem como correlaciona-las com os possiveis fatores que as ocasionam (VAITOMAA et
al. 2003).

A PCR competitiva surge como uma alternativa na abordagem molecular de
deteccao de gendtipos tdxicos, pois possui caracteristicas quantitativas. De acordo com
Yoshida et al. (2003) é uma poderosa ferramenta para deteccdo quantitativa de

Microcystis toxicas em amostras ambientais.

A PCR competitiva é baseada na co-amplificacdo do gene alvo e de um DNA
competidor de concentragdo conhecida, sendo que ambos podem ser amplificados pelo
mesmo primer (SIEBER et al. 1992). Pressupondo haver uma cépia do gene estudado

no genoma do organismo, uma vez quantificado, o0 nimero de cépias do gene pode ser
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convertido para o numero de cromossomos e conseqglentemente para 0 niumero de
células (YOSHIDA et al. 2005).

A PCR competitiva tém sido utilizada com éxito por alguns pesquisadores para
diferentes abordagens como, por exemplo, quantificar cianobactérias no Mar Baltico
(MOLLER e JANSON 1997), na deteccdo e quantificagdo de cianobactérias téxicas em
linhagens e amostras ambientais (RUDI et al. 1998, YOSHIDA et al. 2003, YOSHIDA et
al. 2005), na determinacgao da eficiéncia de metodologias de extracdo de DNA (MUMY e
FINDLAY 2004) e no estudo da dindmica sazonal da competicdo entre populacées

toxicas e ndo téxicas de cianobactérias em ambientes naturais (YOSHIDA et. al 2005).

Diversos autores utilizaram a técnica de PCR em tempo real para quantificar
células de cianobactérias potencialmente toxicas. Esta técnica usa uma sequéncia
especifica marcada fluorescentemente e primers para quantificar DNA molde
inicialmente presente nas reacdes, sendo este calculado pela taxa de acumulacéo
exponencial dos fragmentos amplificados, baseado em curva padrdao (JUNG et al.
2000). Foulds et al. (2002) utilizaram mcyA e mcyB para quantificar Microcystis;
Kurmayer e Kutzenberger (2003) genes cpcBA (ficocianina) e mcyB para quantificar
diversos géneros de cianobactérias de amostras naturais; Vaitomaa et al. (2003) genes
mcyE para quantificar Microcystis e Anabaena; Rinta-Kanto et al. (2005) genes 16S
rDNA e mcyD para quantificar Microcystis; Furukawa et al. (2006) genes mcyA para
quantificar Microcystis; Koskenniemi et al. (2007) genes nda (sintetase de nodularina)
para quantificar Nodularia e, finalmente Hotto et al. (2008) genes mcyD para quantificar
Microcystis. Contudo, a PCR em tempo real requer equipamento de alto custo de
aquisicao e manutencao, podendo representar um empecilho para utilizagcdo da técnica
(KURMAYER e KUTZENBERGER 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens, amostra e condicoes de cultivo

As linhagens de Microcystis sp. BCCUSP18 da colegdo de cianobactérias
“Brazilian Cyanobacteria of Collection University of Sao Paulo”, potencialmente
produtora de microcistina (MC-LR) e BCCUSPO03, ndo produtora de microcistina
(BITTENCOURT-OLIVEIRA 2003) foram cultivadas em meio BG-11 descrito por Rippka
et al. (1979) como modificacbes segundo Bittencourt-Oliveira (2000) e mantidas em
camara climéatica com 22 (+ 1) °C de temperatura, fotoperiodo 14h:10h (claro:escuro) e
intensidade luminosa de 30 (+ 1,0) umol.photons.m?.s™ (fotémetro LI-COR, mod. LI-

250, com sensor esférico subaquatico).

A amostra ambiental foi coletada através de rede de fitoplancton 20um no
Reservatério de Duas Unas, estado de Pernambuco (08° 05’ 2,0” S 35° 02’ 31,8” W).
Espécies do género Microcystis foram os taxons predominantes na amostra avaliada

por microscopia éptica.
3.2 Analise quantitativa de células

A contagem das células das linhagens foi realizada através de hemocitdémetro
Fuchs Rosenthal com auxilio de um microscépio binocular Olympus. Foi estabelecido
um numero minimo de 400 células contadas de forma a se obter um erro de
aproximadamente 10% para um nivel de confianga de 95% (GUILLARD 1973).

Anteriormente a contagem, as amostras ambientais foram aquecidas a 35 °C por
10 minutos seguida de intensa agitacdo periddica durante 10 minutos. Desta maneira
as colbnias de Microcystis se desagregaram possibilitando a utilizacdo de
hemocitdmetro para quantificacdo das células.

3.3 Extracao de DNA

Foram extraidos DNA de numero de células conhecido, sendo que o extrato de
DNA final correspondeu a quantidade de DNA referente a 1 mL de cultura e de amostra
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ambiental. Apos eluir foi possivel relacionar o volume da solugdo de DNA extraido com
0 numero de células correspondente, expressando-o em numero de “células DNA

equivalente” (simplificado a C.D.E. neste estudo).

A contagem de células de Microcystis spp. revelou que haviam 2,68 x 10’ células
de Microcystis spp. por mililitro na amostra. Como a extragao de DNA foi em realizada
com 1,0 mL de amostra e o DNA total obtido foi eluido em 50uL de TE (10mM de Tris-
HCI, pH 7,4; 1mM de EDTA, pH 8,0), a concentracao da solucdo de DNA da amostra
ambiental foi de 5,36 x 10° C.D.E.uL™".

A extracdo de DNA seguiu metodologia proposta por Roger e Bendich (1985)
iniciando-se com a centrifugacéo (14.000 rpm, 2 minutos, 25 °C) de 1 mL de cultivo na
fase logaritmica de crescimento ou 1 mL de amostra ambiental com alta densidade de
Microcystis spp. e ressuspensao do centrifugado em 1 mL de agua destilada, seguida
de nova centrifugagdo (14000 rpm, 2 minutos, 25 °C). O material centrifugado foi
ressuspendido em 400uL de tampéo CTAB (brometo de cetil-trimetilamonio) e incubado
por 30 minutos a 60 °C em banho-maria (Thermo Bath ALB64, Coréia do Sul) para
promover a quebra das membranas celulares. Seguiu-se a adicdo de 60 uL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) para isolamento do DNA total das células. Dois
ciclos de centrifugagcdes foram realizados (14000 rpm, 5 minutos, 25 °C), com coleta do
sobrenadante e descarte do centrifugado. Adicionou-se 5 uL de RNAse (10mg.pl™) e o
material foi incubado por 15 minutos a 37 °C. Em seguida foi acrescido 900 pL de
isopropanol P.A., com inversdo delicada dos tubos para promover a precipitacdo do
DNA seguida de centrifugacado (14000 rpm, 20 minutos, 25 °C). Apds descarte do
sobrenadante, adicionou-se 400 pL de etanol 70% gelado para purificacdao do DNA total
isolado e os tubos foram invertidos suavemente. Na sequéncia, o material foi
centrifugado (14000 rpm, 15 minutos, 4 °C) e o sobrenadante descartado. O DNA total
isolado foi secado em rotaevaporador (Concentrator 5301 Eppendorf, Alemanha) por 10
minutos para secagem do material. Para eluir, acrescentou-se 50 yL de TE (10mM de
Tris-HCI, pH 7,4; 1imM de EDTA, pH 8,0).
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3.4 Construcao do DNA competidor

3.4.1 Desenho dos primers

Com a finalidade de amplificar fragmento menor do que aqueles produzidos
pelos iniciadores cpcB-F e cpcA-R, simplificadamente designados como cpcBA
(NEILAN et al. 1995) e mcyB-F/R (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al.submetido), foram
desenhados primers reverse internos a regidao gendmica amplificada por estes,
utilizando os softwares Primer 3 (ROZEN e SKALETSKY, 2000) e Gene Runner Version
3.01. As sequéncias que foram tomadas como base estdo disponiveis no GenBank
(numeros de acesso: AY147796 e AF385380) e outra disponivel em Bittencourt-Oliveira
et al. (submetido). Na Figura 2 os primers desenhados estdo representados na cor

vermelha.

Os primers foram sintetizados por laboratérios especializados e adquiridos
comercialmente (IDT, Medley, USA) (Tabela 1).

3.4.2 PCR sequenciais

O DNA competidor foi construido a partir de amplificagdes consecutivas com
metodologia proposta por Yoshida et al. 2003. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, EUA) utilizando o kit
pureTaqg Ready-To-Go PCR Beads (Amersham, Piscataway, NJ), 20uM de cada primer,
5 a 10 ng de DNA e &gua ultra-pura (Mili-Q, Millipore, EUA) para completar 25 pL de

reagao.

O DNA extraido da linhagem toxica e ndo toxica foram amplificados através de
reagdes consecutivas utilizando primers e condigdes mostrados na Tabela 1.

A primeira amplificacdo (Figura 2.1) foi realizada com o primer cocBA (NEILAN et
al. 1995) e também mcyB-F/R (Bittencourt-Oliveira et al. submetido). Com o produto da
primeira amplificacdo foi realizada a segunda, utilizando o primer reverse desenhado
neste estudo (Figura 2.2). Na terceira amplificacdo utilizou-se o primer reverse

composto da seqliéncia obtida em literatura sintetizada conjuntamente com a sequéncia
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desenhada no presente estudo, o R2-R1 (Figura 2.3). O produto da terceira
amplificacdo (Figura 2.4) € constituido de sequéncias que sdo menores do que a alvo,
porém podem ser amplificados com os mesmos primers que amplificam as seqiéncias

alvos.

Os produtos das amplificacdes foram visualizados através de eletroforese em gel
de agarose 1,2 % corado com brometo de etidio (2,0 pg.mL"). A quantificacdo dos
fragmentos amplificados foram realizadas com o sistema de fotodocumentagdo EDAS
290 (Kodak, Japao) a partir do programa Kodak Digital Science 1D 3.6 utilizando como
marcador molecular Low DNA Mass™ (Invitrogen, EUA).

Figura 2. Etapas da construcdo do DNA competidor. F. primer foward obtido em
literatura; R1. primer reverse obtido em literatura; R2. primer reverse desenhado no
presente estudo; R2-R1. primer reverse com sintese conjunta de R1 e R2; Fc. Regido
gendmica complementar ao primer foward F; R1/R2c. Regido genémica complementar

a primer reverse R1.
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3.4.3 Purificacao e quantificacao do DNA competidor

Os produtos da 32 amplificagdo foram recortados diretamente do gel de agarose
com auxilio de uma lamina cortante e purificados posteriormente utilizando-se o
QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, EUA) . A concentracdo do DNA competidor foi
aferida em espectrofotdmetro (Nanodrop 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific,
EUA).

3.5 Clonagem e seqlienciamento

Os fragmentos extraidos do gel de agarose foram inseridos em plasmidio vetor
disponivel no sistema pGEM®-T Easy Vector System (Promega, EUA) e utilizados na
transformacéo de células competentes de alta eficiéncia NEB 5-alpha (New England
BioLabs) para a multiplicacdo dos plasmideos, seguindo as recomendagdes do
fabricante. Os transformantes foram selecionados em meio de cultura Luria-Bertani
(meio LB) acrescido de 100 pg.mL™" de ampicilina, tendo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo (XGAL) como substrato para a acdo da enzima [B-galactosidase,
indicadora de transformacéo. Col6nias positivas foram isoladas, cultivadas em meio LB
liquido acrescido de ampicilina (100 pg.mL") e utilizadas para a extracdo de
plasmideos. Os plasmideos extraidos foram seqienciados com os iniciadores T7 (5’-
CCCTATAGTGAGTCGTATTA-3') e SP6 (5-TATTTAGGTGACACTATAG-3’), cujo
anelamento se d4 em em locais que flanqueiam o inserto, juntamente com kit
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare, EUA) e 3100 ABI
Sequencher (Applied Biosystems, EUA), de acordo com instru¢des do fabricante. As
seqliéncias foram analisadas em relagdo a similaridade com aquelas depositadas no
GenBank utilizando o software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel

na Internet (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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3.6 PCR competitiva

3.6.1 Avaliacao de amplificacao de DNA competidores (cpcBA e mcyB
competidor)

Para avaliar a eficiéncia de amplificacdo de DNA competidores foram realizados
ensaios de PCR competitiva em triplicata. Foram utilizados DNA competidores em 4
quantidades diferentes, as quais diferiam entre si 10 vezes, juntamente com 2,0 x 10*
C.D.E. de linhagens toxicas e nao téxicas.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, EUA) utilizando o kit pureTaq Ready-To-Go PCR Beads
(Amersham, Piscataway, NJ), 20uM de cada primer, 2,0 x 10* C.D.E, mcyB
competidores (7,4 x 102 ng, 7,4 x 10° ng, 7,4 x 10* ng ou 7,4 x 10° ng) ou cpcBA
competidores (6,6 x 102 ng, 6,6 x 10* ng, 6,6 x 10° ng ou 6,6 x 10° ng); e agua ultra-
pura (Mili-Q, Millipore, EUA) para completar 25 uL de reagéo.

Foi realizado o controle para o DNA alvo (Ca), utilizando na amplificacdo apenas
DNA alvo, sem DNA competidor e também o controle para o DNA competidor (Cc),
utilizando na amplificagédo apenas DNA competidor, sem DNA alvo.

O objetivo deste ensaio foi averiguar em qual das quantidades testadas de DNA
competidor ter-se-ia a equivaléncia de amplificacdo entre DNA alvo (2,0 x 10* células
DNA equivalentes) e DNA competidor. Isto foi avaliado confeccionando-se no programa
Excel 2007 (Microsoft, EUA) um gréfico de linhas com as densidades optica (D.O.) das
bandas que foram aferidas através da visualizagdo da imagem digital do gel de agarose
1,2% corado com brometo de etidio (2,0 pg/mL) utilizando o programa Kodak Digital
Science 1D 3.6, resultante das co-amplificacbes do DNA competidor e do DNA alvo.
Densidades Opticas das bandas as quais as amplificagcbes se equivaleram foram
consideradas as mais eficientes na quantificagdo de aproximadamente 2,0 x 10* C.D.E.
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3.6.2 PCR competitiva com linhagens

Utilizando a massa do DNA competidor considerada mais eficiente na
quantificacdo de aproximadamente 2,0 x 10* C.D.E. foram realizados ensaios em
triplicata de PCR competitiva amplificando-se DNA competidor juntamente com
quantidades crescentes de C.D.E de DNA das linhagens. O objetivo foi investigar a
eficiéncia de quantificacdo de aproximadamente 2,0 x 10* C.D.E. observando em qual
das reaces obter-se-ia a equivaléncia de amplificagdo entre DNA alvo (1,0 x 10%; 7,0 x
10% 2,0 x 10*; 5,0 x 10%; 8,0 x 10*; 1,5 x 10° e 3,0 x 10° C.D.E.) e DNA competidor.

As amplificagdes foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, EUA) utilizando o kit pureTaq Ready-To-Go PCR Beads
(Amersham, Piscataway, NJ), 20uM de cada primer, DNA alvo nas quantidades acima
citadas, mcyB ou cpcBA competidor e agua ultra-pura (Mili-Q, Millipore, EUA) para
completar 25 uL de reacao.

Foi realizado controle para o DNA alvo utilizando na amplificacdo apenas o DNA
alvo sem o competidor (Ca) e também o controle para o DNA competidor utilizando na
amplificagéo apenas o DNA competidor sem o alvo (Cc).

A densidade 6ptica das bandas produzidas pelas amplificagbes foram aferidas
através da visualizacao da imagem digital do gel de agarose 1,2% corado com brometo
de etidio (2,0 ug.mL™) utilizando o programa Kodak Digital Science 1D 3.6. Obteve-se
uma equagado de regressdo linear utilizando o programa estatistico SAS statistical
software for Windows (SAS Institute, Inc.) plotando-se no eixo X o logo da razao entre
as D.O. de amplificagdes do DNA alvo e do DNA competidor e no eixo Y o logio da
quantidade de C.D.E. de DNA alvo.

3.6.3 PCR competitiva com amostra ambiental

Foram realizados ensaios em triplicata de PCR competitiva com amostra
ambiental coletadas no reservatério de Duas Unas, Pernambuco. Foram co-
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amplificados diluicdes sequienciais de 5,36 x 10° C.D.E. da amostra ambiental (1: 5 x
10%,1:2x10% 1: 5 x 10° e 1: 10%) e DNA competidor ( 3,7 x 10°ng de mcyB competidor
ou 2,0x10™* ng de cpcBA competidor).

As amplificagcdes foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, EUA) utilizando o kit pureTaq Ready-To-Go PCR Beads
(Amersham, Piscataway, NJ), 20uM de cada primer, diluicbes sequenciais de DNA da
amostra ambiental acima citadas, mcyB ou cpcBA competidores e agua ultra-pura (Mili-

Q, Millipore, EUA) para completar 25 L de reagao.

Foi realizado controle para o DNA alvo utilizando na amplificacao apenas o DNA
alvo sem o competidor (Ca) e também o controle para o DNA competidor utilizando na

amplificacdo apenas o DNA competidor sem o alvo (Cc).

A densidade éptica das bandas produzidas pelas amplificacbes foram aferidas
através da visualizacao da imagem digital do gel de agarose 1,2% corado com brometo
de etidio (2,0 ug.mL™) utilizando o programa Kodak Digital Science 1D 3.6. Obteve-se
uma equagao de regressao linear utilizando o programa estatistico SAS statistical
software for Windows (SAS Institute, Inc.) plotando-se no eixo X o logo da razdo entre
as D.O. de amplificagdes do DNA alvo e do DNA competidor e no eixo Y o logio das
diluicdes de C.D.E. da amostra ambiental. Com as equacdes de regressao linear
obtidas foram verificadas as diluicdbes as quais houve equivaléncia de amplificacdo
entre DNA alvo e de DNA competidores. Multiplicando-se este valor pela quantificagao
conferida pelo mcyB ou cpcBA competidores utilizados, foi obtida a estimativa do
nimero de células de Microcystis spp. da amostra ambiental utilizados na PCR

competitiva.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencao de DNA competidores para a regidao génica cpcBA e para o gene

mcyB

Resultados satisfatérios foram obtidos com os primers desenhados neste
estudo. Em sua utilizacéo foi possivel deletar a regidao 3’ das sequéncias amplificadas,
gerando um produto de amplificacdo menor do que os dos primers obtidos em

literatura.

Os primers desenhados neste estudo foram denominados cpcA-R2 e mcyB-R2
(Tabela 1). Os resultados das amplificacdes seqlenciais, mostrados na Figura 3,
culminaram na producdo de DNA competidor para o gene codificador da ficocianina
(cpcBA), o qual foi denominado cpcBA competidor e para um fragmento do gene
mcyB, denominado mcyB competidor.

O tamanho dos produtos da primeira amplificagcdo, em pares de base (pb),
encontrou-se dentro da expectativa dos primers utilizados. A segunda amplificagao
produziu fragmentos de cerca de 300pb menores do que os da primeira amplificacao.
Assim sendo, satisfez-se a necessidade de producédo de produtos de PCR menores,
cuja diferenca seja visualizada em uma matriz de gel de agarose. Na terceira
amplificagdo o primer reverse utilizado foi aquele composto da seqUéncia obtida em
literatura sintetizada conjuntamente com a sequéncia desenhada no presente estudo
(Figura 2.3). A diferenca de aproximadamente 80bp entre produtos da segunda
amplificagdo e da terceira indicou sucesso na tentativa de introduzir a sequéncia
complementar dos primers reverse descritos em literatura adjacentemente as
sequéncias dos primers reverse desenhados neste estudo. Desta maneira os dois
principais requisitos para o DNA competidor foram contemplados: 1) ser menor do que
a sequéncia alvo e 2) ser amplificavel pelos mesmos primers que a sequéncia alvo.
Isto possibilitou a co-amplificagdo do DNA competidor e do DNA alvo, utilizando o
mesmo primer porém com produtos amplificados detectaveis de tamanhos diferentes,

cuja diferenca pode ser visualizada em gel de agarose.
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A nao amplificagdo de DNA na BCCUSPO03, com o primer do mcyB, confirmou

que esta linhagem nao é potencialmente toxica.

Os produtos da terceira amplificacdo, ou seja, os DNA competidores, foram
extraidos e purificados diretamente do gel de agarose utilizando o QlAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN, EUA). Em seguida foram clonados e seqlienciados em

procedimento descrito detalhadamente nos itens 4.4.

As sequéncias 5- 3 podem ser visualizadas abaixo, sendo que as bases
nitrogenadas sublinhadas com um traco sdo as sequéncias foward e reverse dos
primers obtidos em literatura. As sequéncias sublinhadas com dois tracos sao aquelas

dos primers R2 desenhados neste estudo (Tabela 1).

A sequéncia do cpcBA competidor possui 363 pb, 98% de identidade e 67% de
cobertura com a sequéncia do gene cpcBA de Microcystis sp. KLL MB-K (n® acesso no
GenBank AY524848.1) e pode ser visualizada a seguir:

1 GGCCGCGGGAATTCGATTGGCTGCTTGTTTACGCGACATGGAAATCATCTTGCGTTATGT

61 TACCTATGCTACCTTCTCTGGCGACGGCAGTGTTCTCGATGATCGTTGCTTAAATGGTCT

121 TCGCGAAACCTATGTAGCTTTAGGAGTACCTGGAGCTTCCGTAGCTGCTGGCGTAAGCAA

181 AATAAAAGAAACTGCTTTGTCCATCGCTAACGATCGCAACGGTATCACCCCCGGCGATTG

241 CAGTGCTTTAATGTNTGAAATTGCCAGCTACTTCGACCGCGCCGCCGCTGCTGTCGCCTA

301 GTCCCTGGGGCTAGTCTCAATTAAACCGTAGGAAACTTATTGCAAGATTATTGGGAGATA

361 CCAAACAATGAAAACCCCCCTTTAGTTGCTGGTGGTAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGC

421 CTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTA

481 TAGTGTCACCTAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGT
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A sequéncia do mcyB competidor possui 233 pb de produto amplificado, 99%
de identidade e 64% de cobertura com o gene mcyB de Microcystis aeruginosa B-47 (n®

acesso no GenBank AY524848.1) que pode ser visualizada a seguir:

1 CTGACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTITCAACGGGAAA

61_ACCCAAAGGAGTATTAATTAGCCATCGGGGGTTAATGAATTTAATATGTTGGCATCAAGA

121 CGCTTTTGAAATTACGCCTTTAGACAAAATTACTCAACTAGCAAGAAGTGCTTTTGACGC

181 TGCGGTTTGGGAGTTATGGCCCTGTTTAACAGCAGGTGCGAGTCTTGTCTTAGTTAAACC

241 TGAAATCATGCAATCTCCCCCGGACTTGCGAGACTGGTTAACTGGAGAGTTACATATTAG

301 AATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACGCG

4.2 Avaliacao de amplificacao de DNA competidores (cpcBA e mcyB
competidor)

Quantidades crescentes de DNA competidores foram co-amplificados com 2,0 x
10* C.D.E. para avaliar em qual das diluicdes obter-se-ia a equivaléncia entre
amplificacbes de DNA competidores e de DNA alvo. Os resultados podem ser
visualizados nas Figuras 4 e 5.

Para o mcyB competidor utilizado com a linhagem BCCUSP18 a equivaléncia
de amplificacdes ocorreu entre as canaletas 2 (7,4 x 10° ng) e a 3 (7,4 x 10™ ng),
conforme mostra a Figura 4a. Tal como mostrado na Figura 5a optou-se em considerar
a quantidade de 3,7 x 10°ng, ou seja, a metade de 7,4 x 10°ng como a mais préxima
na quantificacéo de 2,0 x 10* C.D.E.

Os resultados revelaram que para o cpcBA competidor utilizado com a linhagem
toxica BCCUSP18 a quantidade de 6,6 x 10° ng de cpcBA competidor mostrou-se a
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mais préxima para quantificar 2,0 x 10* C.D.E. (Figura 5b). Visualmente percebe-se
que a equivaléncia de amplificagao ocorreu na canaleta 7 da Figura 4b.

No entanto, utilizando-se a linhagem ndo toxica a quantidade de cpcBA
competidor que mais se aproximou na quantificacdo de 2,0 x 10* C.D.E. ficou entre 6,6
x 10™ng (canaleta 6, Figura 4c) e 6,6 x 10°ng (canaleta 7, Figura 4c). Optou-se em
considerar a quantidade de 3,3 x 10™ng, ou seja, a metade de 6,6 x 10“*ng (Figura 5c)

como aquela que mais se aproximou na quantificacéo de 2,0 x 10* C.D.E.

As canaletas designadas como 4 (mcyB competidor) e 5 (cpcBA competidor)
foram desconsideradas na avaliacdo grafica dos DNA competidores (Figura 5). Isto
porque, tal como observado na Figura 4, as amplificacbes produziram fragmentos
amplificados apenas referentes ao DNA competidor (Figura 4a) ou apenas referente ao
DNA alvo (Figura 4b) ou ainda interferéncias de artefato do gel de agarose
impossibilitaram uma adequada mensuracao da D.O. da banda (Figura 4c).

Na Figura 6 é mostrado um exemplo das mensuragdes de D.O. das bandas,
obtidas a partir do programa Kodak Digital Science 1D 3.6. Este exemplo se refere a
primeira analise de cpcBA competidor testado com a linhagem BCCUSP18 (Figura 4b).
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Figura 3. Géis de agarose corado com brometo de etidio mostrando as etapas de
obtencdo de DNA competidor a partir de amplificacées sequenciais. cpocBA. Gene
amplificado com o primer cpcBA, mcyB. Gene amplificado com o primer mcyB-F/R;
BCCUSP18. Linhagem Microcystis sp. toxica; BCCUSP3. Linhagem Microcystis sp. néao
toxica; M. Low DNA Mass Ladder™; 12. Primeira amplificacdo; 22. Segunda
amplificacao; 32. Terceira amplificacao (tal como esquematizado na Figura 2).



26

|
=]
o
g8 .
8 3
C
— byM 5 6 7 8 CaCc M 5 %
®
5| e
i -
E 20090 —
8 omse 78cace m s ©
2 S
- 2
B00pb - A T00p %
400ph * Compatidar 400pt | (0
I -

Figura 4. Géis de agarose corados com brometo de etideo mostrando resultado das
avaliaces de DNA competidores em triplicata para quantificacdo de 2,0 x 10* C.D.E. a.
mcyB competidor com BCCUSP18; b. cpcBA competidor com BCCUSP18; ¢. cpcBA
competidor com BCCUSP03 M. Low DNA Mass Ladder™; 1. 7,4 x 102 ng de mcyB
competidor; 2. 7,4 x 10°ng de mcyB competidor; 3. 7,4 x 10™ng de mcyB competidor; 4.
7,4 x 10°ng de mcyB competidor; 5. 6,6 x 10°ng de cpcBA competidor; 6. 6,6 x 10™ng
de cpcBA competidor; 7. 6,6 x 10°ng de cpcBA competidor; 8. 6,6 x 10°ng de cpocBA
competidor; Ca. Controle do DNA alvo; Cc. Controle do DNA competidor.
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Figura 5. Representagdes graficas mostrando as meédias & desvios padrées
das densidades dpticas dos produtos amplificados de cada quantidade de
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dptica das amplificagdes do DMA competidor e do DNA alvo fol considerado
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4.3 PCR competitiva
4.3.1 Linhagens

Utilizando a concentracdo do DNA competidor considerada mais proxima para
quantificar 2,0 x 10* C.D.E., ou seja, 3,7 x 10°ng para mcyB competidor utilizando com
BCCUSP18 (téxica), 6,6 x 10°ng para cpcBA competidor utilizando com BCCUSP 18 e
3,3 x 10" ng para cpcBA competidor utilizando com BCCUSP3 (ndo téxica), foram
realizados ensaios em triplicata de PCR competitiva amplificando-se DNA competidor
juntamente com quantidades crescentes de C.D.E. de linhagens (1,0 x 103, 7,0 x 10°,
2,0 x 10%, 5,0 x 10%, 8,0 x 10*, 1,5x 10° e 3,0 x 10°> C.D.E.).

A Figura 7 mostra os resultados obtidos para as PCR competitivas. O resultado
esperado seria que as amplificagdes equivalessem em torno da canaleta 3, visto que os
DNA competidores foram obtidos para a finalidade de quantificar aproximadamente 2,0
x 10* C.D.E.

Os resultados obtidos das D.O. de amplificacbes foram plotados conforme
mostram as representacdes graficas da Figura 8.

Céalculos de padronizacdo das quantificacées de células da linhagem téxica e
nao tdéxica com cpcBA competidor (Tabela 2) revelaram que para quantificar um mesmo
numero de células, seria necessario 3,33 vezes mais cpcBA competidor na PCR

competitiva da linhagem nao téxica do que na da toxica.

A Tabela 2 mostra as equagdes da reta e o R? das quantificagdes da linhagem
toxica e nao toxica realizadas separadamente com o cpcBA competidor resultante de
ensaios em ftriplicata (n=3) e também a quantificacdo da analise realizada
conjuntamente (n=6). A partir da analise Unica, obteve-se pequena diminuicdo do
coeficiente de explicacdo da reta R? que passou de 0,989 e 0,968 para 0,895. Isto
indicou que nao ha diferenca significativa entre quantificacdo de células téxicas e nao
toxicas utilizando cpcBA competidor. Com relagcdo a quantificacdo, separadamente
obteve-se 1,45 x 10* e 2,14 x 10* células e conjuntamente 1,84 x 10* células, sendo
este o valor considerado para o restante dos experimentos.
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Em suma, verificou-se que os DNA competidores utilizados foram capazes de
quantificar 1,84 x 10* células de Microcystis sp. BCCUSP18 e BCCUSP3 (cpcBA
competidor) e 1,54 x 10* células de Microcystis sp. BCCUSP18 (mcyB competidor).

4.3.2 Amostra ambiental

Foram realizados ensaios em triplicata de PCR competitiva com uma amostra

ambiental de Duas Unas, PE.

Foram co-amplificados diluicées seqiienciais de 5,36 x 10° C.D.E. da amostra
ambiental (1: 5x 102, 1:2x 10% 1: 5 x 10° e 1: 10*) e DNA competidor. Foram utilizados
3,7 x 10°ng de mcyB competidor e 2,0x10™* ng de cpcBA competidor, ou seja, um valor
entre 3,3x10™ng e 6,6x10°ng. O resultado destas amplificacdes pode ser visualizado na

Figura 9.

Na Figura 9a observou-se que visualmente a equivaléncia de amplificacdo
ocorreu entre as canaletas 2 (1: 2 x 10%) e 3 (1: 5 x 10%) e na Figura 9b entre a 3 (1: 5 x
10°%) e a 4 (1: 10%). Os valores exatos foram obtidos com as equacdes de regressao
linear (Tabela 2) dos gréaficos de dispersdo gerados com os dados de D.O. das

amplificagées (Figura 10).

Esta avaliacao foi realizada igualando-se a zero a varidvel X na equagao da reta.
O resultado obtido representa o valor da diluicdo de equivaléncia de amplificacdo de
DNA alvo e DNA competidor. Este valor multiplicado pela quantificacao de células
conferida pelos DNA competidores utilizados, resultou na estimativa do numero de
células de Microcystis spp.da amostra ambiental utilizados na PCR competitiva.
Portanto, para quantificar células a partir do gene cpcBA da amostra do reservatério de
Duas Unas, PE, foi realizada a multiplicagdo de 2,48 x 10° (diluicdo de amplificacdo
equivalente entre DNA alvo e cocBA competidor) por 1,84 x 10* (quantificagdo conferida
pelo cpcBA competidor utilizado) resultando em 4,5 x 10’ C.D.E. De maneira analoga
obteve-se a quantificacdo a partir de mcyB multiplicando-se 6,71 x 10° por 1,54 x 10*
(quantificacdo conferida pelo mcyB competidor utilizado) resultando em 1,0 x 10°
C.D.E.(Tabela 2).
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Desta forma, comparando com o valor esperado (5,36 x 10° C.D.E.), a
quantificacao por PCR competitiva de células de Microcystis spp da amostra ambiental.
utilizando cpcBA e mcyB competidores superestimou o0 nimero de células em 83 e 186

vezes, respectivamente.
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Figura 7. Géis de agarose corado com brometo de etideo mostrando resultado das
triplicatas de ensaio de PCR competitiva com linhagens. a. mcyB competidor com
BCCUSP18; b. cpcBA competidor com BCCUSP18; c¢. cpcBA competidor com
BCCUSP3; M. Low DNA Mass Ladder™; 1. 1,0 x 10® C.D.E.; 2. 7,0 x 10°C.D.E.; 3. 2,0
x 10* C.D.E., 4. 5,0 x 10* C.D.E., 5. 8,0 x 10* C.D.E.; 6. 1,5 x 10° C.D.E. e 7. 3,0 x 10°
C.D.E.; Ca. Controle do DNA alvo; Cc. Controle do DNA competidor; (*). 3,7 x 10 ng,
(**). 6,6 x 10° ng; (***). 3,3 x 10 ng.
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Figura 8. Representacbes gréaficas de PCR competitiva obtidas através de dados de
densidade Optica das bandas no gel de agarose resultante das amplificacées dos
ensaios com linhagens mensuradas pelo programa Kodak Digital Science 1D 3.6. a.
Resultado de amplificacdo com cpcBA competidor, b. Resultado de amplificacdo com

mcyB competidor.
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Figura 9. Géis de agarose corados com brometo de etideo mostrando resultado dos

a M 1 2 3 4 Cc Ca
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ensaios de PCR competitiva com amostra ambiental do reservatério de Duas Unas, PE.
a. cpcBA competidor; b. mcyB competidor; M. Low DNA Mass Ladder; 1. Diluicdo 1: 5 x
10® de C.D.E., 2. Diluicdo 1: 2 x 10° de C.D.E., 3. Diluicdo 1: 5 x 10° de C.D.E. e 4.
Diluicéo 1: 10* de C.D.E.
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Figura 10. Representacdes gréaficas obtidas através de dados de densidade Optica das
bandas no gel de agarose resultante dos ensaios de PCR competitiva com amostra
ambiental mensuradas pelo programa Kodak Digital Science 1D 3.6. a. Resultado de
amplificacdo com cpcBA competidor, b. Resultado de amplificagdo com mcyB

competidor.
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5. DISCUSSAO

5.1 Construcao e avaliacao dos DNA competidores

Segundo Zentilin e Giacca (2007), o maior problema enfrentado no uso da
metodologia de PCR competitiva é a construcdo dos DNA competidores. Segundos
eles, as duas possibilidades mais facilmente alcangaveis para a construcao destes DNA
competidores seriam a construcdo de uma molécula com uma pequena inser¢cao ou
com uma pequena delecdo, que compreendesse mais ou menos 10% do tamanho do
DNA alvo. Neste estudo, optou-se pela escolha da ultima estratégia, mas com uma
delecédo de cerca de 50% do tamanho do DNA alvo. O cpcBA competidor construido
compreendeu 363 pares de bases com 47% de delecdao do DNA alvo. Por sua vez, o
mcyB competidor compreende 233 pares de base e 59,12% de delecao do DNA alvo. A
diferenca de cerca de 50% de tamanho dos DNA competidores e alvo favoreceram a
visualizagao no gel de agarose dos produtos amplificados de ambos.

O sucesso da tentativa de introduzir a sequéncia complementar dos primers
reverse de literatura adjacentemente as sequéncias dos primers reverse desenhados
neste estudo foi comprovada a partir do sequtienciamento dos DNA competidores. Para
o mcyB competidor o sucesso foi pleno, uma vez que ndo ha nenhuma base
nitrogenada localizada erroneamente ou faltante. Ja para o cpcBA competidor houve
algumas auséncias de bases. No entanto a presenca de 75% do primer cpcA-R de
literatura introduzido adjacentemente as sequéncias do primer reverse desenhado

neste estudo demonstra que também houve sucesso.

As quantificacbes de células da linhagem toxica e ndo tdxica com cpcBA
competidor revelou que para quantificar um mesmo numero de células seria necessario
3,33 vezes mais cpcBA competidor na PCR competitiva da linhagem nao téxica do que

na da toxica. Tal resultado poderia ser explicado por diferentes hipoteses:

1) A eficiéncia do cpcBA competidor utilizado para quantificar células da

linhagem ndo tdéxica poderia ter sido superestimado. Contudo esta hipotese nédo se
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sustenta pois o cpcBA utilizado para quantificar ambas linhagens foram aliquotadas do

mesmo material original.

2) O primer cpcBA pode ter menor afinidade de anelamento com o DNA da
linhagem toxica do que da néo tdxica. Esta hipbétese é pouco provavel pois a seqiéncia
do gene cpcBA de ambas as linhagens possuem as seqiéncia complementares do
primer (n° acesso no GenBank AF385380 — BCCUSPO03 e Bittencour-Oliveira et al.
(submetido) — BCCUSP18).

3) A eficiéncia da extracdo de DNA da linhagem toxica pode ter sido menor do
que a da linhagem néo téxica. Esta hipoétese ndo poderia ser testada pois foi realizada
uma unica extragédo de DNA de ambas as linhagens.

Foi utilizado a metodologia de extracao através do tampédo CTAB, o que pode ter
sido escolha menos apropriada. Yoshida et al. (2003) utilizou a metodologia de PCR
competitiva para avaliar a eficiéncia de quatro metodologias de extracdo de DNA. A
metodologia de CTAB estava entre as testadas, porém aquela em que se obteve maior
rendimento e DNA mais puro foi utilizando sdédio dodecil sulfato associado com
xantogenato (XS-SDS) (YOSHIDA et al. 2003).

5.2 Quantificacao de células a partir de PCR competitiva

A atividade de monitoramento de cianobactérias de reservatérios para
abastecimento publico tal como determina a Portaria MS 518/2004 (BRASIL 2004)
poderia ser facilitada por metodologias mais rapidas e que contornem a dificuldade de
visualizacdo de células em individuos coloniais (BERNARD et al. 2004) o que ocorre
comumente ocorre em contagens de fitoplancton realizadas em camaras de Sedwick-
Rafter.

Em virtude da PCR convencional ndo ser essencialmente quantitativa e de a

PCR em tempo real, apesar de quantitativa, ser onerosa e de manipulagdo complexa,
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esperou-se com este estudo avancar no conhecimento sobre a deteccdo de
cianobactérias utilizando a capacidade quantitativa da PCR competitiva.

Estudos envolvendo a quantificagao de cianobactérias por PCR competitiva séo
escassos no mundo e inexistem no Brasil. Desta forma, este estudo é pioneiro no
desenvolvimento e investigacdo desta metodologia para quantificacdo de células de

amostras ambientais brasileiras.

Dentre os métodos baseados na PCR, a em tempo real e a competitiva sdo
consideradas as mais sensiveis e exatas (ZENTILIN e GIACCA 2007).

Miura et al. (2008) observaram que a PCR em tempo real poderia ser usada
como um ensaio de alta qualidade por descartar o0 uso de qualquer manuseio dos
produtos amplificados pds-PCR. No entanto, a PCR em tempo real é altamente
influenciada pela natureza estocastica e pela qualidade dos moldes nas primeiras fases
de amplificagdo. Neste contexto a PCR competitiva € mais robusta do que a PCR em
tempo real, apesar de sua aplicacdao em larga escala ser dificultada pela necessidade
de preparo de competidores padronizados para cada gene quantificado (MIURA et al.
2008)

A razdo da quantificagdo de células da amostra ambiental por PCR competitiva
utilizando o gene mcyB e o numero obtido pela contagem direta foi igual a 186. Ja é
conhecido, através de seqlienciamento, que Microcystis spp. tem apenas uma cépia do
operon mcy (TANABE et al. 2004). Deste modo a metodologia utilizada no presente
estudo superestimou o numero de células toxicas da amostra ambiental em duas

ordens de magnitude.

Resultado semelhante encontrou Vaitomaa et al. (2003) utilizando PCR em
tempo real para quantificar genotipos de mcyE. O numero de coépias de mcyE de
Microcystis e Anabaena existentes nos corpos d"agua pesquisados foram de 2 a mais
de 200 vezes maior do que o numero de células detectado por microscopia Optica.

Erros metodoldgicos na contagem de células por microscopia éptica seria uma possivel
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explicagéo segundo estes autores, ou ainda, haver mais de um gene por célula, o que
acarretaria mais de uma copia de mcyE.

Falhas metodolégicas de contagem por microscopia éptica que ocasionem erros
de quantificacdo por PCR em tempo real de uma a duas ordens de grandeza, tal como
sugerido por Vaitomaa et al. (2003), sdo muito elevados e dificilmente ocorrem. Além
disso, a sugestao de haver mais de uma cépia do gene mcyE por célula é questionavel,
pois o0 sequenciamento de Microcystis spp. revelou possuir apenas uma copia do
operon mcy (TANABE, et al. 2004).

Yoshida et al (2005) quantificou o numero de gendtipos de mcyA em amostras
ambientais de um corpo d’agua japonés com floracdo de Microcystis aeruginosa
utilizando a metodologia de PCR competitiva. Uma das trés amostras investigadas
revelaram ter razdo de numero de genétipos de mcyA por células de 2,37. Yoshida et
al. (2005) levantaram a hipétese de que células ndo coloniais ndo foram contabilizadas

na contagem direta, constituindo um erro metodolégico na contagem.

Furukawa et al. (2006) e Ha et al. (2009) quantificaram os genes mcyA da
linhagem Microcystis aeruginosa NIES102 utilizando a metodologia PCR em tempo real.
Furukawa et al. (2006) encontraram erros de 2 a 64% entre contagem direta e PCR em
tempo real de mcyA enquanto que Ha et al. (2009) demonstraram superestimacao de
mcyA nas células de Microcystis assumindo existir 14 copias de mcyA por célula. Tais
discrepancias de resultados indicam que mesmo a PCR em tempo real tida como uma
ferramenta de alta sensibilidade e acuracia, apresentou dificuldades para quantificar
células toxicas de Microcytis a partir de genes mcy.

Neste estudo, a razdo entre quantificacdo de células por PCR competitiva
utilizando cpcBA competidor e a contagem direta foi de 83. Portanto pode-se sugerir
que o numero de cépias do gene da ficocianina (cpocBA) na amostra de Duas Unas, PE,
seja maior 83 vezes do que nas linhagens BCCUSP3 e 18. Contudo, tal suposicao seria
pouco provavel visto que sequenciamento de Microcystis aeruginosa revelou apenas

uma cépia do gene da ficocianina (KANEKO et al. 2007). Com isso, os resultados aqui
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encontrados ndo expressam o numero de cdpias do gene cpcBA existentes no genoma

desta cianobactéria.

Resultados contrarios aos descritos acima foram encontrados por Kurmayer e
Kutzenberger (2003) e Schober et al. (2007) os quais encontraram relagao precisa entre
o numero de células e o numero de genes cpcBA e mcyB utilizando a técnica de PCR
em tempo real. Kurmayer e Kutzenberger (2003) quantificaram células totais de
Microcystis spp. coletadas em 17 meses consecutivos no Lago Wannsee. Os autores
observaram que numero de genes de cpcBA se equivalem ao numero de células
contadas em microscopio invertido. Schober et al. (2007) encontraram proporgcao
constante de genes mcyB e cpcBA correspondente 1:1 em experimento inter-

laboratorial em suas quantificagées em amostra ambiental.

Quantificar células toxicas, seja por PCR competitiva ou PCR em tempo real,
incluem a possibilidade de erros intrinsecos afetarem os resultados (HA et al. 2009).
Tais erros podem derivar de perda de DNA no processo de sua extracdo, amplificacdo
ineficiente, aumento da quantidade de DNA nas células em certas fases do crescimento

e até mesmo devido a liberagdo de DNA de células mortas (HA et al. 2009).

De fato, neste estudo uma possivel explicacdo para a superestimacdo das
células quantificadas seria a eficiéncia diferenciada de amplificacdo entre DNA alvo e
DNA competidor. Sendo o competidor menor do que o alvo, sua amplificacdo poderia
ser facilitada. Deste modo, a PCR competitiva ndo seria util para quantificar células em
termos absolutos e na exatidao requerida pela Portaria MS518/2004 (BRASIL, 2004).
Por outro lado, poderia ser utilizada para estudos sazonais de locais especificos
realizando quantificacbes relativas (proporcionais), ja que apresentou alta
reprodutibilidade, representados por valores de coeficiente de explicacdo da reta (R?)

altamente significativos.
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6. CONCLUSOES

« A utilizagdo da PCR competitiva para atender a Portaria MS 518/2004 mostrou-

se inadequada para quantificar células toxicas e ndo téxicas de Microcystis.

« A metodologia desenvolvida para construcao dos DNA competidores foi

adequada pois permitiu a co-amplificagdo do DNA alvo e competidor.

Diante disso rejeitou-se a hipdtese apresentada de que a PCR competitiva poderia
substituir a técnica da contagem direta de células para atender a Portaria MS 518/2004.
Contudo, a metodologia apresentou reprodutibilidade em seus resultados e mostrou
potencial de ser utilizada como uma alternativa menos onerosa do que a PCR em

tempo real em pesquisas que necessitem de resultados quantitativos relativizados.
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