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MIGUEL, T. A. Microcistina: prospeccdo de contaminacédo, leveduras bioativas e
genes de biodegradagdo em sphingosinicella microcystinivorans B9. 2014. 109 f.
Tese (Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

As mudangas climaticas, o crescimento urbano desordenado e a intensa atividade
agroindustrial sem a consciéncia logistica e sustentavel causam impacto negativo ao
recurso hidrico devido a eutrofizacdo, favorecendo floragbes de cianoficeas
toxigénicas. O aumento da frequéncia e intensidade de cianobactérias, acarretando
em producdo de microcistinas (MC), é um problema global, sendo 0 monitoramento
da qualidade da agua e o desenvolvimento de metodologias para tratamento e
remocao de toxina dissolvida de fundamental importancia. Neste sentido, o objetivo
do trabalho foi monitorar a contaminacéo de agua por MC no estado do Parana, bem
como avaliar o potencial de biodegradacao da toxina por leveduras selvagens, além
de isolar, sequenciar e clonar os genes para degradacdo de MCs de S.
microcystinivorans B9. Em relacdo ao monitoramento, os niveis de MC variaram de
0,02 a 240,00 ug/L, com média geral 13,62 ug/L para a bacia hidrografica do Parana
lll, e 0,15 pg/L para a bacia do Tibagi. A regido de Foz do Iguagu na bacia do
Parana lll apresentou maior contaminacédo (83,3% de positividade) em relacdo a
regido de Londrina, na bacia do Tibagi (53,3% de positividade). Na andlise de
biodegradacdo de MC por leveduras selvagens a maioria das cepas apresentou
bioatividade contra MC ap6s 96h, porém apenas 3 removeram mais de 50% da
concentracdo inicial. Saccharomyces cerevisiae VIOBR removeu 70,3% da
concentragdo inicial de MC, com maior atividade nas primeiras 24h de cultivo. A
levedura também apresentou potencial para biocontrole de Synechocystis spp. e
Anabaena spp. Foi realizada detecgéo, isolamento e caraterizacdo dos genes mlrA,
mirB e mIrC de Sphingosinicella microcystinivorans B9, bem como clonagem em
Escherichia coli. As andlises de similaridade confirmaram identidade dos genes com
agueles de outras bactérias, em especial Sphingomonas spp. Os resultados obtidos
salientam a necessidade de programas de monitoramento e tratamento de agua, e
fornecerem informacgBes importantes para o desenvolvimento de novas tecnologias
para o tratamento de agua contaminada com cianotoxinas.

Palavras—chave: Microcistina. Biodegradagdo. Monitoramento. Gene mlrA.
Sphingomonas spp.



MIGUEL, T. A. Microcystin: prospecting contamination, bioative yeasts and
biodegradation genes in sphingosinicella microcystinivorans B9. 2014. 109 p. Thesis
(Doctor's degree in Food Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2014.

ABSTRACT

Climate change, urban sprawl and agroindustrial activity without consciousness and
sustainable logistics cause negative impacts to water resource due to eutrophication,
favoring blooms of toxigenic cyanobacteria. The increased frequency and intensity of
cyanobacteria, resulting in production of microcystins (MC), is a global problem.
Monitoring of water quality and the development of methodologies for treatment and
removal of dissolved toxin are, therefore, crucial. In this sense, the objective was to
monitor the contamination of water by MC in the State of Parana, as well as
assessing the potential biodegradation of the toxin by wild yeasts; and also detect,
clone and sequence genes for biodegradation of Sphingosinicella microcystinivorans
B9. Regarding monitoring, the levels of MC ranged from 0.02 to 240.00 mg/L.
Average levels were 13.62 g/L for Parana lll watershed, and 0.15 mg/L for Tibagi
watershed. The region of Foz do Iguacu in Parana lll presented higher contamination
by microcystin (83.3% positivity) over the region of Londrina, in the Tibagi watershed
(53.3% positive). When examining MC biodegradation, most of the wild yeast strains
showed bioactivity against MC after 96h, however only 3 removed more than 50% of
the initial concentration. Saccharomyces cerevisiae VIO8R removed 70.3% of the
initial concentration of MC, with most of the activity occurring in the first 24 hours of
cultivation. The yeast also showed potential for biocontrol of Synechocystis spp. and
Anabaena spp. Detection, isolation and characterization of the mirA, mirB and mirC
genes of S. microcystinivorans B9 were performed, along with cloning in Escherichia
coli. The similarity analysis confirmed the identity of the genes to those of other
bacteria, in particular Sphingomonas spp. The results highlight the need for
monitoring and water treatment programs, and provide important information for the
development of new technologies for the treatment of water contaminated with
cyanotoxins.

Keywords: Microcystin. Biodegradation. Monitoring. Gene mlrA. Sphingomonas
spp.
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1. INTRODUCAO

A ocorréncia de floragbes de cianobactérias toxicas € comum em ambientes
eutrofizados, podendo afetar reservatorios de agua de abastecimento, aguas
recreacionais e pisciculturas, comprometendo a qualidade da agua, impactando
diretamente em fatores econdmicos e na saude humana e animal, uma vez que

pode haver producao de substancias indesejaveis e/ou toxicas.

Os metabdlitos toxicos produzidos pelas cianobactérias sdo denominados
cianotoxinas, sendo que os peptideos ciclicos das familias da microcistina (MC)
e nodularina sdo os de maior ocorréncia natural, e representam o principal

desafio para a saude publica.

O tratamento de agua por ciclo completo (coagulacao, floculagéo, sedimentacéo,
filtracdo) pode remover células intactas de cianobactérias, entretanto é
ineficiente para a remoc¢ao de toxinas dissolvidas na agua. O controle biol6gico
€ uma alternativa interessante, uma vez que o0s métodos utilizados séo,

geralmente, mais econdmicos e menos agressivos ao meio ambiente.

Os estudos sobre biodegradacdo de MC comumente focam na utilizacdo de
bactérias isoladas de ambientes eutréficos, sendo a maioria pertencente ao
género Sphingomonas. Essas bactérias possuem um cluster com quatro genes
(mIrA, mirB, mirC e mIrD) os quais produzem as peptidases necessarias para
degradacédo da molécula de MC. O conhecimento sobre esses genes ainda &
escasso, sendo que seu estudo e caracterizagdo fornecem subsidios para o
desenvolvimento de estratégias de controle e/ou descontaminacdo de aguas

superficiais destinadas ao consumo humano.



Ainda, a aplicacéo direta de bactérias no tratamento de agua pode ser de dificil
manejo, além de poderem representar riscos a saude, devido ao potencial
patogénico de algumas Sphingomonas spp. e da presenca frequente de genes
de resisténcia a antibidticos em &guas superficiais. Portanto, a investigacao
sobre o potencial de biodegradacdo de MC em outros microrganismos, em
especial leveduras GRAS, € uma alternativa vantajosa para 0 monitoramento e

para o controle natural de floracéo de cianobactérias toxicas e seus metabalitos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cianobactérias Toxigénicas e Cianotoxinas

Cianobactérias, também denominadas algas azuis, sd80 microrganismos
procarioticos, uni ou pluricelulares, fotoautotroficos, aerébios, sendo que
possuem fotossistemas e clorofila a. Assim como nas bactérias gram-negativas,
ha uma camada de peptidioglicano recobrindo a membrana plasmatica.
Apresentam pigmentos organizados em estruturas denominadas tilacoides, a
exemplo da clorofila, ficocianina, aloficocianina e beta-caroteno. Utilizam amido
como polissacarideo de reserva, na forma de pequenos granulos de polifosfato
(CASTENHOLZ e WATERBURY, 1989; FAY, 1965; CARMICHAEL, 1992;

MANTOVANI, MOSER e FAVERO, 2011).

Constituem um grupo antigo de organismos, com origem estimada h& 3,5 bilhdes
de anos, cujos habitats variam de fontes termais até lagos temporariamente
congelados na Antartica, podendo ocorrer tanto em agua doce quanto em

ambientes marinhos (WHITTON, 1992; CARMICHAEL, 1992).

Existem cerca de 150 géneros e 2000 espécies descritas de cianobactérias,
sendo que pelo menos 40 géneros sdo constituidos por espécies toxigénicas
(SKULBERG et al.,, 1993), com destaque para Microcystis aeruginosa,
Microcystis viridis, Aphanizomenom flos aquae, Anabaena spp. e Oscillatoria

spp. (CARMICHAEL et al., 2001).

Os metabdlitos toxicos produzidos pelas cianobactérias sdo denominados
cianotoxinas, produtos do metabolismo secundario, as quais constituem um

grupo de toxinas naturais bastante variado. As cianotoxinas sdo produzidas



durante as Flora¢gBes (ou blooms) de cianobactérias, as quais sdo comuns em
ambientes aquaticos eutrofizados, podendo ocorrer em reservatérios de agua de
abastecimento, aguas recreacionais e pisciculturas, impactando diretamente em
fatores econdmicos, na saude humana e animal (SKULBERG, 1996), uma vez
que pode haver producdo de substancias indesejaveis (JUTTNER, 1987) e/ou
toxicas (GORHAM e CARMICHAEL, 1988). Além da ocorréncia global em
ambientes aquéticos, recentemente foi relatada a presenca de cianotoxinas em
ambiente desértico (METCALF et al., 2012) e em liquens simbiontes de ambiente
terrestre (KAASALAINEN et al.,, 2012), demonstrando que o0 perigo de

contaminacgdo pode ndo estar restrito a agua.

Cianotoxinas séo classificadas de acordo com seu efeito toxicol6gico em hepato,
neuro e citotoxinas, ou pela estrutura quimica em peptideos ciclicos (as
hepatotoxinas - microcistinas e nodularinas), alcaléides (as neurotoxinas -
anatoxina e saxitoxinas) e lipopolissacarideos (SIVONEN e JONES, 1999;

HITZFELD, HOGER e DIETRICH, 2000).

2.2. Floracdes e Exposicéo a Cianotoxinas

Embora sejam majoritariamente originadas em ambientes aquaticos, as
cianotoxinas exercem efeitos mais profundos em mamiferos terrestres do que na

biota aquatica (SIVONEN e JONES, 1999).

O primeiro relato de envenenamento animal data de 1878, e ocorreu no Lago
Alexandrina, na Australia, onde foi observada letalidade de bovinos, ovinos,
caes, equinos e suinos apos a ingestado de agua contendo floracdo de Nodularia

spumigena (FRANCIS, 1878). Desde entdo, muitos casos de envenenamento



animal foram relatados (Tabela 1), geralmente letais. E importante ressaltar que
a contaminacao animal, além dos prejuizos pessoais, afeta também a economia,
pois a letalidade de animais de consumo pode ocorrer devido a intoxicagao por
cianotoxinas (ANDERSEN et al., 1993; RODGER et al.,, 1994, TORANZO,

NIETO e BARJA, 1990; PENALOZA et al., 1990).

As formas mais comuns de intoxicagdo ocorrem pelo contato através do nado e
ingestao de agua contaminada com cianotoxinas (YOO et al., 1995). Porém, ha
estudos que sugerem bioacumulacdo e contaminacdo através da cadeia
alimentar (CODD et al., 1999; PAPADIMITRIOUS et al., 2012; MILLER et al.,
2010; IBELINGS e CHORUS, 2007) e por aerossol (CHENG et al., 2007),
representando um sério risco a saude publica. Em seres humanos, ha também
a possibilidade de contaminacé&o intravenosa através de dialise (TEIXEIRA et al.,

1993; JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et al., 1998).

Casos de exposicdo aguda subcronica em humanos foram primeiramente
relatados nos Estados Unidos, em 1931, em cidades préximas ao rio Ohio, onde
condicbes ambientais favoreceram uma intensa floragdo de cianobactérias,

causando gastrenterite na populacéo (TISDALE, 1931).

No entanto, os dois casos mais importantes de envenenamento humano por
agua contaminada com cianobactérias ocorreram no Brasil. Uma floracdo de
Anabaena spp. e Microcystis spp. na represa de Itaparica (Bahia) foi responséavel
pela ocorréncia de 2000 casos de gastroenterite, afetando principalmente

criancas e resultando em 88 mortes (TEIXEIRA et al., 1993)



Tabela 1 — Casos confirmados de intoxicagdo animal e humana por microcistina

Ano

Local

Descrigao

Referéncia

1990

1997

2000

2004

ANIMAIS

2007

2011

2011

Piscina natural
(EUA, Califérnia)

EUA

Noruega

Lagoa Los Ansares (Espanha)

Baia Monterey (EUA)

Lago Amstelmeer (Holanda)

Lago Milford
(EUA)

Cado — Vomito, letargia, diarreia, faléncia
hepatica; bioensaio em camundongo positivo
Gado — fraqueza, hipersensibilidade, morte
apdés 3 dias; MC detectada e algas
encontradas no rimen

Veado — letargia, fraqueza, lesdo hepatica;
MC detectada no figado

Peixes e aves — mortalidade em massa apods
bloom de Microcystis aeruginosa; toxina
detectada em ¢rgaos

Lontra — lesdes coerentes com faléncia
hepatica; MC detectada no figado

Cao —  Vomito, letargia, dificuldade
respiratéria, sangramento gastrintestinal,
morte em 24 h; MC detectada na agua e no
vémito dos animais

Cao - Faléncia, necrose e coagulacdo
hepatica fulminantes, hemorragia;, MC na
agua, vomito e figado dos animais

DeVries et al., 1993

Handeland e Ostensvik,
2010

Lopez-Rodas et al., 2008

Miller et al., 2010

Lurling e Faassen, 2013

Van der Merwe et al., 2012

1989

1993-1984

1996

HUMANOS

1980 — 1990
2000 - 2002

2007

Inglaterra

China

Brasil

Sérvia

Represa Salto Grande (Argentina)

Fonte: Adaptado de ROEGNER et al., 2013

Exposicdo aguda — 2 individuos com
pneumonia apés queda em bloom, 8
individuos com sintomas adicionais; MC
detectada

Exposicao crénica — correlagdo entre MC em
agua e cancer hepatico

Exposicdo aguda — voémito, diarreia, faléncia
hepatica, centro de hemodialise, 116
pacientes afetados, mais de 50 mortes; MC
detectada na agua e tecidos dos pacientes
Exposicao crénica — correlagdo entre MC em
agua e cancer hepatico

Exposicdo aguda — esquiador em contato
com bloom, em 4 horas apresentou nausea,
dor abdominal e febre. Apds 3 dias,
apresentou pneumonia; MC detectada na
agua

Turner et al., 1990

Yu et al., 2001

Jochimsen et al., 1998

Svircev et al., 2009

Giannuzzi et al., 2011




Outro caso ocorreu em um centro de hemodialise em Caruaru em 1996

(JOCHIMSEN et al., 1998; POURIA et al., 1998). Em Fevereiro do mesmo ano

85% dos pacientes de hemodialise desenvolveram uma doenga com severidade
variavel, apresentando uma ampla gama de sintomas neuroldgicos, bem como
lesdo aguda no figado. Cerca de 23 pacientes morreram nas primeiras 2
semanas, em decorréncia dos sintomas neurolégicos ou de faléncia hepética.
Nas cinco semanas seguintes, outros 37 pacientes faleceram diretamente devido
aos efeitos hepatotdxicos ou por complicacdes desta patologia (JOCHIMSEN et

al., 1998; POURIA et al., 1998).

Além dos episddios agudos, a exposicao crénica pode representar um grande
perigo, uma vez que estudos epidemiol6gicos demonstram a correlagdo entre a
alta incidéncia de cancer hepéatico primario e a ocorréncia de MCs em agua de

abastecimento na China (YU, 1989; HARADA et al., 1996; UENO et al., 1996).

Embora exista uma grande variedade de cianotoxinas, a cilindrospermopsina e
os peptideos ciclicos das familias da microcistina (MC) e nodularina sdo mais
frequentes, com destaque para as MCs, e representam um grande desafio para
a o tratamento de agua de consumo (SIVONEN e JONES, 1999; HITZFELD,

HOGER e DIETRICH, 2000).

2.3. Microcistinas

As MCs foram primeiramente isoladas de culturas de Microcystis aeruginosa
(CARMICHAEL et. al, 1988), mas diversos géneros e espécies sao capazes de

produzir a toxina, com destaque para Microcystis, Anabaena, Oscillatoria, Nostoc
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e Anabaenopsis (BOTES, KRUGRER e VILJOEN, 1982; NAMIKOSHI et al.,

1992; NAMIKOSHI et al., 1990; CARMICHAEL et al., 1988).

Estruturalmente, MCs sao heptapeptideos monociclicos compostos por trés D-
aminoécidos na porcao invariavel da molécula, dois aminoacidos raros e dois L-
aminoacidos (Figura 1). Os trés D-aminoacidos sao alanina (D-Ala), B-eritro-f3-
metil acido aspartico (D-BMeAsp) e y-acido glutdmico (D-Glu); os aminoacidos
raros sao N-metildehidroalanina (Mdha) e (2S,3S,8S,9S) 3-amino-9-metoxi-10-
fenil-2,6,8-trimetildeca-4,6-4cido dipnodico (Adda) (BOTES, KRUGRER e
VILJOEN, 1982). Embora varia¢ges estruturais possam ocorrer em qualquer um
dos sete aminoacidos que compdem a molécula, as alteracbes de maior
frequéncia responsaveis pela existéncia de diferentes analogos sdo as
substituicBes nos L-aminoacidos e a presenca ou auséncia de grupos metil nos
aminoéacidos D-BMeAsp e/ou Mdha (CARMICHAEL, 1992; SIVONEN e JONES,
1999). Mais de 80 analogos de MCs ja foram caracterizados, mas a MC-LR é a
mais téxica e de maior ocorréncia natural (HOEGER, HITZFELD e DIETRICH,

2005; FALCONER e HUMPAGE, 2005).

Glu Mdha

A/\rr . \f(u Ala
O HZC H".
HC N\
S

Figura 1 — Estrutura quimica de microcistinas — X e Y representam L-aminoacidos

variaveis (Para MC-LR: X = Leucina e Y = Arginina). Fonte: HASHIMOTO (2007).
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As MCs sdo bastante estaveis, e persistem no ambiente mesmo semanas apos
a ocorréncia do bloom (PEARSON e NEILAN, 2008). A estrutura da toxina se
mantém em faixa de pH entre 1 e 9 (HARADA et al., 1996), além de resistir a
temperatura de fervura, ao cozimento (ZHANG, XIE e CHEN, 2010) e a
salinidade (MAZUR e PLINSKI, 2001). MCs também séo estaveis a foto-
oxidacao natural, hidrélise quimica e oxidagdo em pH préximo a neutralidade

(TSUJI et al., 1995; HARADA e TSUJI, 1998).

2.4. Toxicidade e Mecanismo de Acédo de Microcistinas

Os sintomas do envenenamento agudo por MCs incluem distarbio gastrintestinal
(nausea, vomito, febre, dor de cabeca, dor abdominal), fraqueza, dificuldade
respiratoria, inflamacéo e faléncia hepatica. O figado € o principal érgao afetado,
sendo que as principais alteracbes observadas incluem necrose hepética
centrilobular, destruicdo do endotélio sinusoidal, hemorragia intrahepatica,
necrose de hepatocitos, entre outras (RUNNEGAR e FALCONER, 1982;
WICKSTROM et al., 1996; ITO, KONDO e HARADA, 1997; YOSHIDA et al.,

1997).

As consequéncias da intoxicacdo por MCs dependem principalmente da dose,
género, espécie, peso corporeo e a via de contaminacéo. LDso (Lethal Dose 50%
- dose necessaria para mortalidade de 50% dos individuos de uma populacéo)
para MCs varia de 50 pug/Kg a 11mg/Kg de peso corpéreo. Em camundongos,
por exemplo, a LDso para MC-LR é de 5 a 10 mg/Kg quando administrada via
oral, e de 25 a 150 pg/Kg quando a contaminacao é via intraperitoneal (FAWELL

et al., 1994; KUIPER-GOODMAN et al., 1999).
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A toxicidade das MCs ocorre devido ao efeito inibitério que exercem sobre a
subunidade catalitica das proteinas fosfatases 1 e 2A, também denominadas
PP1 e PP2A, respectivamente. Alguns estudos sugeriram que a ligagao
covalente entre toxina e fosfatases ocorre nos residuos de cisteina (cisteina-273
em PP1 e cisteina-266 em PP2A), impedindo a desfosforilagdo de proteinas
fosfoseril e fosfotreonil, provocando uma hiperfosforilagdo de proteinas do
citoesqueleto e resultando, portanto, na deformacdo de hepatdcitos
(RUNNEGAR et al.,, 1995; MACKINTOSH et al.,, 1995; RUNNEGAR e
FALCONER, 1981; ERIKSSON et al., 1989; ERIKSSON et al., 1990; ERIKSSON
et al., 1993; RUNNEGAR e FALCONER, 1986; RUNNEGAR et al., 1987). Além
disso, alguns estudos também demonstraram que a cadeia lateral do aminoacido
Adda, e possivelmente a por¢do planar do anel do peptideo, sao responsaveis
tanto pelo reconhecimento quanto pela inibicdo das proteinas fosfatases

(RUDOLPH-BOHNER, MIERKE e MORODER, 1994; NAMIKOSHI et al., 1989).

Também pode ocorrer formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
consequente aumento na peroxidacao lipidica (PINHO et al., 2005), danos a
mitocondrias (DING, SHEN e ONG, 2002), rompimento do sistema antioxidante

(AMADO et al., 2009) e danos ao DNA (ZENGURA et al., 2003).

Devido aos danos que as MCs podem ocasionar, a Organizagdo Mundial de
Saude estabeleceu o limite maximo de 1ug/L de MCLR em &gua destinada ao
consumo humano, e a ingestao diaria toleravel de 0,04 ug/Kg de peso corpéreo
(WHO, 1998). Os limites de MC permitidos pela legislacdo de alguns paises séo

mostrados na Tabela 2.
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Para prevenir a ocorréncia de blooms e MCs é necesséario compreender 0s
fatores que contribuem para eutrofizacdo da agua. Em resumo, deve-se reduzir
o despejo, direto e indireto, de material organico e/ou nutrientes, em especial
nitrogénio e fésforo (DOWNING et al., 2005; PAERL et al., 2011). Medidas como
tratamento de esgoto e residuos, reducao da utilizacdo de fertilizantes na

agricultura, protecéo da vegetacdo e mata ciliar podem contribuir, a médio/longo
prazo para reducao do problema (HEISLER et al., 2008; CHORUS e MUR et al.,

1999; CETESB, 2013).

Tabela 2 — Legislacdo para a regulacdo de microcistina em agua

Agua para consumo Aguas recreacionais
Brasil 1 pg/L -
Franca 1 pg/L 25 pg/L
Alemanha 1 pg/L 10 pg/L
Espanha 1 pg/L -
Holanda 1 pg/L 20 pg/L
Uruguai 1 pg/L -
Africa do sul 1 pg/L -
Turquia 1 pg/L 25 pg/L
Australia 1,3 pg/L 10 pg/L
Canada 1,5 pg/L 20 pg/L

Fonte: Adaptado de CHORUS, 2012.
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2.5. Estratégias para o Controle e Opc¢des de Tratamento para Agua

Contaminada com Cianobactérias e Microcistinas

O manejo de blooms de cianobactérias é complexo, pois engloba prevenir,
monitorar e tratar / remediar &gua contaminada com cianotoxinas (MEREL et al.,
2013). Monitorar a presenca de cianobactérias e MCs na agua também é
essencial, sendo que em diversos paises, como Estados Unidos, Finlandia,
Alemanha, Franca e Holanda procedimentos padréo foram adotados, embora
exista diferencas entre as metodologias utilizadas por cada pais (CHORUS,
2005; RAPALA et al, 2005). Estratégias de monitoramento incluem
principalmente diagndéstico de &reas de risco, contagem e identificacdo do
fitoplancton, determinacéo qualitativa e quantitativa de cianotoxinas (MEREL et

al., 2013).

O tratamento de &gua deve ter a capacidade de remover a biomassa plancténica
sem que ocorra comprometimento da estrutura celular e consequente liberacéo
de toxinas, bem como remover toxinas que possam estar dissolvidas (SCHMIDT

et al., 2002; MEREL et al., 2013).

Técnicas convencionais (coagulacdo, floculacdo, sedimentacao, filtracdo e
cloracdo) podem remover células intactas de cianobactérias, entretanto sédo
ineficientes para a remocao de toxinas dissolvidas na agua, sendo necessaria a
implantacdo de sistema de tratamento complementar (HIMBERG et al., 1989;
LAMBERT, HOLMES e HRUDEY, 1996; CHOW et al., 1999; DRIKAS et al.,

2001).

Pratica comum no tratamento de agua, a pré-cloracdo objetiva a remocéao de

cianobactérias, além de ser eficaz para a degradacdo de toxina dissolvida.
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Entretanto, o método requer a utilizacdo de altas concentracdes de cloro, e a
performance varia muito de acordo com a qualidade da agua e composto clorado
utilizado (ROEGNER et al., 2013). Ainda, h4 formacdo de subprodutos toxicos,
como os trialometanos, e alteracdo no gosto e odor da agua (DALY, HO e
BROOKES, 2007; HITZFELD et al.,, 2000; ACERO et al.,, 2005; MEREL,

CLEMENT e THOMAS, 2010).

Outras alternativas incluem utilizacdo de o0z6nio, permanganato de potassio e
peroxido de hidrogénio. Contudo, ndo existem muitos estudos em relacdo a
eficiéncia de degradacdo de MCs, formacdo de subprodutos toxicos, gosto e
odor na 4gua. A tecnologia exigida e o custo para aplicacdo dessas metodologias

também dificultam sua aplicacdo (ROEGNER et al., 2013; WETZEL, 2001).

Ainda considerando tratamentos quimicos, na piscicultura faz-se utilizacdo de
substancias algicidas (como o sulfato de cobre, por exemplo) as quais promovem
lise celular, acarretando na liberacdo de cianotoxinas para a agua. Para
solucionar este problema, alguns métodos quimicos podem ser utilizados
(WETZEL, 2001), mas ha o inconveniente do alto custo e poluicdo secundéria, o

gue dificulta a utilizacdo de tais métodos (AHN et al., 2003).

A literatura descreve diversos procedimentos para remocao de cianotoxinas da
agua: utilizacdo de radiacdo UV (TSUJI et al., 1995; KAYA e SANO, 1998),
carvao ativado (WESTWICK et al.,2010; MULLER et al.,2009), filtracdo por
membranas, i.e. micro, ultra e nanofiltracdo, e osmose reversa (CHOW et
al.,1997; LEE e WALKER, 2008; DIXON et al.,2010), dentre outros. Entretanto a
maioria exige combinacdo com outros procedimentos para remoc¢éo completa de

cianotoxinas e/ou subprodutos toxicos da agua. Além disso, a maioria dos
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estudos foi realizada em escala laboratorial, sendo a implementacdo em grande
escala um desafio devido ao alto custo e a infraestrutura necesséaria (MEREL et

al.,2013; ROEGNER et al.,2014).

Neste sentido, a utilizacdo de controle biolégico para o tratamento de agua é
uma alternativa mais econémica e menos agressiva ao meio ambiente. A maioria
das pesquisas é baseada em bactérias, capazes de degradar cianotoxinas,
isoladas de locais com ocorréncia de blooms. Tais bactérias apresentam
capacidade Unica para degradacdo de MCs, a qual varia ndo somente com a
espécie, mas inclusive de acordo com a cepa. O primeiro caso de bactéria
degradadora de MCs foi relatado na Australia por Jones et al. (1994). O isolado,
caracterizado inicialmente como Pseudomonas spp., apresentou capacidade de
degradacéao quase total de MC-LR e -RR em apenas trés dias. Em 1996, Bourne
et al. reclassificaram essa bactéria como Sphingomonas spp. ACM 3962, a qual
foi utilizada nos primeiros estudos para elucidacdo do mecanismo de

biodegradacédo de MCs.

Desde entéo, a utilizacdo do biocontrole para tratamento de agua contaminada
por cianotoxinas vem se tornando cada vez mais uma realidade. Diversos
estudos indicam a possibilidade de utilizacdo de filtros contendo bactérias, os
guais sao eficazes para a remocdo completa de pelo menos dois analogos de
MCs, MC-LR e —LA (BOURNE et al., 2006; HO et al., 2006; HO et al., 2007; HO

et al., 2010).

Sumino, Ogasawara e Park (2008) patentearam um método (Patente No. US
7425267 B2) no qual, basicamente, a agua contaminada é colocada em contato

com Sphingomonas spp. MDB1 (comercialmente denominada FERM P-19480)



17

através de aplicacdo de suspensdo bacteriana (108 células/m?) na forma de
spray, com eficiéncia de reducgéo de 18 pg/L para menos de 1 pg/L de MCs ap0s
5 dias. H4 ainda possibilidade de aplicagdo na forma pellets (3 mm de diametro)
contendo a bactéria imobilizada, sendo observada reducdo de 10 pg/L para
menos de 1 pg/L de MCs em apenas 30 minutos. Os autores descrevem ainda
equipamentos para constru¢do de uma estacao de descontaminacdo da agua,

para onde a agua seria bombeada e tratada com a bactéria FERM P-19480.

2.6. Biodegradacé&o de Microcistinas

Ha na literatura diversos relatos sobre a biodegradacdo de MCs por
microrganismos, em especial bactérias do género Sphingomonas (BOURNE et
al., 1996; JONES et al., 1994; ISHI et al., 2004; HARADA et al., 2004; PARK et

al., 2001; SAITO et al., 2003; HO et al., 2007; ZHANG, PAN e YAN, 2010).

Sphingomonas spp. ACM-3962, microrganismo isolado por Jones et al. em 1994,
€ capaz de degradar tanto MC-LR quanto -RR in vitro (BOURNE et al., 1996).
Outra linhagem de Sphingomonas spp., denominada Y2, degradou MC-LR, -RR
e —YR, com atividade méaxima observada em temperatura de 30°C. As taxas de
degradacéao observavas foram de 5,4 mg/L/dia e 13 mg/L/dia de MC-LR e -RR,
respectivamente (PARK et al., 2001). Saito et al. (2003) relataram a degradacéao
de MC-RR e -YR pela cepa MD ap0s a inducao da atividade com MC-LR. A cepa
7CY foi capaz de degradar MC-LR, -RR, -LY, -LW e -LF, além de nodularina-Har
na presenca de MC-RR (ISHI et al., 2004). Imanishi et al. (2005) observaram que
a cepa B9 degradou diversos analogos de MC, incluindo MC-LR, MC-RR, 3-
desmetil-MC-LR, di-hidro-MC-LR e MC-LR-cisteina conjugada, além de

nodularina. A degradacédo de MC-LR e MC-LA foi observada por Sphingopyxis
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spp. LH21 (HO et al., 2007). Outra linhagem de Sphingopyxis spp., denominada
USTB-05, degradou MC-RR em uma taxa equivalente a 16,7 mg/L/dia (ZHANG,

PAN e YAN, 2010).

Apesar de haverem poucos relatos na literatura, existem outros microrganismos
capazes de degradar MCs, como por exemplo, bactérias Arthrobacter spp.,
Brevibacterium spp., Rhodococcus spp. (MANAGE, et al.,, 2009), e bactérias
probidticas, com destaque para Lactobacillus rhamnosus, Bifidobaterium lactis e
B. longum (MERILUOTO et al., 2005; NYBOM et al., 2007; NYBOM et al., 2008).
Entretanto, as linhagens pertencentes a familia Sphingomonadaceae se
destacam pela capacidade de degradar diferentes analogos e altas

concentracdes da toxina.

Em relacdo a aplicacao no tratamento de agua, a linhagem B9, que apresenta
99% de similaridade, pela analise DNA ribossomal 16S, com Sphingosinicella
microcystinivorans (MARUYAMA et al., 2006) foi aplicada em escala piloto,
sendo que a imobilizacéo de 7,9 x 10° células/mL em resinas de poliéster de
biorreatores promoveu a eliminacdo completa de MCLR apés 1 dia de
tratamento. Além disso, com a adicdo continuada de 600 ug de MCRR houve
eliminacao de 80% da toxina, sendo que a eficiéncia do tratamento persistiu por

dois meses (TSUJI et al., 2006).

2.7. Via de Degradacao de Microcistinas por Sphingomonas spp.

As MCs apresentam estabilidade frente a uma série de proteases, como
pepsina, tripsina, quimiotripsina, elastase, trombina, papaina, colagenase e

carboxipeptidase. Por este motivo, a quebra das ligagbes peptidicas das requere
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peptidases especificas. Um conjunto de quatro genes (mirA, mirB, mirC e mirD)
foi identificado por Bourne et al. (1996; 2001) como o cluster envolvido na

biodegradacao de MCs (Figura 2).

d=—=== == === 4= = - ==
0 bp 1521 bp 1662 bp 2669 h|:|i|2ﬁ?8 bp 394 bp 4266 bp 5472 bp
mlr C — mir A || mir D mir B

Figura 2 — Genes envolvidos na degradac¢éo de microcistinas. Fonte: BOURNE et al. (2001)

O gene mirA codifica para a enzima MIrA, uma metalopeptidase que promove a
guebra hidrolitica da ligacdo peptidica entre Adda e Arg, abrindo a estrutura
ciclica da MC-LR. Apés a linearizagdo, as peptidases codificadas pelos genes
mirB e mirC (MIrB — serinapeptidase e MIrC — metalopeptidase, respectivamente)
promovem hidrdlises subsequentes. O produto do gene mirD ndo € uma enzima
de degradacdo, mas sim uma proteina transportadora que carreia MCs para o
interior da célula bacteriana, onde ocorre a via de degradacdo (BOURNE et al.,

1996; 2001).

A metalopeptidase codificada pelo gene mirA é a enzima mais importante no
processo de biodegradacdo de MCs, uma vez que a estrutura ciclica da toxina é
o principal fator envolvido na estabilidade frente as outras proteases, sendo que
a linearizacdo da molécula provavelmente a torna mais susceptivel a hidrolise
enzimatica (BOURNE et al., 1996; 2001). O gene mirA possui uma sequéncia
nucleotidica rara, e esta na maioria das espécies com capacidade de degradar

MC. Este gene apresentou-se conservado em pelo menos trés espécies de
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bactérias, sugerindo que a capacidade de degradacdo de MCs foi adquirida
através da transferéncia de genes no curso da evolugdo do género

Sphingomonas (SAITO et al., 2003).

Durante a biodegradacdo de MC-LR, Bourne et al. (1996) identificaram alguns
dos intermediarios produzidos pela metabolizacdo da toxina pela cepa ACM-
3962, como a forma linearizada da MC-LR e tetrapeptideo (H-Adda-Glu-Mdha-
Ala-OH). Adda intacto também foi isolado ap6s biodegradacéo pela cepa B9 por
Harada et al. (2004). A toxina linear, o tetrapeptideo e Adda apresentam menor
atividade toxica em camundongos, além de menor capacidade de inibir proteinas
fosfatases em relagdo a MC-LR, demonstrando a eficiéncia de detoxificacéo das
proteases produzidas por Sphingomonas spp. (BOURNE et al., 1996; 2001,

HARADA et al., 2004; HO et al., 2007).

A via de degradacdo de MCs também foi investigada por HASHIMOTO et al.
(2009). Com a utilizacdo do método avancado de Marfey para derivatizacdo, 0s
autores identificaram intermediarios / subprodutos de degradacao da MC-LR por
S. microcystinivorans B9, e propuseram um esquema (Figura 3) que indica a
presenca do cluster génico descrito anteriormente, embora o mesmo néo tenha
sido ainda detectado na referida bactéria. Embora pareca claro que MC possa
ser degradada pelos mecanismos acima descritos, Manage et al. (2009)
indicaram a possivel existéncia de outras vias e genes, uma vez que 0s autores
nao detectaram a presenca dos genes mir em seus isolados (Arthrobacter spp.,

Brevibacterium spp. e Rhodococcus spp).
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3. JUSTIFICATIVA

Como consequéncia do crescimento urbano e agroindustrial a eutrofizagdo da
agua torna-se um problema cada vez mais frequente, acarretando em maior
ocorréncia de blooms de cianobactérias e MCs na 4gua. Devido a escassez de
informagdo sobre a contaminacdo de &gua por cianotoxinas, em especial no
Brasil, e de alternativas menos onerosas e poluentes para prevengao e/ou
remediacdo, ha a necessidade de pesquisas que objetivem o monitoramento e

tratamento de agua para consumo.

Neste sentido, foi realizado monitoramento da contaminagéo de agua por MCs
no Parana, bem como avaliacdo do potencial para biodegradac¢éo da toxina por
leveduras, dado este inexistente na literatura cientifica. Ainda, a presencga dos
genes para degradacdo de MCs foi investigada em S. microcystinivorans B9,
com o intuito de fornecer informagdes para elucidacdo dos mecanismos de
biodegradacdo e para o desenvolvimento de estratégias de controle e
minimizacdo dos riscos associados a presenca de cianobactérias e MCs na

agua.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Determinar a contaminacdo de agua por MCs no estado do Parana. Avaliar o
potencial de biodegradacdo da toxina por leveduras selvagens, a fim de
selecionar linhagem capaz de controlar o crescimento de cianobactériasle de
degradar MCs em ambientes eutrofizados ou altamente competitivos.
Paralelamente, isolar, sequenciar e clonar os genes para degradacéo de MCs

de S. microcystinivorans B9.

4.2. Objetivos Especificos

e Determinar MCs na agua na regido de Londrina e Foz do lguagu;

e Comparar a contaminacdo de agua por MCs no Parana em dois periodos
distintos e relacionar os dados com a qualidade da agua, degradacdo do meio
ambiente, desenvolvimento urbano e agroindustrial;

e Avaliar o potencial anticianobactéria e de degradacéo de MCs por leveduras
selvagens isoladas de usina de acucar e alcool e de formigueiro;

e Comparar o potencial anticianobactéria e de biodegradacdo de MCs por
leveduras com S. microcystinivorans B9 e outras Sphingomonas spp.;

e Padronizar metodologias para extracdo de DNA e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para deteccdo dos genes mir em S. microcystinivorans B9;

e Amplificar, isolar, purificar e sequenciar cada um dos genes de degradacao
de MCs (mlIrA, mirB e mIrC) de S. microcystinivorans B9;

e Clonar e analisar a expressdo dos genes mirA, mirB e mirC de S.

microcystinivorans B9 em Escherichia coli IM109;
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5. MATERIAL E METODOS

O detalhamento das metodologias e materiais utilizados em cada experimento
sera abordado em cada capitulo descrito no item ‘RESULTADOS E
DISCUSSAQ'. O delineamento experimental geral é mostrado no fluxograma 1.

Trés experimentos foram executados conforme o objetivo da pesquisa:

1. Prospeccao da contaminagdo por MCs no Parané (fluxograma 2);

2. Avaliacdo do potencial anticianobactéria e de biodegradacéo de
MCs por leveduras selvagens (fluxograma 3);

3. Isolamento, sequenciamento e clonagem em E. coli dos genes

mirA, mirB e mirC de S. microcystinivorans B9 (fluxograma 4)

Para determinacdo dos niveis de MCs foram utilizadas duas metodologias
diferentes de ELISA (fluxograma 2). Algumas amostras (experimento 2) também
foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector

fotodiodo (CLAE-PDA).



MICROCISTINA (MC)

MONITORAMENTO

BIODEGRADACAO

Coleta de amostras de agua nas regides
de Londrina e Foz do Iguacu

1999 — 2000 2013 - 2014

40 mL de amostra + azida
sodica 10%

Quantificagado de MCs por
ELISA

Fluxograma 1 — Delineamento experimental geral
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microrganismos
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Cianobactérias

Padronizagao
(extragdo de DNA e
PCR)

Leveduras

Atividade
anticianobactéria
biodegradagéao de

MCs

Sequenciamento e
clonagem dos gene
mirem E. coli

Cinética de
biodegradacgédo de
MCs

Quantificacdo de
MCs por ELISA e
CLAE-PDA

25



Coleta de amostras de agua
(Regides de Londrina e Foz do Iguacgu)

Junho 1999 — Novembro 2000 Dezembro 2013 — Junho 2014

40 ml de amostra + azida sédica 10%
(estocadas a -20°C)

ELISA (Mi tin Plate Kit — B
Adsorgéo da microplaca \ IC-ELISA ( fr:gﬁﬁfcg} Syast?amls) sacen
\ ! |
Conjugado MCLR-BSA (50 100 pL amostra + 100 yL 50 uL conjugado Microcistina —
HLAwvell) anticorpo monoclonal (M8H5) HRP / well
50 pyL/well amostra-anticorpo 50 yL anticorpo policlonal Rabbit
(triplicata) anti-microcystin / well
Blogueio 150 uL gelatina
0,5% |
50 uL/well HRP - 1gG —
/ antimouse
‘ 100 UL substrato
Estoque 4°C 100 pL/well substrato
peroxidase

50 pL/well H,80, 2N

100 pL solugao stop

Leitura 450 nm

Leitura 450 nm

Fluxograma 2 — Delineamento experimental para monitoramento de amostras no Parana.



Cultivo de microrganismos

Cianobactérias

M. aerugisona TAC 95

Cultivo

congelamento /
descongelamento

(3 vezes)

Liofilizacio

Ressuspensao (1 g/L),

Leveduras

S. microcystinivorans
B9

- Teste de
iciancbaciens biodegradagdo de
microcistina

Extrato de microcistina
(estoque -20°C)

Sele¢ao de melhores linhagens de

levedura

Teste de adsorgao

(células autoclavadas X
pasteurizadas X sem
tratamento)

Cinética da biodegradacao
(Oh — 120h)

Quantificagdo de microcistina
ELISA (Beacon Analytical

Systems)

CLAE - PDA

Fluxograma 3 — Etapas experimentais para avaliacdo de bioatiividade de leveduras contra microcistina
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S. microcystinivorans B9

Padronizacao

Extracao de DNA

Padronizacao

Amplificagcao genes

mirA, mirB e mirC (PCR)}—— |

Desing e teste de
primers

Analise e purificagdo em

Ligacao com vetor
(PGEM-T easy vector)

Cultivo e recuperagao

I coli

Transformacao em E.

Extragdo plasmidial

gel de agarose L—

Sequenciamento

Analise em gel de
agarose

Fluxograma 4 — Delineamento experimental para isolamento e clonagem dos genes de degradacéo de microcistina de Sphingosinicella microcystinivorans B9.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados na forma de capitulos para publicagéo:

Capitulo 1

PROSPECAO DE MICROCISTINA NO PARANA — CONTAMINACAO,

QUALIDADE DA AGUA E DEGRADACAO DO MEIO AMBIENTE

Capitulo 2

ATIVIDADE ANTICIANOBACTERIA E REMOCAO DE MICROCISTINAS POR

LEVEDURAS SELVAGENS

Capitulo 3

DETECCAO E CLONAGEM DOS GENES PARA DEGRADACAO DE

MICROCISTINA DE Sphingosinicella microcystinivorans B9.
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CAPITULO 1

PROSPECCAO DE MICROCISTINA NO PARANA - CONTAMINACAO,

QUALIDADE DA AGUA E DEGRADACAO DO MEIO AMBIENTE

Resumo

O aumento da frequéncia e intensidade da proliferacdo de cianobactérias, acarretando em
producao de microcistinas, € um problema global, sendo o monitoramento da qualidade da agua
de fundamental importancia. No presente trabalho a concentra¢@o de microcistinas no Estado do
Parana (bacias hidrograficas do Tibagi e Parana lll; regides de Londrina e Foz do Iguagu,
respectivamente) foi monitorada em dois periodos diferentes. Em geral, os niveis variaram de
0,02 a 240,00 ug/L, com média geral 13,62 ug/L para a bacia hidrografica do Parana Ill, e 0,15
Hg/L para a bacia do Tibagi. Dos 60 pontos de amostragem, foi detectada microcistina em 39,
sendo que 21 ndo apresentaram contaminacéo. A regido de Foz do Iguacu na bacia do Paran&
Il apresentou maior contaminagdo por microcistina (83,3% de positividade) em relacdo a regido
de Londrina, na bacia do Tibagi (53,3% de positividade).Os recursos hidricos sofrem alto impacto
pelo escoamento de matéria orgénica e pela construcédo de Usinas Hidrelétricas, salientando a
necessidade de programas de monitoramento e tratamento de agua, coleta adequada de esgoto
e tratamento de residuos, aprimoramento de praticas agropecudrias e conscientizacdo da
populacédo sobre o perigo da ocorréncia de cianobactérias e microcistinas, a fim de minimizar os

impactos socioeconémicos resultantes.
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Introducéo

As mudangas climaticas, o crescimento urbano desordenado e a intensa
atividade agroindustrial sem a consciéncia logistica e sustentavel causam
impacto negativo ao recurso hidrico devido a eutrofizacdo e deterioracdo da
agua, favorecendo floragfes de cianoficeas toxigénicas. A qualidade da agua é
prejudicada pela producdo de metabdlitos que conferem gosto e odor, além de
toxinas, com destaque para microcistinas (MC), hepatotoxinas que causam
danos a satude humana e animal (JUTTNER, 1987; FLEMING e STEPHAN,

2001; GORHAN e CARMICHAEL, 1988).

As microcistinas sdo um grupo de cianotoxinas composto por cerca de 80
anélogos, entretanto a MC-LR é considerada a mais tdxica e de maior ocorréncia
natural (HOEGER, HITZFELD e DIETRICH, 2005; FALCONER e HUMPAGE,
2005). O envenenamento por MCs pode ocorrer via dérmica, por inalagéo,
intravenosa (didlise) e, principalmente, pela ingestdo de &gua contaminada

(TISDALE, 1931; CHORUS e BARTRAM, 1999).

Em 1996 (Caruaru, Brasil), agua contaminada com microcistina atingiu um centro
de hemodiélise, afetando 166 pacientes, com 52 fatalidades (AZEVEDO et al.,
2002). No reservatorio de Itaparica (Bahia, Brasil) o consumo de agua
contaminada com microcistina afetou cerca de 2000 pessoas, causando 88
mortes (TEIXEIRA et al., 1993). Além da intoxicacdo aguda, ha o perigo da
exposicao crbnica, uma vez que estudos epidemioldgicos sugerem correlacéo
entre a incidéncia de cancer hepatico primario e a ocorréncia de microcistina na
agua em algumas localidades da China (YU,1989; UENO et al., 1996). Neste

sentido, a Organizacdo Mundial da Saude (1998) estabeleceu o limite maximo
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de 1 pg/L de MC-LR em agua destinada ao consumo, e ingestéo diaria toleravel
de 0,04 pg/Kg de peso corpoéreo, sendo estes os valores adotados pela

legislacao brasileira.

O aumento da frequéncia e intensidade da proliferacdo de cianobactérias,
acarretando em producdo de microcistinas, € um problema global (CHORUS e
BARTRAM, 1999: SVREK e SMITH, 2004; MEREL, CLEMENT e THOMAS,
2010). No Brasil, surtos de floragdes de cianobactérias foram documentados em
11 Estados (DORR et al., 2010), com predominancia dos géneros Microcystis,
Anabaena e Cylindrospermopsis, indicando perigo a satde humana e animal
(SANT’ANNA e AZEVEDO, 2000; HUSZAR et al., 1998; BOUVY et al., 2000).
Para o manejo do problema, sdo necessérias estratégias que objetivem a
prevencdo e remediacdo da contaminacdo por microcistina, sendo o
monitoramento da qualidade da agua de fundamental importancia (MEREL et al.,

2013).

Portanto, o presente trabalho objetivou determinar a concentracdo de
microcistinas no Estado do Paranéa (bacias hidrograficas do Tibagi e Parana ll;
regibes de Londrina e Foz do Iguacu, respectivamente) em dois periodos
diferentes, com o intuito de correlacionar dados de contaminagdo com a

gualidade da agua e degradacédo do meio ambiente.

Material e Métodos

Pontos de Coleta e Amostragem
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As amostras foram coletadas nas bacias do rio Tibagi (Londrina, Sertanopolis,
Primeiro de Maio) e Parana 3 (Santa Helena, S&o Miguel do Iguacu e Santa
Terezinha de Itaipu), ao norte e oeste do Estado do Parana, respectivamente

(Figura 1).

Os pontos de coleta para a regido de Londrina foram fixados nas represas de
Capivara (municipios de Primeiro de Maio e Sertandpolis) e Trés Bocas
(municipio de Londrina), sendo coletadas 32 amostras entre Junho de 1999 e

Outubro de 2000, e 13 amostras entre Fevereiro e Maio de 2014.

No segundo periodo, também foram coletadas 18 amostras de pesqueiros,
piscicultura e lagos do municipio de Londrina os quais utilizam &guas de

afluentes do Rio Tibagi (Ribeirdes Cambé, Trés Bocas e Cafezal).

Para a regido de Foz do Iguacu, os pontos de coleta foram realizados no lago de
Itaipu nos municipios de Santa Terezinha de Itaipu, Sdo Miguel do Iguacu e
Santa Helena. Foram coletadas 24 entre Junho de 1999 e Outubro de 2000; e
10 amostras entre Abril e Junho de 2014. Para determinacdo de microcistinas,
as amostras coletadas foram imediatamente adicionadas de azida sodica 0,1%

e estocadas a -20°C.

Determinacédo de Microcistinas

Para as amostras coletadas entre 1999 — 2000, foi utilizada metodologia de IC-
ELISA (Indirect Competitive Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) descrita
abaixo. As amostras coletadas em 2014 foram analisadas com kit comercial

(Beacon Analytical Systems) conforme instru¢des do fabricante.
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Figura 1 - Areade estudo e regides de coleta de amostra nas bacias hidrogréaficas do Tibagi e Parana lIl.
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IC — ELISA

As microcistinas totais foram determinadas por método de ELISA competitivo
indireto (NAGATA et al.,1997), utilizando anticorpo IgG monoclonal M8H5
contra microcistinas totais e sistema de substrato peroxidase. O limite de
deteccao foi 50 pg/mL. O padrdo consistiu de microcistina MC-LR com 95%
de pureza, obtida de floracdo de cianobactéria toxigénica ocorrida no Lago
Suwa, Japdo e purificado na Science University of Tokyo, Jap&o. O
conjugado MCLR-BSA (microcistina—LR conjugada a soroalbumina bovina)
e anticorpo monoclonal anti-MC (M8H5) também foram preparados na

mesma Instituicdo (NAGATA et al., 1997).

A microplaca (Costard, Japéo) foi sensibilizada com 50 uL de conjugado MCLR-
BSA (1:20000 em PBS 0,015M pH 7,3), seguida de incubacao a 4°C “overnight”.
Apés 3 lavagens com PBS 0,015M/Tween 20 (0,05%), a placa foi bloqueada com
solucdo de gelatina (0,5%) em PBS contendo 0,1% de azida sodica
(150uL/poco), mantida a temperatura ambiente por 30 min e estocadas a 4°C.
Para o ensaio, 100 uL de agua foram misturados com 100 uL de anticorpo
monoclonal M8H5 (1:20000 em PBS 0,03 M pH 7,4 adicionado de 1% de
gelatina) em microtubo, procedendo incubacdo por 1 hora a temperatura
ambiente. A seguir, adicionou-se a mistura em microplaca sensibilizada com
MCLR-BSA e incubadas a 4°C (“overnight”). Apds 4 lavagens com PBS/Tween
20 (0,05%), adicionou-se 100uL de imunoglobulina G anti-camundongo
produzido em cabra e conjugado a peroxidase (1:5000 em PBS/Tween 20 com
0,5% de gelatina) e incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. Apos 5

lavagens com PBS/Tween 20 adicionou-se o substrato (0.1 mg/mL de 3,3’-5, 5'-
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tetrametil benzidina-TMBZ em 0,005% de H202 em tampé&o acetato 0,1M a pH
5,0). A absorbancia no branco foi medida a 650 nm nos intervalos de 5 min
(leitora de ELISA, Bio-Tek Instruments), interrompendo-se a reagdo com H2SO4
0,1M ao atingir absorbancia entre 0,2 a 0,3 e a reacéo lida a 450 nm. Para a
determinacdo de MCs confeccionou-se curva padrdo com MC-LR (20 a 2000
pg/mL). Os controles consistiram de amostras previamente coletadas no lago
Itaipu, pertencentes a localidade de Porto Mendes (controle negativo) e
Passocdée (controle positivo) e testados pela Tokiwa Chemical Industries. O limite
de deteccéao foi de 50 pg/mL. A curva padrao foi confeccionada com MC-LR,

empregando-se concentracao na faixa de 20 a 2000 pg/mL.

Resultados e Discussao

As concentracdes meédias de microcistina nos pontos de monitoramento estéo
mostradas na Tabela 1. Em geral, os niveis variaram de ND a 240,0 pg/L, com
média geral 13,62 ug/L para a bacia hidrogréfica do Parand Ill, e 0,15 pg/L para
a bacia do Tibagi. Dos 60 pontos de amostragem, foi detectada microcistina em
39, sendo que 21 ndo apresentaram contaminacéo. A regido de Foz do Iguacu
na bacia do Parana Il apresentou maior contaminagao por microcistina (86,67%
de positividade) em relacdo a regido de Londrina, na bacia do Tibagi (46,67% de

positividade).

A alta positividade de microcistina na Bacia do Parana 3 pode ser devido ao fato
de que a regido é ocupada em grande parte com agricultura intensiva (milho,
SoOja, trigo), e que o uso de fertilizantes tem aumentado no Brasil (IBGE, 2012).
De acordo com relatério elaborado pela Secretaria de Estado do Meio Ambiente

e Recursos Hidricos (SEMA, 2013) a bacia apresenta alto potencial de
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contaminagd@o por run-off agricola, sendo caracterizada como um nucleo com
alto consumo de agrotéxicos e fertilizantes; ainda, o indice de atendimento de
coleta de efluentes domésticos fica em torno de 32%. Portanto, a regido €
suscetivel ao incremento de matéria organica e a possibilidade de eutrofizacédo
da agua, acarretando na proliferacdo de cianobactérias e contaminacao por

microcistinas.

Na regido de Foz do Iguacu, os maiores niveis médios foram detectados em
Agosto de 1999 (28,85 ug/L), Maio de 2000 (21,14 pg/L) e Julho de 2000 (81,40
Mg/L), indicando maior tendéncia de contaminagdo entre maio e agosto, periodo
de menor precipitacdo média na regido, caracterizada pelo clima subtropical
umido (SEMA, 2013). Embora poucas amostras tenham sido coletadas no 2°
periodo (2014), h& indicios de que houve melhora / diminuicdo na incidéncia de
microcistinas, uma vez que os niveis detectados foram menores, inclusive no

més de Maio.

Considerando os municipios de coleta (Tabela 1), a maior ocorréncia de
microcistina foi em S&o Miguel do Iguagu, com positividade de 100% das
amostras analisadas. Os niveis de microcistina foram superiores ao limite
maximo permitido (1 pg/L) em 50% das amostras. Santa Helena e Santa
Terezinha do Itaipu apresentaram alta positividade (80% e 70%,
respectivamente), porém os niveis de microcistina permaneceram abaixo de 1

Hg/L na maioria das amostras.



Tabela 1 — Monitoramento de microcistina em municipios das bacias hidrograficas do Parana Ill e Tibagi.

38

Microcistina (ug/L)

Bacia do Parana lll

Bacia do Tibagi

Santa

Santa Helena Sao Miguel do Terezinha de MEDIA Sertandpolis Prlme|.ro de Londrina MEDIA
Iguacu _ Maio
Itaipu
Jun/99 0,40 0,95 1,02 0,79 0,38 ND 0,13 0,17
Ago/99 0,51 86,00 0,05 28,85 ND ND ND 0,00
Out/99 ND 3,25 0,17 1,14 ND ND ND 0,00
Dez/99 0,15 0,08 0,08 0,10 0,15 0,08 0,06 0,10
Mar/00 1,90 0,06 ND 0,65 ND 0,13 ND 0,04
Mai/00 21,00 42,00 0,41 21,14 ND 0,05 ND 0,02
Jul/00 0,56 3,65 240,00 81,40 0,13 1,15 0,08 0,45
Out/00 0,39 0,91 0,16 0,49 0,14 0,82 0,42 0,46
Fev/14 ---- ---- -—-- ---- 0,67 ND ND 0,22
Abr/14 0,01 0,77 ND 0,26 - - ---- ----
Mai/14 0,08 1,10 ND 0,39 ND ND ND 0,00
MEDIA 2,50 13,88 24,19 13,52 0,15 0,25 0,07 0,15
POSITIVIDADE * 90% 100% 70% 86,67% 50% 50% 40% 46,67%

ND — N&o Detectado. A determinacgdo de microcistina foi realizada por ELISA.

* Positividade — porcentagem de amostras com microcistina por municipio.
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Embora a concentracdo média de microcistina em Santa Helena e Santa
Terezinha do Itaipu tenham sido de 2,5 pg/L e 24,19 pg/L, respectivamente,
ressalta-se que estes valores somente foram obtidos devido aos altos niveis
detectados nas amostras de Maio e Julho de 2000, indicando situacéo atipica,
contrastante com os dados nas demais datas. Neste sentido, desconsiderando
as andlises de Maio e Julho de 2000, a concentracdo meédia de microcistina seria
0,44 ug/L para Santa Helena e 0,21 pg/L para Santa Terezinha do Itaipu, ambas

abaixo do limite maximo permitido.

Os dados de monitoramento para a bacia do Parané lll estdo em conformidade
com dados do Instituto Ambiental do Parana (IAP, 2004), onde a andlise de
amostras de agua do lago Itaipu, de 1999 a 2004, mostrou que a maioria das

amostras foi classificada como classe lll, i.e., moderadamente degradado.

Apenas 1 amostra coletada na bacia do Tibagi apresentou nivel de microcistina
superior ao permitido por legislagdo (Jul/00, Primeiro de Maio — 1,15 ug/L).
Entretanto, cerca de metade das amostras apresentou contaminagao por
microcistina, variando de ND a 1,15 pg/L. Assim como a bacia do Parana 3, a
regido do Tibagi € ocupada principalmente pela agricultura intensiva, com
poucas areas de floresta, e atendimento de coleta de efluentes domésticos de
59% (SEMA, 2013). Monitoramento da bacia do Tibagi entre Abril de 2010 e
Dezembro de 2011 indicou que na regido de Londrina a qualidade da agua é
considerada de pouco poluida a boa (IAP, 2012), corroborando os baixos niveis

de microcistina detectados (Tabela 1).
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A maior ocorréncia de microcistina na regido de Foz do Iguagu ocorreu em todos
os periodos analisados (Figura 2), sendo provavel que a maior pressao

ambiental seja de origem antrépica, com a variavel climatica em segundo plano.
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Figura 2 — Niveis médios da contaminacado por microcistina nas bacias hidrogréaficas do

Parana lll (Regido de Foz do Iguacu) e Tibagi (Regido de Londrina).

Um dos maiores impactos ambientais na bacia do Parana Ill ocorreu com o
represamento do rio Parana para a construcdo da Usina Hidrelétrica de Itaipu
(UHI). As obras de construcdo causaram impactos profundos em toda regido do
extremo oeste do Estado do Parana, principalmente em Foz do Iguacu e
municipios proximos. As consequéncias do impacto da UHI decorrem do volume
de mao de obra e servi¢cos associados necessarios para a constru¢ao, bem como
da extensdo de terras férteis e infraestruturas submersas pelo lago da usina,
implicando em uma série de transformacdes na paisagem (Enokida e Souza,
2010). Dentre os fatores que caracterizaram a transformacdo da paisagem,

destaca-se as alteragbes ocorridas na dindmica hidrologica, no clima
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(microclima), na vegetacao e na ocupacao do solo, acarretando em processos

erosivos, assoreamento e contaminacdo da agua (Enokida e Souza, 2010).

Embora a contaminagdo por microcistina na regido de Londrina seja menor, &
importante levar em consideracao a constru¢do de Usina Hidrelétrica de Maua
(UHM), inaugurada em 2012. A UHM é a primeira de um complexo de seis
hidrelétricas projetadas para construcdo no Tibagi, cujo grande reservatorio
abasteceria as demais usinas. O licenciamento ambiental para a construcao da
usina foi tema polémico na regido, principalmente em Londrina, onde inUmeras
acOes foram propostas por ambientalistas, populacdo ribeirinha, indigena e

pesquisadores.

Além das consequéncias sociais, a constru¢ao da usina compromete a qualidade
da agua do rio Tibagi, manancial de abastecimentos de diversas cidades,
incluindo as regides metropolitanas de Londrina e Apucarana (MENECHINO,
2008). Cerca de 83,3 Km de terra e 5.000 hectares de floresta foram submersos,
prejudicando toda a dinamica ecologica do rio (MOIMAS, ALECRIM e
PINHEIRO, 2009). Previamente a construcdo da usina, a SANEPAR

(Companhia de Saneamento do Parana) declarou em carta (CAMPANA, 2008):

“Em caso de floracao de cianobactérias no reservatério da UHE Maud, dependendo
do tipo de organismo, da intensidade de floragdo, das condi¢cbes do clima, da
hidrodinamica do reservatorio e corpos hidricos a montante (até a barragem do
reservatério) e a jusante (ap0s o reservatério), as captagbes de agua para
abastecimento publico da Sanepar em Tibagi, Telémaco Borba e Londrina, que séo
influenciadas diretamente por este ecossistema, poderdo ser afetadas quanto a
presenca de biomassa algal. Cita-se o exemplo do fato ocorrido em 2006, em
Londrina onde, em condic¢des de estiagem severa, ocorreu uma grande proliferagédo
de algas no manancial. Ressalta-se que a bacia hidrografica do rio Tibagi apresenta
um potencial de aporte difuso de nutrientes bastante significativo, em funcdo do
desenvolvimento de atividades agropecuarias intensas”.
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O aumento da utilizagao de fertilizantes na agricultura (IBGE, 2012), aliado ao
servico deficiente de coleta de efluentes domésticos (SEMA, 2013) e aos
Impactos ambientais provocados pela construcdo da UHM sao fatores
contribuintes para eutrofizagdo e comprometimento intenso da bacia do Tibagi
na regido de Londrina. Neste sentido, o monitoramento é essencial para

manutencdo da baixa contaminacgao por microcistina na regido de Londrina.

O municipio de Londrina é permeado por importantes afluentes do Tibagi, os
qguais fornecem &gua para consumo, pesqueiros, piscicultura, irrigacdo e
atividades recreacionais. Neste sentido, foram coletadas amostras em diferentes
pontos de utilizagcdo dos ribeirdes Cambé, Cafezal e Trés Bocas. Os resultados

sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Monitoramento de microcistina no municipio de Londrina — Parana.

Microcistina (ug/L)**

Local Ribeirdo
Fev/14 Mai/14
Piscicultura - ND ND
Pesqueiro A Trés Bocas ND ND
Pesqueiro B Cafezal ND ND
Praca publica Cambé ND ND
CA — SANEPAR * Cafezal ND ND
Aguas Termais Cambé 0,73
Lago lgapo Cambé 0,76 0,92

ND — Né&o Detectado.
* Captacdo de Agua — SANEPAR.

** A determinacéo de microcistina foi realizada por ELISA.
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A ocorréncia de microcistina foi detectada apenas no ribeirdo Cambé, e embora
0s niveis ndo ultrapassaram o limite permitido por legislacéo, a detec¢é@o ocorreu
em 100% das amostras. De acordo com o IAP (2011), entre Julho de 2007 e
Novembro de 2009 foram coletadas amostras em 14 pontos de monitoramento
do ribeirdo Cambé, sendo que a qualidade da agua foi classifica de muito poluida
a medianamente poluida na maioria das amostras. A qualidade da agua foi
considerada boa em apenas 2 pontos de monitoramento. A microbacia do
ribeirdo Cambé é alvo de loteamento desde 1940/1950, porém 0S maiores
impactos séo resultado do represamento para formacdo do Lago Igapo
(FERREIRA, 2002). A poluicdo encontrada nos rios de Londrina é
predominantemente de origem organica. Além disso, os lixos domeésticos e a
auséncia de vegetacao ciliar também contribuem para reduzir a qualidade da

agua (IAP, 2011).

Consideracdes finais

O comprometimento do recurso hidrico, com consequente contaminac¢do por
microcistinas, foi evidenciado nas bacias hidrograficas do Parana Ill e Tibagi. Os
recursos hidricos sofrem alto impacto pelo escoamento de matéria organica e
pela construcdo de Usinas Hidrelétricas. Os resultados apresentados salientam
a necessidade de programas de monitoramento e tratamento de agua, coleta
adequada de esgoto e tratamento de residuos, aprimoramento de praticas
agropecuarias e conscientizacdo da populacao sobre o perigo da ocorréncia de
cianobactérias e microcistinas, a fim de minimizar os impactos socioeconémicos

resultantes.
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CAPITULO 2

ATIVIDADE ANTICIANOBACTERIA E REMOCAO DE MICROCISTINAS POR

LEVEDURAS SELVAGENS

Resumo

O aumento de floragBes de cianobactérias em todo 0 mundo é uma preocupacédo cada vez mais
frequente. O tratamento de agua convencional ndo é suficiente para remocdo de toxinas
dissolvidas, sendo o controle bioldégico uma alternativa econdmica e menos agressiva ao meio
ambiente. Neste sentido, o trabalho avaliou o potencial para remo¢do de microcistinas
dissolvidas, bem como para controle de crescimento de cianobactérias, de leveduras selvagens
isoladas de usina de agucar e alcool e formigueiro. A maioria das cepas apresentou bioatividade
contra microcistina apds 96h, porém apenas 3 removeram mais de 50% da concentragéo inicial.
Saccharomyces cerevisiae VIO8R removeu 70,3% da concentracao inicial de microcistina, com
maior atividade nas primeiras 24h de cultivo. A levedura também apresentou potencial para
biocontrole de Synechocystis spp. e Anabaena spp. Investigacdo sobre os mecanismos de
biocontrole de microcistina por levedura sugerem participacdo metabdlica e biossorcédo. Os
resultados apresentados inserem nova perspectiva para o tratamento de 4gua contaminada, com
utilizacdo de biocontrole por levedura, além de indicar a possibilidade de outras vias de
biodegradacédo e métodos para remoc¢ao de microcistina.
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Introducéo

A acdo antropica no meio ambiente, com impacto direto aos recursos hidricos,
favorece o aumento de floracdes (blooms) de cianobactérias em todo o mundo.
A ocorréncia dessas floracdes pode acarretar sérios prejuizos a qualidade da
agua e a saude publica, uma vez que pode ocorrer a producdo de toxinas

(JUTTNER, 1987, GORHAM e CARMICHAEL, 1988).

As microcistinas sao as cianotoxinas mais abundantes naturalmente, e
representam o principal desafio perante agua potavel segura para consumo
(HITZFELD, HOGER e DIETRICH, 2000). Microcystis spp., Anabaena spp.,
Oscillatoria spp., Nostoc spp. e Anabaenopsis spp. sé&o 0s principais produtores
de microcistina (BOTES, KRUGRER e VILJOEN, 1982; NAMIKOSHI et al., 1992;
NAMIKOSHI et al., 1990; CARMICHAEL et al., 1988). Apesar de 80 analogos
terem sido caracterizados, microcistina -LR (MC-LR) € o mais téxico e de maior
ocorréncia natural (ERIKSSON et al., 2005). A intoxicacdo pela toxina afeta o
figado e causa necrose centrilobular, destruicdo do endotélio sinusoidal,
hemorragia intrahepatica e choque hipovolémico (RUNNEGAR e FALCONER,

1982; WICKSTROM et al., 1996; ITO, KONDO e HARADA, 1997).

O tratamento de agua convencional remove células de cianobactéria intactas,
nao ocorrendo 0 mesmo com as toxinas dissolvidas (DRIKAS et al., 2001).
Diversos procedimentos fisico-quimicos sdo eficazes para remocdo de
microcistinas da agua (TSUJI et al., 1995; KAYA e SANO, 1998; WESTWICK et
al.,2010; MULLER et al.,2009; CHOW et al.,1997; LEE e WALKER, 2008; DIXON
et al.,2010), porém a maioria exige combinagdo com outros procedimentos para

remocao completa de cianotoxinas e/ou subprodutos toxicos da agua (MEREL
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et al.,2013; ROEGNER et al.,2014). Neste sentido, a utilizacdo de controle
biolégico para o tratamento de agua é uma alternativa mais econémica e menos

agressiva ao meio ambiente.

A maioria das pesquisas é baseada em bactérias Sphingomonas spp., capazes
de degradar cianotoxinas, isoladas de locais com ocorréncia de blooms (JONES
et al., 1994; PARK et al., 2001; HO et al., 2007; MARUYAMA et al., 2006; TSUJI
et al., 2006), e h& poucos relatos de estudos com outros microrganismos.
Visando a biorremediacdo de ambientes eutrofizados e tratamento de agua, a
utilizacdo de levedura para biocontrole de microcistina, em especial espécies
GRAS (Generally Recognized As Safe), apresenta uma série de vantagens em
relacdo a bactéria, uma vez que sdo anaerdbias facultativas e ndo conferem
prejuizos a saude humana e animal (COOK, 1958). Neste sentido, o trabalho
objetivou avaliar o potencial para biodegradacédo de microcistinas, bem como
para controle de crescimento de cianobactérias, de leveduras selvagens isoladas

de usina de agucar e alcool e formigueiro.

Material e Métodos

Microrganismos

A linhagem toxigénica M. aeruginosa TAC95 e Sphingosinicella
microcystinivorans B9 (utilizada como controle positivo) foram gentiimente
fornecidas pelo Prof. Dr. Ken-ichi Harada do Laboratério de Ciéncias Ambientais
da Faculdade de Farmacia da Universidade de Meijo, Nagoya - Aichi — Japéo.
Phormidium tenue NIES 611 foi fornecido pelo National Institute for

Environmental Studies, Tsukuba, Japéo; a cepa PCC6803 de Synechocystis



50

spp. pelo Pasteur Culture Collection of Cyanobacteria, Paris, Franca; e a cepa
AUO02G de Anabaena spp. foi isolada do Lago Sagami, Kanagawa, Japao por
Ms. Daiki Fujise. As leveduras analisadas foram isoladas de usinas de
acucar/alcool e formigueiro, pertencentes ao Laboratério de Genética de Fungos
da Universidade Estadual de Londrina — Dra Gisele Maria Andrade de Nébrega,
e Centro de Estudos de Insetos Sociais (CEIS) da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP - Rio Claro — Dr. Fernando Pagnocca.
A Tabela 1 apresenta a codificacdo, nome cientifico e local de isolamento dos

microrganismos utilizados.

Cultivo de Microrganismos

As cianobactérias foram cultivadas em meio ASM-1 (Erlenmeyer de 125m) a
27°C sob iluminagdo (20 pyE.m-2.s-1) por 24 h e agitacdo de 100 rpm. S.
microcystinivorans B9 foi mantida em meio solido (Sakurai) a 25°C, incubando-
se por 48-72 h e cultivada em meio liquido (peptona de caseina 0,2%, extrato de
levedura 0,1% e glicose 0,05%) a 27° C por 72 h para a realizacdo dos
experimentos. As leveduras foram armazenadas em meio YPD (Yeast, Peptone,
Dextrose) + Agar. Para ensaio, procedeu-se cultivo apenas em meio YPD liquido

(1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% glicose).
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Tabela 1 — Microrganismos — cepas, nome cientifico e local de isolamento

Tipo Cepa Nome Cientifico Local de Isolamento
VIOBR *® Saccharomyces cerevisiae
VIO7 L™ Saccharomyces cerevisiae
VIO7 R1 ™ Saccharomyces cerevisiae :
VIO7 R2 * Saccharomzces cerevisiae Usina A/A
PI106 R1 * Saccharomyces cerevisiae
P106 R2 * Saccharomyces cerevisiae
SB Saccharomyces boulardii Comercial
AIM A12 Pichia caribbica
PBM52 Pichia guilliermondii
S7 Issatchenkia orientalis
DC4M Candida chickasaworum
LJ3 Candida tropicalis
Levedura PBM 63 Candida metapsilosis
PT1-1Basp
Pl Il 64
N8a
Sia 24.1 Formigueiro
N12 a2
FB8
BR6 2Al NI
T0 018 Yeast
TO 011
BR3 3BY
BR6 2AY
CG8 8BY
N4 ap2
Bacteria B9 Sphingosi_ni_cella
microcystinivorans
TAC 95 Microcystis sp. LE — Japéo
Cianobactéria AU 02G Anabagqa SP-
NIES 611 Phormidium tenue
PCC 6803 Synechocystis sp. LE — EUA

" Leveduras isoladas da usina de agucar e alcool Vale do Ivai, Parand, Brasil.
* Leveduras isoladas da usina de agucar e alcool Pioneiros, Sédo Paulo, Brasil.
NI'N&o Identificada.

LE Lago Eutroéfico.

Usina /A Usina de agUcar e alcool.
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Extrato de Microcistinas

O extrato de microcistinas (MCE) foi obtido de culturas de Microcystis spp.
TAC95. Apds obtencdo de biomassa, os cultivos foram congelados e
descongelados trés vezes, procedendo-se liofilizacdo e ressuspensao de 1g em
1 L de agua ultrapura. Foi realizada filtragem sequencial a vacuo utilizando
membranas com porosidade de 0,8, 0,45 e 0,2 um. A quantificagdo de
microcistinas foi realizada por ELISA (Enzyme-Linked immunosorbent Assay) —
kit comercial Beacon Analytical Systems Inc, USA; o extrato foi estocado a -20°C

em garrafas de vidro.

Potencial para Remocao de Microcistina

Oito mililitros do MCE foram adicionados em frascos de Erlenmeyer, juntamente
com 1 mL de cultivo de levedura (107 células), 1 mL de meio YPD e 0,5 % de
cloranfenicol (50 pg/mL). Os controles positivos foram executados utilizando 1
mL de cultivo de S. microcystinivorans B9 e 1 mL de meio Sakurai, sem adigc&o
de cloranfenicol. Para os controles negativos, 1 mL de 4gua ultrapura foi utilizada
para substituir os microrganismos. Amostras foram coletadas para contagem
celular (camara de Neubauer) em tasn e tosn, Sendo adicionadas de formaldeido e
estocadas a 4°C. ApoOs incubacgéo a 30°C (150 rpm) por 96 h, as amostras foram
centrifugadas (10.000 x g; 15 min), sendo o sobrenadante coletado para
determinacao de microcistinas por ELISA (Beacon Analytical Systems Inc, USA
e Envirologix ™, USA), conforme instru¢gées do fabricante. As amostras foram

estocadas em frascos de vidro a -20°C.
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Avaliacdo da Atividade Anticianobactéria

ApoGs analisar o potencial de remocéo de microcistina, a cepa apresentando
melhor perfil (VIOBR) foi selecionada para prosseguir com o teste de
antagonismo contra cianobactérias. As quatro espécies de cianobactérias
utilizadas foram P. tenue NIES611, Synechocustis spp. PCC6803, Anabaena
spp. AUO2G e M. aeruginosa TAC 95. Para avaliar a atividade anticianobactéria
foram adicionadas 107 células de levedura, ou 1 mL de bactéria B9, bem como
1 mL de meio especifico (YPD e Sakurai, respectivamente) as culturas pré-
cultivadas de cianobactérias em meio ASM-1. Apés 96h de incubacgéo (27°C;
iluminagdo 20 pE.m-2.s-1; 100 rpm), foram coletadas amostras para
determinacdo da concentracdo de clorofila-a pelo método espectrofotométrico
segundo APHA, AWWA, WEF (2005) e para contagem celular em camara de

Neubauer.

Cinética da Remocéao de Microcistina

Para avaliar o perfil/curva de remocao de microcistinas, culturas de S. cerevisiae
VIO8R foram submetidas a atividade contra microcistina conforme descrito
anteriormente. A incubacdo foi a 30°C, 150 rpm, por 120h, sendo coletadas
amostras a cada 24h. As concentracdes de microcistina foram analisadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Bioatividade de S. cerevisiae VIO8R Contra Microcistinas

Para avaliar se a reducdo dos niveis de microcistina por leveduras provém de

atividade metabdlica ou biossorcédo, células de S. cerevisiae VIO8R foram
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autoclavadas ou pasteurizadas, sendo co-cultivas com microcistina, conforme
descrito anteriormente, com incubagdo a 30°C, 150 rpm, por 96h. A

determinacao de microcistina foi realizada por ELISA.

Determinacéo da Atividade Killer

O teste Kkiller foi realizado a fim de averiguar se ha relacdo com a bioatividade de
leveduras contra microcistina e/ou cianobactérias. A metodologia foi realizada
conforme descrito por Polonelli et al. (1983). Foram utilizadas 8 cepas de
leveduras (VIO8R, PBM63, SB, VIO7L, S7, TO018, PIO7R1, N12a2). A linhagem
de levedura sensivel utilizada foi S. cerevisiae NCYC 1006, e o controle positivo

foi executado com S. cerevisiae NCYC 738.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As amostras foram preparadas utilizando coluna C18 Sep-Pak® (Waters) pré-
condicionada com 5 mL de metanol e 5 mL de agua ultrapura. Um mililitro de
amostra foi passado pela coluna, seguido de 5 mL de agua ultrapura, 5 mL de
metanol 20% e 5 mL de metanol 90%. As microcistinas foram eluidas em 5 mL
de metanol 100%, secas em Nz e estocadas a -20°C. Para determinacdo da
concentracdo de microcistina as amostras secas foram ressuspendidas em 100
uL de metanol e agitadas em vortex por 1 minuto. As analises foram realizadas
em cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, constituido de um sistema
de bombeamento de solvente LC-10AD, gerenciado por uma interface CBM-
20A, valvula injetora Rheodyne® com alga de amostragem de 20 uL e forno de
coluna CTO-20AC. O sistema € acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos

(PDA) SPD-M20A, onde a aquisicédo de dados e o controle do instrumento foram
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realizados por um microcomputador pelo software LC Solutions®. A separagéo
cromatografica foi isocratica, fase mével metanol : acetonitrila : acetato de
amonio 20 mM (10: 28: 62, v/v), com vazao de 1 mL por minuto, em coluna de
guarda Cis (4 x 3.0 mm - Phenomenex®) e coluna Luna C1s (250 x 4,6 mm, 5 um
- Phenomenex®) em 11 min de corrida. A coluna foi mantida a 30 °C e o
comprimento de onda monitorado 238 nm. A quantificagdo de microcistina LR
consistiu na comparacdo das areas obtidas nos cromatogramas das amostras
com as areas dos padrdes externos, além da verificagdo do tempo de retengéo

e espectro obtido.

Resultados e Discussao

Remoc&o de microcistina por leveduras

A remocéao de microcistina por leveduras variou de 0,6 a 70,3 %; 9 cepas nao
apresentaram bioatividade, e apenas 3 cepas (VIO8R, PBM63 e SB) removeram
microcistina acima de 50% (Tabela 2). A taxa de biodegradagcéo do controle

positivo foi acima de 90 % indicando adequacédo dos parametros experimentais.

Saccharomyces cerevisiae VIO8R apresentou a maior bioatividade (70,3%),
seguida por C. metapslosis PBM63 (57,4%) e S. boulardii (52,9%), a qual é
probidtica. E importante ressaltar que entre essas 3 linhagens, os resultados
obtidos ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) pelo teste de Tukey
(Tabela 2), indicando que as leveduras apresentam atividades similares contra

microcistina.
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Embora tenha potencial para remocéo de mirocistina, C. metapsilosis PBM 63,
previamente denominada C. paraparsilosis grupo Ill (TAVANTI et al., 2005), é
frequentemente isolada de amostras de sangue das populacdes América Latinas
e Asiéticas, sendo associada com infec¢gdo sanguinea em recém-nascidos e
candidemia como resultado de uso de cateteres ou hiperalimentacgao intravenosa
(KRCMERY e BARNES, 2002). Portanto, a aplicagdo no tratamento de agua

poderia acarretar danos a saude humana e animal.

Por outro lado, S. cerevisiae VIO8R e S. boulardii, as quais apresentaram taxas
de biodegradacéo de 70,3 e 52.9 %, respectivamente, sdo consideradas GRAS
(Generally Recognized As Safe) pela FDA (Food and Drug Administration), uma

caracteristica vantajosa para aplicacdo no tratamento de agua.

As pesquisas realizadas com Sphingomonadaceae constantemente apresentam
resultados com taxas de degradacdo diversas dependendo da espécie e cepa
de bactéria, bem como dos analogos de microcistina. Ame et al. (2006) isolaram
Sphingomonas spp. CBA4 do reservatério de San Roque (Cordoba, Argentina),
obtendo degradacédo completa de 200 ug/L de MC-RR em 36h. Sphingomonas
spp. ACM 3926 degradou 80 % da concentracao inicial de MC-LR (100 pg/L)
apos 6 dias (ELEUTERIO e BATISTA, 2010). Sphingpoyxis spp. LH21 degradou
99 % de MC-LA e MC-LR apo6s 3 dias. S. microcystinivorans B9 removeu
completamente MC-LR ap6s 1 dia, e 80 % de MC-RR continuamente adicionada
(600 ng), por 2 meses (TSUJI et al., 2006). Nota-se, que assim como observado
para as bactérias, as taxas de biodegradacdo/remo¢cdo de microcistina por

leveduras (Tabela 2) variam de acordo com a espécie e cepa.



Tabela 2 — Remocgéao de microcistina por leveduras.

57

Microrganismo Cepa Células/mL Degradagao de
t 2an t g6h Microcistina (%)
Saccharomyces cerevisiae VIO8R 8,00 E+07 2,08 E+07 70,32
Candida metapsilosis PBM63 7,38 E+07 5,80 E+07 57,42
Saccharomyces boulardii SB 2,70 E+08 3,75 E+07 52,9 &
Levedura NI N1l2a2 2,10 E+08 2,80 E+07 45,2 be
Saccharomyces cerevisiae VIO7L 3,03 E+07 1,52 E+06 43,9 bed
Issatchenkia orientalis S7 4,70 E+07 3,10 E+07 36,2 bede
Pichia caribbica AIMA12 8,00 E+07 1,36 E+07 36,1 bede
Levedura NI PT1-1BASP 1,55 E+08 1,33 E+08 32,4 bodef
Candida chickasaworum DC4M 6,48 E+08 3,70 E+08 31,4 bodef
Levedura NI PI264 4,70 E+07 2,75 E+07 28,6 cdef
Levedura NI N8A 1,58 E+06 1,25 E+06 25,6 defo
Saccharomyces cerevisiae PIO7R1 8,43 E+08 4,35 E+08 19,1 &fon
Levedura NI Sia24.1 1,13 E+07 2,65 E+06 15,7 efoh
Levedura NI FB8 4,81 E+07 7,70 E+07 14,1fn
Levedura NI BR62AI 9,10 E+07 1,40 E+06 8,59
Saccharomyces cerevisiae PIO7R2 7,73 E+08 2,93 E+08 6,39
Pichia guilliermondii PBM52 9,15 E+07 2,50 E+06 29N
Levedura NI CG88BY 8,50 E+07 2,10 E+07 1,3h
Saccharomyces cerevisiae PI0O6R1 1,87 E+08 4,30 E+07 06"
Candida tropicalis LJ3 1,01E+08 2,75 E+07 0,6"
Levedura NI AIMA7Y 2,76 E+07 1,96 E+07 06"
Levedura NI VIO7R1 5,14 E+07 3,85 E+07 on
Saccharomyces cerevisiae PI0O6R2 1,03 E+07 7,42 E+06 oh
Levedura NI BR33BY 2,28 E+08 1,98 E+08 oh
Levedura NI VIO7R2 2,76 E+08 2,10 E+08 on
Levedura NI TOO018 1,83 E+08 8,05 E+06 on
Levedura NI TOO011 2,55 E+07 9,90 E+05 on
Levedura NI BR62AY 1,83 E+08 8,05 E+06 oh
Levedura NI TO217 1,16 E+08 4,05 E+07 oh
Levedura NI N4ap2 5,35 E+07 7,15 E+07 on

" Média de trés repeticbes. Valores seguidos da mesma letra ndo apresentam diferenca significativa pelo

teste de Tukey (p>0,05). Leveduras foram co-cultivadas com microcistina por 96h (30°C, 150rpm). A

determinacdo de microcistina foi realizada por ELISA.

NI'N&o identificado.
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Embora a biodegradacdo bacteriana de microcistinas seja notavel, a aplicacao
de leveduras no tratamento de agua pode ser mais vantajosa, pois apresentam
facilidade de crescimento e adaptacdo, além do metabolismo anaerdbio
facultativo (COOK, 1958), o qual favorece a colonizacdo de ambiente
eutrofizado. Além disso, bactérias sdo mais propensas a sofrer mutacéo e/ou
adquirir resisténcia a antibioticos, o que poderia acarretar danos a salde publica.
Este dado deve ser levado em consideracdo, uma vez que a presencga de genes
de resisténcia a antibioticos é frequente em aguas superficiais (YANG e
CARLSON, 2003). Além disso, diversos estudos apontam que a resisténcia
clinica a antibidticos é relacionada a presenca de genes de resisténcia e

bactérias no meio ambiente (TATAVARTHY et al., 2006; PRABHU et al., 2007;

ABRIOUEL et al., 2008).

Atividade anticianobactéria

Com base nos dados descritos anteriormente, S. cerevisiae VIO8R foi
selecionada para os testes de antagonismo contra 4 espécies de cianobactérias
(Tabela 3). Co-culturas com VIO8R e P. tenue NIES 611 apresentaram aumento
de 6,7 pg/L nos niveis de clorofila-a apos 96h. O controle negativo para P. tenue
NIES 611 apresentou decréscimo de 50 % de clorofila-a em tosn; entretanto, a
contagem celular permaneceu inalterada. Aumento de 13,4 ug/L de clorofila-a
em tosh também foi observado nas cuturas Microcystis spp. TAC95, tanto para o

controle negativo quanto para cultivo com S. cerevisiase VIO8R.

Embora a contagem celular de cianobactérias tenha permanecido inalterada
apos o periodo de incubacédo em todas as amostras (10° celtlas/mL), ressalta-

se que nao foram utilizados corantes vitais, ou seja, ndo houve distingdo entre
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células viaveis e néo viaveis. Ainda que nao tenha sido observado decréscimo
na contagem celular, co-culturas de Synechocystis spp. PCC 6803 e S.
cerevisiae VIO8R apresentaram reducao de 6,7 pg/L nos valores de clorofila-a
apos 96h, enquanto no controle negativo foi detectado acréscimo de 6,7 pg/L,

indicando atividade antagonica.

Tabela 3 — Atividade anticianobactéria de Saccharomyces cerevisiae VIO8R

Cianobactéria **

Contagem celular

. L . .

Cianobactéria Levedura Clorofila-a (pg/L) (celdlas/mL)
ton tosh T (96h—o0h) ton toe h

Phormidium - 66,8 33,4 -33,4 2,43 x 108 1,65 x 108

tenue NIES 611 VIO8R 66,8 73,5 6,7 1,68 x 106 2,98 x 108

spp. PCC 6803 VIO8R 73,5 66,8 -6,7 2,45 x 106 2,00 x 106

- 240,6 300,7 60,1 1,48 x 106 1,60 x 10°

Anabaena spp. VIO8R 4477 1804 -267,6/ 1,43 x 106 1,58 x 106

AU 02G 60,2
Microcystis spp. - 120,3 133,7 13,4 1,35 x 106 1,30 x 106
TAC 95 VIO8R 93,5 106,9 13,4 1,15 x 106 1,83 x 108

* VIO8R indica amostras inoculadas com S. cerevisiae VIO8R. O sinal (-) indica controle negativo.

** Média de duas repeti¢c6es. Cultura pré-condicionadas de cianobactérias foram inoculadas com 108 células de S.

cerevisiae VIO8R e incubadas por 96h (27°C; iluminagéo 20 pE.m2s1; 100 rpm).

*** A subtracd@o de valores foi realizada entre VIO8R 96h e (-) Oh.

Efeito similar foi observado nas co-culturas de S. cerevisiae VIO8R e Anabaena
spp. AU 02G. Apd6s 96 h, os niveis de clorofila-a aumentaram 60,1 pg/L no
controle negativo, enquanto que nas amostras inoculadas com a levedura houve
decréscimo de 267,6 pg/L. E importante destacar que os niveis de clorofila-a em
ton foram bastante divergentes no controle negativo e co-culturas com levedura

(240,6 e 447,7 ug/L, respectivamente). Ainda assim, ha indicios de atividade
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antagoOnica de S. cerevisiae VIO8R contra Anabaena spp. AU02G, uma vez que
também houve reducdo de 60,2 pg/L de clorofila-a em comparagdo com o

controle negativo ton.

M. aeruginosa é uma das cianobactérias toxicas de maior ocorréncia no Brasil,
sendo encontrada em diferentes locais tanto de regides tropicais quanto de
subtropicais (SANT'ANNA et al.,, 2008). S. cerevisiae VIOBR n&o mostrou
antagonismo contra Microcystis spp. TAC 95, porém foi capaz de controlar o
crescimento de Anabaena spp., a qual, juntamente com Microcystis spp., € um
dos géneros com maior numero de espécies toxicas em aguas brasileiras

(SANT’ANNA et al., 2008).

Mecanismos Envolvidos na Bioatividade de Levedura Contra Microcistina

N&o hé relatos na literatura sobre a utilizacdo de leveduras para biocontrole de
microcistina. Portanto, a fim de elucidar os possiveis mecanismo associados a
bioatividade de leveduras, o carater killer, a cinética de remocéo de microcistina

e a relagcdo com a viabilidade celular.

O processo de controle biolégico é complexo, e pode envolver uma série de
mecanismos, embora o papel funcional de alguns deles nao tenha sido ainda
elucidado (WISNIESWSKI et al., 1991; SHARMA, SINGH e SINGH, 2009;
JAMALIZADEH et al., 2011). O carater killer de leveduras é aproveitado em
diversos setores para antagonismo/biocontrole de microrganismo indesejado
(BORTOL et al., 1986; BOONE et al., 1990; MORACE et al., 1989; BOEKHOUT

E SCORZETTI, 1997; BUZZINI E MARTINI, 2001, SCHMITT e BREINIG, 2002).
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Neste sentido, para avaliar se a atividade killer poderia estar relacionada a
bioatividade contra microcistinas e/ou cianobactérias, 8 cepas de leveduras
foram avaliadas. Apenas 2 cepas (S7 e N12a2) apresentaram discreta
descoloragéo ao redor do in6culo, ndo sendo observada formagéo de zona de
inibicdo (Figura 1). Ressalta-se que a formacgéo de zona de inibicdo no controle

positivo (NCYC 738) ocorreu somente apos 7 dias de incubacao. Leveduras com

maior potencial para remocdo de microcistina (Tabela 2) ndo apresentaram

atividade killer contra NCYC 1006.

N12 a2

Figura 1 — Carater killer de leveduras selvagens — Zona de inibicdo ao redor do controle

positivo (NCYC 738). Leve descoloracdo ao redor de coldnias das leveduras S7 e N12A2.

Embora ndo tenha sido observada correlac@o entre carater killer e bioatividade
de leveduras, é importante notar que apenas uma cepa sensivel foi utilizada
(NCYC 1006), e que os parametros de pH foram mantidos conforme descrito por
Pononelli et al. (1983). Portanto, andalises adicionais em faixas de pH diferentes,

bem como utilizacdo de outras cepas sensiveis, devem ser realizadas para

confirmagéo do resultado.

Para avaliar se a capacidade de remocao de microcistina por leveduras é

associada ao metabolismo enzimatico e/ou biossorcao, células autoclavadas e
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pasteurizadas de S. cerevisiae VIO8R foram utilizadas e os resultados foram
comparados aos obtidos com células viaveis. Dois experimentos foram
executados da mesma forma, porém resultados distintos foram obtidos (Figura
2). No experimento 1, a determinacao de microcistinas foi realizada por ELISA e
confirmada por CLAE-PDA, sendo que néo foi detectada reducdo dos niveis de
toxina em nenhuma das amostras (Figura 2), contrastando com os resultados
obtidos anteriormente para VIO8R, onde células vidveis mostraram reducéo de
70,3% da microcistina inicial. Os resultados obtidos podem ser consequéncia da
inviabilidade celular da levedura utilizada, da fase de crescimento celular ou de
condi¢cOes experimentais inapropriadas. Portanto, um segundo experimento foi
realizado, utilizando os mesmos parametros utilizados anteriormente. Os
resultados obtidos (Figura 2) indicam que h& atividade metabdlica, com
degradacédo de toxinas, bem como adsorcéo, sendo que células vivas de S.

cerevisiae VIO8R promovem remocdo mais eficiente de microcistina.

Leveduras, em especial S. cerevisiae, sdo amplamente utilizadas e pesquisadas
como agentes de biossorcdo e biodegradacdo. Embora os mecanismos para
bioatividade contra toxinas ndo tenham sido esclarecidos (FOMINA e GADD,
2014), pesquisas também indicam que tanto o metabolismo quanto a adsor¢ao
sdo importantes na remocdo de toxinas. Resultados semelhantes aos
apresentados foram obtidos por PETRUZZI et al. (2014), que demonstraram
remocdo de 3,69 a 81,87% de ocratoxina A (OTA) por leveduras vivas; a
aplicacao isolada de parede celular, no entanto, promoveu reducédo entre 2,47 a
50% de OTA. A atividade metabdlica parece desempenhar papel essencial para
bioatividade de leveduras contra microcistina, embora mecanismos de

biossor¢cdo também sejam importantes. Portanto, a viabilidade celular e fase de
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crescimento da levedura provavelmente influenciam no potencial de remocéao de
microcistina. Neste sentido, a taxa de reducdo diaria de microcistina por S.

cerevisiae VIO8R foi investigada.

1200
0%
0% 0%
1000
7,8%
- 800 9,5% =CN
g = Célula viva
_g 600 Pasteurizada
3 Autoclavada
o 400
= =B9
=
200
= = 97,9% 95,8%
Experimento 1 Experimento 2

Figura 2 — Remoc¢ao de microcistina por células vivas, pasteurizadas e autoclavadas de
Saccharomyces cerevisiae VIO8R em dois experimentos. O eixo y mostra a concentracdo de
microcistina; os valores sobre as barras indicam a porcentagem de remocdo em relacdo ao

controle negativo (CN). B9 indica o controle positivo (Sphingosinicella microcystinivorans B9).

A curva obtida (Figura 3) mostra que a maior atividade contra microcistina
ocorreu nas primeiras 24h de cultivo, coincidindo com as fases de adaptacao e
exponencial de crescimento da levedura. Apds esse periodo, ndo foi obtida
reducao significativa da concentragéo inicial de microcistina. Da mesma forma,
diversos autores relatam que, embora muitas vezes nédo haja remoc¢ao completa
de microcistina por biodegradacao bacteriana, as quedas mais significativas nos

niveis da toxina ocorrem entre as primeiras 3h e 24h (SAITO et al., 2003;
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IMANISHI et al., 2005; HO et al., 2007; OKANO et al., 2009, HU et al., 2009; HO

et al., 2010; WANG et al., 2010).

Concentragéo de microcistina

0 24 48 72 96 120
Periodo de incubacao (horas)

Figura 3 — Cinética de remocao de microcistina por Saccharomyces cerevisiae VIO8R. A
levedura foi co-cultivada com microcistina; amostras foram coletadas a cada 24h e a

determinacéo de toxina foi realizada por CLAE-PDA

Consideracdes Finais

O presente trabalho demonstrou o potencial de remocdo de microcistina e
controle de crescimento de cianobactérias por leveduras, com enfoque na
utilizacdo de S. cerevisiae VIO8R. A utilizacdo de biocontrole para degradacao
de microcistina geralmente tem enfoque na utilizacdo de Sphingomonas, sendo
gue poucos estudos demonstram gque esse fenbmeno em outros microrganismos
(MANAGE et al., 2009; MERILUOTO et al., 2005; NYBOM et al., 2008; SURONO
et al.,, 2008; JIA et al., 2012; HU et al., 2012). Os resultados apresentados
inserem nova perspectiva para o tratamento de agua contaminada com

microcistina, com utilizacdo de biocontrole por levedura, além de indicar a
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possibilidade de outras vias de biodegradacdo e formas de remocéo de

microcistina.
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CAPITULO 3

DETECCAO E CLONAGEM DOS GENES PARA DEGRADACAO DE

MICROCISTINA DE Sphingosinicella microcystinivorans B9.

Resumo

A utilizacéo do biocontrole para tratamento de agua contaminada por microcistina vem ganhando
destaque pela eficiéncia de remocéo, baixo custo e impacto ao meio ambiente. Sphingomonas
spp. apresenta alta capacidade para degradacdo de microcistina, sendo que a atividade contra
a toxina ocorre devido a presencga de um cluster génico o qual codifica para enzimas especificas
para degradagdo da microcistina. No presente trabalho foi realizada deteccéo, isolamento e
caraterizacdo dos genes mirA, mirB e mirC de Sphingosinicella microcystinivorans B9, bem como
clonagem em Escherichia coli. As analises de similaridade confirmaram identidade dos genes
com aqueles de outras bactérias. Os resultados obtidos permitem compreensao mais detalhada
da via de biodegradacdo de microcistina de S. microcystinivorans B9, além de fornecerem
informagdes importantes para o desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento de

agua contaminada com cianotoxinas.
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Introducéo

A contaminag&o de agua por microcistinas € um problema global cujo tratamento
representa um desafio, uma vez que as metodologias convencionais nao
promovem remocao das toxinas dissolvidas. A utilizacdo do biocontrole para
tratamento de agua contaminada por cianotoxinas vem ganhando destaque pela
eficiéncia de remocao, baixo custo e impacto ao meio ambiente. Ha na literatura
diversos relatos sobre a biodegradacéo de microcistinas por microrganismos, em
especial bactérias do género Sphingomonas (BOURNE et al., 1996; JONES et
al., 1994; ISHI et al., 2004; HARADA et al., 2004; PARK et al., 2001; SAITO et

al., 2003; HO et al., 2007; ZHANG, PAN e YAN, 2010).

Um esquema da via de biodegradacao de microcistinas foi proposta por Bourne
et al. (1996; 2001), sendo identificado um conjunto de quatro genes (mirA, mirB,
mirC e mirD) como o cluster envolvido na producdo de enzimas para a
biodegradag&o. O gene mlrA codifica para a enzima MIrA, uma metalopeptidase
gue promove a quebra hidrolitica da ligacdo peptidica entre Adda e Arg, abrindo
a estrutura ciclica da MC-LR. Apoés a linearizacéo, as peptidases codificadas
pelos genes mirB e mirC (MIrB — serinapeptidase e MIrC — metalopeptidase,
respectivamente) promovem hidrolises subsequentes. O produto do gene mirD
ndo é uma enzima de degradacdo, mas sim uma proteina transportadora que
carreia MCs para o interior da célula bacteriana, onde ocorre a via de degradacéo

(BOURNE et al., 1996; 2001).

Embora pareca claro que microcistina possa ser degradada pelos mecanismos

acima descritos, ha relatos de pelo menos 20 espécies nas quais nao houve
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deteccdo simultanea dos genes mlr, indicando a existéncia de outras vias e

genes para biodegradacao (HOEFEL et al., 2009; MANAGE et al., 2009).

Sphingosinicella microcystinivorans B9, que apresenta 99% de similaridade, pela
analise DNA ribossomal 16S, com (MARUYAMA et al., 2006) apresenta alta
capacidade para degradacéo de microcistina. B9 imobilizada aplicada em escala
piloto (7,9 x 108 células/mL) em promoveu a eliminacédo completa de MC-LR apés
1 dia de tratamento. Além disso, com a adi¢do continuada de 600 ng de MC-RR
houve eliminacdo de 80% da toxina, sendo que a eficiéncia do tratamento

persistiu por dois meses (TSUJI et al., 2006).

O mecanismo de biodegradacdo de microcistina por S. microcystinivorans B9 foi
proposto HASHIMOTO et al. (2009), sendo identificados intermediarios /
subprodutos de degradacdo de MC-LR que indicam a presenca do cluster génico

descrito anteriormente, embora o mesmo nao tenha sido ainda detectado.

O sequenciamento, clonagem e expressao heteréloga dos genes mir € essencial
para o estudo dos mecanismos de biodegradacéo, além de fornecer ferramentas
para o desenvolvimento de metodologias para o tratamento de agua
contaminada com microcistina (DZIGA et al., 2012). Portanto, o presente
trabalho buscou desenvolver metodologias para amplificacdo e caraterizacao
dos genes mir de S. microcystinivorans B9, bem como clonagem visando
expressdo heterdloga de proteases para biodegradacdo de microcistina em

Escherichia coli.
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Material e Métodos

Microrganismos e Meios de Cultivo

Sphingosinicella microcystinivorans B9 foi gentilmente fornecida pelo Prof. Dr.
Ken-ichi Harada do Laboratério de Ciéncias Ambientais da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Meijo, Nagoya - Aichi — Japao. O meio de cultivo
Sakurai (peptona de caseina 0,2%, extrato de levedura 0,1% e glicose 0,05%)
foi utilizado para manutencdo e cultivo da bactéria. Escherichia coli JM109
(Promega, EUA) foi recuperada e cultivada em meio LB (10g de triptona, 5g de

extrato de levedura, 5g de NaCl, pH ajustado para 7,0 com NaOH).

Extracdo de DNA Gendmico

S. microcystinivorans B9 foi cultivada em 5 mL de meio Sakurai liquido overnight
(30°C, 100 rpm). Para comparar a eficiéncia do método, trés protocolos para
extracdo de DNA de bactérias foram utilizados.

O primeiro método consistiu de simples fervura (100°C, 10 min.) de células
bacterianas pré-lavadas (3 vezes em agua ultrapura), seguida de centrifugacao
(10.000 x g, 15 min.), coleta do sobrenadante e precipitagdo com etanol absoluto.
O segundo protocolo foi realizado da mesma forma que o primeiro, porém 300
uL de proteinase K foram adicionados as células apos a fervura, sendo a mistura
incubada a 45°C por 60 min.

A terceira metodologia consistiu de uma combinacao entre o segundo meétodo e
o protocolo tradicional de extragcdo de DNA com fenol: cloroférmio, seguido de

precipitacdo com etanol absoluto.
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A concentracdo de DNA foi determinada em fluorimetro (DyNA Quant 200
Hoefer, EUA), com adicdo de 2mL de corante Hoescht a 2uL de DNA. A

calibracgéo foi realizada com DNA padréo a 100ng.

Primers

A Tabela 1 resume todos os primers utilizados para amplificagdo dos genes mirA,
mirB e mirC genes a partir do DNA gendmico da bactéria B9. Os primers foram
obtidos da literatura ou desenhados através do software Gene Runner 3.01,
utilizando as sequéncias disponiveis no GenBank para Sphingomonas spp. ACM

3962 (BOURNE et al., 1996).

Padronizacdo de PCR e Amplificacdo dos Genes mir

As condig¢fes iniciais para padronizacdo da metodologia de PCR (Polymerase
Chain Reaction) foram obtidas de Ho et al. (2007). A padronizacao consistiu na
avaliacao da influéncia da concentracédo dos reagentes de PCR: primer (1, 5 ou
10pmol), MgCl2 (25 ou 50mM), dNTP (2,5, 5 ou 10mM), DNA genbmico (1, 5, 10
ou 20ng) e PCR buffer (1, 5 ou 10 X). A eficiéncia da reacdo também foi avaliada
frente as diferentes polimerases, AmpliTag® DNA polymerase 1,25U e
Platinum® Taq 5U (Invitrogen, EUA). O objetivo da padronizacdo foi obter
amplificacdo com a menor concentracdo possivel para cada reagente. A reacao
de PCR foi realizada em termociclador Amplitherm thermal cycler TX96 plus sob
as seguintes condicdes: ciclo inicial de 95°C por 10 min.; 35 ciclos de 95°C por
20 s, Tm (Tabela 1) por 10 s, 72°C por 30 s; ciclo final de 72°C por 10 min. Os
produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%,

utilizando como os marcadores DNA 1Kb, Hindlll fragments ou DNA Low Mass
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(Invitrogen, EUA). O sequenciamento foi realizado pela empresa Ludwig-Biotec

(Alvorada do Sul — RS).

Tabela 1 — Oligonucleotideos para amplificacdo dos genes mirA, mirB e mirC

de Sphingosinicella microcystinivorans B9.

Nome Sequéncia (5°- 3") Tm (°C) Referéncia
mirA F GACCCGATGTTCAAGATGCT
mirA F2 TCGCCATTTATGTGATGGCTG 60 Saito et al. (2003)
mirA R CTCCTCCCACAAATCAGGAC
mirA164F CTAGGGATCCATGCGGGAGTTTGTCCG 64 Dziga et al. (2012)
mirA164R TCGACTCGAGTTAGCCGTTCGCGCCGGACT

ATTCTTGTTGACCATCCTGGG
mirA cl1 £ 62 Desenhado *
mirA cl1 R AGCAATACCGCTGGGTGAT

AT AGTTTGTCCGA
mirA cl2 F GCGGGAGTTTGTCCG 63 Desenhado *
mirA cl2 R GACAAGTCCGGCGCGAAC
mirA cl3 F GTTCCATATGCGGGAGTTTGTCCGAC 62 Dziga et al. (2012)
mirA cl3 R GAAAGCGGCCGCGTTCGCGCCGGACTTG
mirA cl4 F CCATAACGCGCTGGGAGTAAACGTC 63 Dziga et al. (2012)
mirA cl4 R CTCCCAGCGCGTTATGGATGGCGTG

ACGATGAGATACTGT

mirB F CGACGATGAG CTGTCC 60 Ho et al. (2007)
mirB R CGTGCGGACTACTGTTGG

T AAACCGATTCTCCA
mirC F CCCCGAAACCGATTCTCC 60 Ho et al. (2007)
mirC R CCGGCTCACTGATCCAAGGCT

* Primers foram desenhados através do software Gene Runner 3.01

* Tm — Temperatura de Melting

Clonagem dos Genes mir em Escherichia coli

Para ligacdo dos fragmentos amplificados foi utilizado vetor p-GEM® — T Easy

Vector (Promega, EUA). A Figura 1 ilustra a sequéncia e pontos de referéncia do

vetor. Células competentes de E. coli JIM109 (Promega, EUA) foram utilizadas
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para transformacdo. As reacgdes de ligacéo e transformacgao foram executadas

conforme instru¢cdes do fabricante.

Xmnl 2009 f
7
Scal 1890 \Nael 2707 [ gmar 14>
_ Aatll | 20
f1 ori Sphl 26
Bstzl | 31
Ncol 37
A BstZl | 43
PGEM®-TEasy  lacz oo | 45
Vector T EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
Bstzl | 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel | 97
Sacl 109
BstXl [118
Nsil  |127
141

T spe

Figura 1 — Mapa e pontos de referéncia do vetor pGEM® — T Easy. (Fonte: Promega, EUA)

As células de E. coli transformadas foram plaquedas em LB sélido suplementado
com 100ug/mL de ampicilina. Previamente ao plagueamento, 100uL de IPTG
(100mM) e 20uL de X-Gal (50mg/mL) foram espalhados sobre a superficie das
placas, a fim de possibilitar a selecdo de transformantes. Os cultivos foram

incubados overnight a 37°C.

Extracdo de DNA Plasmidial

Para isolamento e purificacdo de DNA plasmidial, foi utilizado o kit PureLink®
Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen, EUA), conforme as instru¢des do fabricante.
Os plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo Notl e Spel para
isolamento dos genes mir. Os fragmentos obtidos foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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Anadlise da Expressao

Oito mililitros de extrato de microcistina (obtido de cultura liofilizada de
Microcystis spp.) foram adicionados em frascos de Erlenmeyer, juntamente com
1mL de cultivo em meio LB liquido de clones de E. coli (contendo fragmentos
dos genes mirA, mirB ou miIrC), 1mL de meio LB e ampicilina (100 pg/mL). Os
controles positivos foram executados utilizando 1mL de cultivo de S.
microcystinivorans B9 e 1mL de meio Sakurai Para os controles negativos, 1mL
de agua ultrapura foi utilizada para substituir os microrganismos. Apés incubacgao
a 37°C (150 rpm) por 96 h, as amostras foram centrifugadas (10.000 x g; 15 min),
sendo o sobrenadante coletado para determinacdo de microcistinas por ELISA

(Beacon Analytical Systems Inc, USA), conforme instrugdes do fabricante.

Resultados e Discussao

A Figura 1 apresenta as concentragdes de DNA obtidas com trés diferentes
protocolos. Todas as metodologias avaliadas foram eficientes para isolamento
de DNA gendmico de S. microcystinivorans B9, porém maiores concentracoes
(49,5ng) foram obtidas com a utilizacdo de apenas fervura e precipitacao
(protocolo 1). Os protocolos 2 (fervura e utilizacdo de proteinase K) e 3
(fenol:cloroférmio e proteinase K) possibilitaram isolamento de 28,5 e 25,0ng de
DNA gendmico, respectivamente. Nao foi observada diferenca qualitativa (i.e.
contaminacdo de DNA por proteinas) entre os métodos. Portanto, a utilizacao
do protocolo 1 possibilita isolamento de DNA genémico de forma rapida e com

menor custo.
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Figura 2 -Isolamento de DNA gen6mico de bactéria utilizando trés metodologias. Protocolo
1 consistiu de fervura de células por 10 minutos e precipitacdo com etanol absoluto. Protocolo 2
foi adicionada proteinase K apo6s fervura. Protocolo 3 foi realizado com fenol:cloroférmio e adi¢éo

de proteinase K.

Em relacéo a padronizacédo de PCR, ambas as concentracdes de primer e DNA
nao influenciaram na reacdo, sendo mantidas, portanto, nos valores minimos (1
pmol de primer e 1ng de DNA). Amplificagdo somente foi obtida com utilizag&o
de 50mM MgClz, 10mM dNTP e 10X PCR buffer. Apenas a Platinum® Taq 5U
foi eficiente para amplificacdo de todos os fragmentos; AmpliTag® DNA
polymerase 1,25U foi eficiente somente para amplificacdo de fragmentos dos

genes mirB e mirC.

Dentre os primers utilizados, a amplificacdo de fragmentos, utilizando as
condicdes de PCR acima descritas, foi obtida com os pares mirA cl 1, mirA 164,
mirA, mirB e mirC (Figuras 3 e 4). Nenhum dos primers desenhados gerou
produtos de amplificacdo (Figura 3). Embora o par miIrA cl 1 tenha gerado bandas

inespecificas, a qualidade da amostra ndo foi suficiente para analise por
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sequenciamento, uma vez que a analise em gel (Figura 3 B) mostra que nao é
possivel distincdo de banda para isolamento e purificagcdo. Os fragmentos

obtidos foram sequenciados e alinhados ao banco de dados do GenBank.

A B

1 2 G4 el BT € 9 10 1 2 34 56 7 8 910 11 12 1314
4

b -

Linha 1 — Hind Ill fragments. Linha 2 — fragmento Linha 1 — Hind Ill fragments. Linhas 2, 3 e 4 —
de 449 pb (primers mirB). Linha 3 — fragmento fragmento de 449 pb (primers mirB). Linhas 5, 6

de 800 pb (primers mirA F e R). Linhas 4 a 8 — e 7 —fragmento de 667 pb (primers mirC). Linhas
sem amplificagéo (primers mirAcl2). Linhas 9 e 8 a 14 - fragmentos inespecificos (primers
10 — DNA 1 Kb. mirAcll).

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% para visualizacdo de fragmentos obtidos por PCR.
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Linha 1 — DNA low mass. Linhas 2 a 8 — fragmentos Linha 1 — DNA low mass. Linhas 2 a 4, 7 a 9 -
obtidos da extracdo de DNA plasmidial contendo fragmentos amplificados com os primers mirA164.
produtos amplificados com os primers mIrA164 Linhas 5, 6, 10 e 11 — fragmentos amplificados com
(linhas 4, 5 e 8) e mIrB (linhas 2, 3, 6 e 7). mirB.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% para visualizagdo de fragmentos obtidos por PCR.

Linha 3 — DNA low mass. Linhas 1 e 2 — fragmentos
amplificados com os primers mirC. Linhas 4,5e 6 —
fragmentos amplificados com os primers mirA (F, F2
e R; PCR Semi Nested).
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Os resultados mostram que a utilizacao dos primers mirA e mirA164 em apenas
uma reacdo de PCR néo foi suficiente para amplificacdo do gene mirA, uma vez
gue as analises dos fragmentos indicaram similaridade de 70 a 76% com DNA

topoisomerase IV subunidade de 10 bactérias (Anexos 1 e 2).

Para amplificacdo do gene mirA foi necesséria a realizacao de Semi-Nested PCR
com os primers mirA F, F2 e R. Os fragmentos amplificados sdo mostrados na
Figura 4 C. A analise dos dados gerou uma sequéncia (Anexo 3) de 857pb (120
A, 140 T, 246 C, 246 G e 15 ambiguidades), com identidade de 99% ao gene
mirA de Sphingomonas spp. Y2 (SAITO et al., 2003). Similaridade com gene
mirA entre 82% e 85% também foi observada para Sphingomonas spp. USTB-
05 (YAN et al, 2012), Sphingopyxis spp. C-1 (OKANO et al., 2009),
Sphingomonas spp.ACM-3962 (BOURNE et al., 2001), Novosphingobium spp.

THN1 (JIANG et al., 2011) e Sphingomonas spp. MD-1 (SAITO et al., 2003).

Os fragmentos correspondentes aos genes mirB e miIrC foram obtidos com
reacdo Unica de PCR (Figuras 3 e 4), sendo facilmente isolados em relagéo ao
gene mirA. A sequéncia obtida para o gene mirB (Anexo 4) possui 1049pb (206
A, 229T, 299 C, 314 G e 1 ambiguidade), com identidade de 88 a 90% aos genes
mirB de Sphingomonas spp. USTB-05 (YAN et al., 2012), Novosphingobium spp.
THN1 (JIANG et al., 2011), Sphingopyxis spp. LH21 (HO et al., 2007),
Sphingopyxis spp. C-1 (OKANO et al., 2009), Sphingomonas spp.ACM-3962

(BOURNE et al., 2001) e Sphingomonas spp. NV3 (SOMDEE et al., 2013).

A sequéncia obtida para gene mirC (Anexo 5) possui 694pb (131 A, 151 T, 193
C, 204 G e 15 ambiguidades), com similaridade de 85 a 87% aos genes mirC de

Novosphingobium spp. THN1 (JIANG et al., 2011), Sphingomonas spp.ACM-
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3962 (BOURNE et al., 2001), Sphingomonas spp. USTB-05 (YAN et al., 2012),
Sphingopyxis spp. C-1 (OKANO et al., 2009), Sphingopyxis spp. LH21 (HO et al.,
2007) e Sphingomonas spp. NV3 (SOMDEE et al., 2013). Um resumo dos todos

fragmentos amplificados no trabalho é apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Amplificac&o e identidade dos genes para degradacéo de microcistina

de Sphingosinicella microcystinivorans B9.

Sequéncia Amplificada*

Par de primer Alvo
Tamanho Identidade

mirA F . .

mirA 663 pb (Anexo 1) DNA topoisomerase IV subunidade A
mirA R
mirA 164 F mirA 659 pb (Anexo 2) DNA topoisomerase IV subunidade A
mirA 164 R
mirA F e mirA F2 mirA 857 pb (Anexo 3) Gene mirA
mirA R **
mirB F mirB 1049 pb (Anexo 4) Gene mirB
mirB R
mirC F

mirC 694 pb (Anexo 5) Gene mirC
mirC R

* pb — pares de base.
* Detalhes das sequéncias e andlises de alinhamento s&o mostradas nos anexos. A identidade
dos fragmento foi obtida pela andalise de BLAST.

** Foi realizada Semi-Nested PCR, o mesmo primer R foi utilizado para as duas reacdes.

A primeira via de biodegradacdo de microcistinas por bactérias foi proposta por
Bourne et al. (1996; 2001), onde ha participacdo de trés peptidases (MIrA, MIrB
e MIrC) codificadas por um grupo de genes (mIrA, mirB e mirC) arranjados em
cluster. Estudo prévio da biodegradacdo de microcistina por S.
microcystinivorans B9 (HASHIMOTO et al., 2009) demonstrou que a reacao €

iniciada pela quebra da ligag&o Arginina-Adda, com consequente linearizagao da
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molécula. Em seguida, ocorre hidrolise da ligacdo Alanina-Leucina, formando
tetrapeptideo e tripeptideo, os quais séo clivados, gerando Adda e peptideos
menores. Esta via é similar aquela apresentada por Bourne et al. (1996; 2001),
sugerindo a ocorréncia dos genes para degradagdo de microcistina em S.
microcystinivorans B9. Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam a

presenca dos genes mirA, mirB e mirC em S. microcystinivorans B9.

Embora muitos estudos tém enfoque na biodegradacdo bacteriana de
microcistina (TAKENAKA E WATANABE, 1997; LEMES et al., 2008; MANAGE
et al., 2009), a eficiéncia do processo, no que se refere a aplicagdo pratica no
tratamento de &gua, pode ser melhorada pela utilizagdo de enzimas e/ou de
organismos geneticamente modificados, com capacidade melhorada para
biodegradacao. Neste sentido, foi realizada clonagem dos genes mirA, mirB e
mirC em E. coli. Os parametros e condi¢des utilizadas foram suficientes para

obtencéo de transformantes (Figura 5).

Figura5—-Clones de Escherichia coli contendo genes parabiodegradacéo de microcistina.
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Os clones foram plagueados separadamente e a confirmacéo foi realizada por
extracdo de DNA plasmidial e visualizacdo em gel de agarose. Embora o
procedimento de clonagem e transformagao tenha sido bem sucedido, néao foi
detectada expresséo heteréloga (Tabela 3). Entretanto, as sequéncias génicas
obtidas foram similares aos estudos onde houve expressdo heteréloga das
enzimas de biodegradacao de microcistina (BOURNE et al., 1996; 2006; SAITO
et al.,, 2003; DZIGA et al., 2012), é provavel que o vetor utilizado néo tenha

permitido a traducéo das proteinas.

Tabela 3 — Biodegradacéo de microcistina por clones de Escherichia coli

Microcistina (mg/L)

Amostra* Gene clonado Degradacao (%)
ton tosh
A mirA 5,04 0
B mirB 5,01 0
C mirC 5,49 5,34 0
ABC ** mirA, mirB, mirC 5,29 0
JM109 0 - 5,15 0

* Clones de E. coli contendo genes para biodegradacéo foram cultivados com microcistina
(37°C, 150rpm, 96h).
** A amostra foi inoculada com 3 clones, um para cada gene de degradacdo (mlIrA, B ou C) em

proporcdes iguais.

De fato, o protocolo do fabricante (Promega, EUA) do vetor pGEM-T Easy
suplementa que 0 mesmo nao é um bom vetor de expressado, uma vez que nao
possui sitio para ligacéo ribossomal, sendo muitas vezes necessario inserir este
elemento no vetor para obtencdo de expressao significativa. Portanto, é
necessaria a investigagdo com utilizacdo de outro vetor para determinar a
viabilidade de expressao heterdéloga dos genes de degradacdo de microcistina

de S. microcystinivorans B9
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Consideragdes finais

A remocdao de microcistina da agua é um desafio global, sendo que nédo ha ainda
uma metodologia eficiente e de baixo custo para solucionar o problema. O
controle biolégico, com aplicacdo direta de microrganismos ou de enzimas
isoladas, constitui uma alternativa promissora. Neste sentido, 0s genes mlrA,
mirB e mirC de S. microcystinivorans B9 foram detectados, isolados,
sequenciados e clonados em E. coli. Os resultados obtidos permitem
compreensao mais detalhada da via de biodegradacdo de microcistina de S.
microcystinivorans B9, além de fornecerem informa¢des importantes para o

desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento de agua.
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ANEXO 1 - Sequéncia consenso dos fragmentos obtidos com utilizagao dos
primers mirA F e mIrA R. A analise por BLAST indica similaridade com gene

para DNA topoisomerase IV subunidade A

TTCTAGGGATCCATGCGGGAGTTYGTCSGCAGSSCACGGKSKMGAARCGGCYATWSTCG
GMGKCGATGAGGATCTTGTCGGTCGTTTGCGCTTGGAACGCGAAGGCGGGGLCCGTLCGCC
CTCCTTGAACTTGAACGCGTCCGGGTCGCTGAGGTCGAGATGGCCTTTCATCGCGCGCGC
CCAGCCCTTGGCCGAGACGACAACGGTGATCGGTTCTTTCTCGATCATCGCTTCAAGCGG
GATTTCACGCGTTGCAGAGGCCTCCTCTATCCGCGTGCGGCGAGCGCCGAGCACGGTTTC
AAATCCGTAACGTTCGCGAAGCACGGCGAGATCGCGCTTCAGGCGCGTGCGLCTGGLCGCG
CGGGGCTGTCGATGAGCGCGACGAGGCCTTCGCGCTCTTTGGCGAGACTGTCGCGCTCC
TTGCGGATTTCCATTTCCTCAAGGCGGCGCAGGCTCCTCAGGCGCATGTTGAGAATGGCT
TCGGCCTGCCGGTCATTGAGCTCGAACTCAGCCATCATCACCGCCTTCGGTTCATCTTCG
GTACGGATGATTTCGATGATGCGATCGAGATTGAGATAGGCGATCAGATAGCCGTCTSATR
SRGWTCCATGCGGGAGTYGTCCGCTAKSKTCRMCAKCCGGTGGCGCGACGGTTAAACTC
GAGTCGA
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ANEXO 2 - Sequéncia consenso dos fragmentos obtidos com utilizagao dos
primers mirA 164 F e miIrA 164 R. A analise por BLAST indica similaridade com

gene para DNA topoisomerase IV subunidade A

TCTAGGGATCCATTGCGGGAGTTTGTCCGCAGCSSACGGTSTAGMMWCGAGYCRWKGTS
SGCGGSGMTGAGGATCTTGTCGGTSGTTTGCGCTTGGAACRCGAAGGCGGGGCCGTCGC
CCTCCTTGAACTTGAACGCGTCCGGGTCGCTGAGGTCGAGATGGCCTTTCATCGCGCGCG
CCCAGCCCTTGGCCGAGACGACAACGGTGATCGGTTCTTTCTCGATCATCGCTTCAAGCG
GGATTTCACGCGTTGCAGAGGCCTCCTCTATCCGCGTGCGGCGAGCGCCGAGCACGGTT
TCAAATCCGTAACGTTCGCGAAGCACGGCGAGATCGCGCTTCAGGCGCGTGCGCTGGCG
CGCGGGGCTGTCGATGAGCGCGACGAGGCCTTCGCGCTCTTTGGCGAGACTGTCGCGCT
CCTTGCGGATTTCCATTTCCTCAAGGCGGCGCAGGCTCCTCAGGCGCATGTTGAGAATGR
MTTCGGCCTGCCGGTCATTGAGCTCGAACTCAGCCATCMTCACCGCMTTCGGTTCATCKT
CGGTACGGATGATTTSGAKGATGCKATCGAGATTGAGATAGGMGWTCRSMYRGCCGKCKA
GCAGYTCSAKKCGAGKCGTCGAWCKKCGYMAGCTCGAGTGRCGMGAACGGCTTAACTCG
AGTCA
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ANEXO 3 - Sequéncia consenso dos fragmentos obtidos com utilizagao dos
primers mirA F, mIrA F2 e mIrA R (PCR Semi-Nested). A analise por BLAST

indica similaridade com gene mirA

TCTCCTTCTTACMAMTCAKGKCAGAGATMCAATAAGCGCGTKCAAATCGTACTGCGATGAA
TCCCAAGGGGCGCCCACCCGAGTCCCTGCAGCCGCGGGCGACCATTCGGCCATTACGTT
TTACGCCCAGCTCGTTATGGATCGCGTGAGTAAGCAATCCGCCCCACAGCGATCCACCCA
GTTTGTTGCAAACAAAGACAGCCGATGATCGTACTGGCGATCATTCCGGGCGCGATAACG
AACTGCTTGACGATAACCCCCCAGAGGGCACCAGGCTCGCCGGAGAACATTGCCGGCAA
GTCGCGTGGCAAATGCCAGGCCCACCACATGGTGCCGAGGATGACCGCCGCCGTCAGGG
GGTCAAACTTCTTGAGCAGCTGGGGCAGTGCGAACCCGCGCCAGCCAAGCTCCTCGAGC
AGCGGGCCCGGGCTGATAAGAAGCGATGCTGCCAGCATCGCGTAAATGGAGAGCGGATC
TGACCCATAGCGCAGGAATGCGCGATCGAGCGTACCTGACGGAGCGTATAGGTAGGTCTG
AACCCACATCATCCCGGTGAGCGCGAAGAAGACAAGGAAGCACACCGCAATGACAGTGAC
GCCCTGCCGCCACGAAACAGGATCTCGCCAAGGGGCGCAGCGGCTTAGCAGCTCACGAA
ATCCTGCGCGACCGTAGCCTATTCCGGTCACAATCAGGGCCGCAAGCATTGGTGCAGCCG
GGAACAACAGGAACGTATAGGCTGTTGGATAATCGAACGTGGACCTGATGGCCGTCACAA
TGTTGAGGTGAGCGTGCGTCTCTTGCAGTATCTGAAACMATCGGGGWYCTGAGCCATCW
CAWTAATKTGGRMVAAAAGGAGA
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ANEXO 4 - Sequéncia consenso dos fragmentos obtidos com utilizagao dos

primers mirB F e mIirB R. A andlise BLAST indica similaridade com gene mirB

CGGCAAGTGTAGCGTCCACAATGCGCGTAACCACCACACCCTCCGCGCTTAATGGGCGGC
AACAGGGGGGCCATTTGCCATCGTCGTGTGGACTACTGTTGGGAAGAGCGATCGGTGTGG
GCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGTCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACG
ACTCACTATAGGGCGAATTGGGCCCGACGTCGCATGCTCTCGGCCGCCATGGCCGCGGG
ATTCGTGCGGACTACTGTTGGCGACGMTTGCTCTTTGGCATGGCGCTTCGCTCGCTGCTA
CAACCGGCGGCAAGGCACTCGAAGTGGCCCGCCTCGTGAACGGAAAACTGCGCTCTGGC
AGACCTGTCGATTATGCCGGTGGGTTGTTCGTGGATAATCGGCAAGGCGAGCGTGTTGTG
TCGCATTCGGGCTTGGTTGTGGGCAACCGGGCCATGGACGTGCTCTATCCGGACAGCGG
GATGGGTATCAGCGTGATGTGCAATCGTGATGATATCGCGCCGGCTGAACGTGCGCGCAA
AATTGCTTTGCTCGTGAAGCCCGGGGCACCTGATCCGGGGTTTGATCGCGCAATTGATCC
TGCCGAGATGAAGCGCCTGGGACAAATTGGTGACCTCCGCGCCGCGCCTGATGGCTACTA
TCGCGATCCCTGTGTACGGACAGAATCTCATCGTCGAACCGCGGCCATGGCCGCCGGGA
GCATGCGACATCGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACGATTCACTGGCCGTC
GTTTTACAACGTCGTGACTGAAAAAACGCTGTCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCAC
ATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAGGACGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCACA
GTAGTCCGCACGTCACGGTAATGGACTCCCCCTACAGCCGCGTATTCAGCCGGGAAACCG
TGTGGTCACCTGCATTAATAATCTACCATGC
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ANEXO 5 — Sequéncia consenso dos fragmentos obtidos com utilizagao dos

primers mirC F e mIrC R. A andlise BLAST indica similaridade com gene mirC

TTTCCCGGMWMMMCTRTCCAAGGCTTTCGKGCGAAGGACTAGTCGCTCGCAKGGGCTCA
AAAGTGCTGATCTATACCGACAATGACCAGCCAGCTGCCGCTTCGATCGCGCAAGATTTCG
GTCGCCGCTATCAAGCCATGGCCGGGGTCATGAAAGGCAACGGGACAGGGCGAACCTTT
GCGGATGACATCGAGCTTGCCAAGGCTGCGACCGCATTTCCCGTAATTTTGGTCGATAGTT
CCGACAACCCCGGCGGAGGGGCTTCCGGTGACAATATGGCATTGGCCCGTGCAATGCTG
GACAATGGACTTACCCCAGCATGCATTGGCCCGATATGGGATCCCTTGGCAGTACGCTTG
GGCTTTGAAGCTGGTCTTGGTGCAGATTTTTCCCTGCGCGTTGGCGGCAAGGTCGGCGAG
GCATCCGGGCCGCCCCTCGACGTTCGCGGCAAAATCACAGGGCTTGCCGAAAACGTCAC
GCAAAACCTTCTAGGCTCTCGGCCGCCTCTGGGGCGCGTCGTTTGCATCAATGCTGCCGG
ACTCGACATCATCGTTAGCGAAATTCGCGACCAGTGCTACGGCCCCGAGATGTTCCGGGC
GGTCGGTGTCGAACCTGCCGAAAAGCGCTATGTTGCCAGTAAMGTCGYCCGAGCAGTGKD
RGATCGGKTTTTCGGGGAAAYTTTTTTTTTGCCGGC
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no monitoramento da contaminacdo de agua por
microcistina no Parand salientam a necessidade de programas de
monitoramento e tratamento de agua. A remoc¢ao de microcistina por leveduras,
com énfase em S. cerevisiae VIO8R, a deteccdo e clonagem dos genes mlrA,
mirB e mIrC de S. microcystinivorans B9 constituem ferramentas importantes
para o desenvolvimento de novas tecnologias para o tratamento de agua

contaminada com cianotoxinas.
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