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RESUMO

CRESPIM, E.ldentificagdo e sequenciamento de genes envolvidos na biossintese de
microcistinas e saxitoxinas na cianobactéria Microcystis aeruginosa SPC777. 2013.137 f.
Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Séo Paulo,
Piracicaba, 2013.

As toxinas produzidas por cianobactérias em ecossistemas aquéticos de superficie utilizados
para abastecimento publico constituem uma preocupacdo mundial, com casos de intoxicacéo
relatados em diversos paises.Sérios problemas de saude e até mesmo 6bito podem ocorrer como
consequéncia dessas intoxicacdes. Em ambientes de &gua doce eutrofizados, floracdes de
espécies de Microcystis sdo frequentemente observadas e, devido a sua ampla distribuicédo
geografica e capacidade de produzir toxinas, este € um dos géneros de cianobactérias mais
extensivamente estudados. Microcystis spp. sdo conhecidas pela producdo da potente
hepatotoxina microcistina. No entanto, um estudo recente com a linhagem M. aeruginosa
SPC777 isolada da represa Billings (Sdo Paulo, SP) relatou a sua capacidade de producéo
simultanea da [L-ser’] microcistina-RR e da neurotoxina saxitoxina (goniautoxinas 1, 2, 3 e 4).
Esse foi o primeiro relato de producdo de saxitoxina por uma cianobactéria unicelular. Nesse
contexto, o presente estudo teve como objetivo identificar e sequenciar 0s genes envolvidos na
biossintese da microcistina e saxitoxina na linhagem M. aeruginosa SPC777 e reavaliar a
producdo destas toxinas ap0Os Varios anos de cultivo em laboratorio. Para isso, foi feito o
sequenciamento do genoma de M. aeruginosa SPC777 na plataforma SOLID V3 e a montagem
ab initio das leituras foi realizada usando os algoritmos Edena e Velvet. Analises Blast nobanco
de dados do NCBI foram realizadas na busca de similaridade por sequéncias dos genes mcy e
sxt e de genes que flanqueiam os agrupamentos envolvidos na biossintese de ambas as toxinas.
Além disso, PCR e sequenciamento Sanger foram empregados para auxiliar a busca dos genes
de interesse. Os dezgenesenvolvidos na biossintese damicrocistina(mcyA-J) foram encontrados
eanotadosa partir do genomadaM.aeruginosaSPC777, assim como osgenes dnaN eumal, que
sdo normalmente encontradosflanqueandooagrupamento génico damicrocistina.O arranjo
dosgenesmcyno agrupamentoseguiua mesma ordemde outrosdescritos na literatura,masforam
encontradas diferencasnasequéncia de nucleotideospara alguns dosgenes.Parasaxitoxina, apenas
cinco genes entreaqueles diretamente envolvidos nabiossintese destaneurotoxinaforam
encontradosusando PCR esequenciamento Sanger.Assequéncias parciais dos genes sxt
apresentaram alta identidadecom outros encontradosem cianobactériastoxicas. Além disso, a
traducdo dessas sequénciasem aminoacidos e as fungdes protéicas e dominios
preditosconfirmaramsua identidade comogenes dasintetase de saxitoxina. Analises quimicas em
HPLC-MS/MS mostraram a producdo de microcistina, com a deteccdo do ion m/z 1036, que
corresponde a microcistina-YM. Entretanto, ndo foi observada producdo de saxitoxinas. Pelo
que sabemos, esteé oprimeiro agrupamento génicode microcistinasequenciadode umalinhagem
deMicrocystis isolada da América do Sul,alem de serem 0s primeiros genessxtdescritos em
umacianobactériaunicelular.Este estudo propiciounovos conhecimentossobre a origemdos
genesmcy e sxt econtribuiu para uma melhorcompreensao daevolucdodestastoxinas.

Palavras-chave: Genes mcy.Genes sxt.SOLiID.Hepatotoxinas.Neurotoxinas.
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ABSTRACT

CRESPIM, E. Identification and sequencing of genes involved in the biosynthesis of
microcystins and saxitoxins in the cyanobacterium Microcystis aeruginosa SPC777.
2013.137 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sédo Paulo, Piracicaba, 2013.

The toxins produced by cyanobacteria in surface aquatic ecosystems used for public supply
constitute a worldwide concern, with poisoning cases reported in several countries.Serious
health problems and even death can occur as a consequence of these poisonings. In eutrophic
freshwater environments, blooms of Microcystis species are often observed and, due to its wide
geographic distribution and ability to produce toxins, this is one of the most extensively studied
cyanobacterial genera. Microcystis spp. are known for the production of the potent hepatotoxin
microcystin. Nonetheless, a recent study with the strain M. aeruginosa SPC777 isolated from
Billings reservoir (Sdo Paulo, SP) reported its ability for simultaneous production of [L-ser’]
microcystin-RR and the neurotoxin saxitoxin (gonyautoxins 1, 2, 3 and 4). This was the first
report of saxitoxin production by a unicellular cyanobacterium. In this context, the present
study aimed at the identification and sequencingof the genes involved in the biosynthesis of
microcystin and saxitoxin in the strain M. aeruginosa SPC777 and re-evaluation ofthe
production of these toxins after several years of cultivation in laboratory. For this, whole
genome sequencing of M. aeruginosa SPC777 was done in the platform SOLID V3 and ab
initio assembly of the reads was performed using the algorithms Edena and Velvet. Blast
analyses in the NCBI database were performed in the searchfor similarity tomcy andsxtgene
sequences and to genesflankingthe clustersinvolvedin the biosynthesis ofboth toxins.
Furthermore, PCR and Sanger sequencing were employed to help the search for the genes of
interest. The ten genes involved inmicrocystinbiosynthesis (mcyA-J) were found and annotated
from the genome of M. aeruginosa SPC777, as well as the genes dnaN and umal, which are
usually found flanking the microcystin gene cluster. The arrangement of mcy genes in the
cluster has followed the same order than others described in literature, but differences were
found in the sequence of nucleotides for some of the genes.For saxitoxin, only five genes
among those directly involved in the biosynthesis of this neurotoxin were found using PCR and
Sanger sequencing. The partial sxtgene sequences have shown high identities to others found in
toxic cyanobacteria. Additionally, their translation into amino acids and the predicted protein
functions and domains confirmed their identity as saxitoxin synthetase genes.HPLC-MS/MS
chemical analyseshave shownthe production ofmicrocystin, with the detection of the
ionm/z1036,which corresponds to themicrocystin-YM. Nevertheless, saxitoxin production was
not observed. As far as we know, this is the first microcystin gene cluster sequenced from a
Microcystis strain isolated from South America and it is also the first time that sxt genes are
described in a unicellular cyanobacterium. This study hasbrought new insightson the origin of
the mcy and sxt genes and contributed to a better understanding of the evolution of these toxins.

Keywords: mcy genes.sxt genes.SOLID.Hepatotoxins.Neurotoxins.
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1 INTRODUCAO

Cianobactérias sdo micro-organismos fotossintéticos oxigénicos pertencentes ao
dominio Bacteria com distribuicdo cosmopolita (CASTENHOLZ, 2001). Nos ambientes
aquaticos, alguns géneros produzem aerotopos, que propiciam o controle da flutuabilidade na
coluna d’agua (WALSBY, 1994). Além dessa caracteristica, as cianobactérias planctonicas tém
a capacidade de crescer em corpos d’agua com alta turbidez, armazenar fésforo (CHORUS;
BARTRAM, 1999) e algumas espécies conseguem assimilar o nitrogénio atmosférico (FIORE;
HONDA, 2008). Essas caracteristicas proporcionam vantagem competitiva em rela¢do a outros
tipos de organismos fitoplancténicos e, quando sob condicGes 6timas de pH, temperatura,
luminosidade e disponibilidade de nutrientes, podem crescer exageradamente, caracterizando as
floracdes (ODEBRECHT et al., 2002). As floracdes de cianobactérias geram um impacto
social, econdmico e ambiental, provocando alteracdes indesejadas nas propriedades da agua, as
quais afetam a fauna local e impedem o consumo humano. Além disso, muitas vezes ocorre
producdo de toxinas, que caracterizam uma grande preocupacao para a satde publica.

IntoxicagcBes humanas causadas por cianotoxinas ja foram relatadas em diversos paises,
como Australia, Brasil, China e India (KAEBERNICK; NEILAN, 2001). No Brasil, as
floracGes de cianobactérias ocorridas no reservatdrio de Itaparica, na Bahia, em 1988, foram
apontadas como possiveis responsaveis pela morte de 88 pessoas, dentre oscerca de 2000casos
de gastroenteriteregistrados em um periodo de 42 dias (TEIXEIRA et al., 1993). J4 em 1996,
no reservatorio de Tabocas, em Caruaru, Pernambuco, 52 pacientes com problemas renais
faleceram em decorréncia da presenca de microcistinas na agua utilizada para a hemodialise
(AZEVEDO et al., 2002). Esse foi o primeiro registro mundial de envenenamento humano fatal
atribuido as cianotoxinas. Esses episodios contribuiram para um aumento substancial nas
pesquisas sobre cianobactérias e suas toxinas. Como resultado, muitas informacgdes sobre
toxicidade, estrutura das cianotoxinas e métodos analiticos para sua determinagdo estdo
disponiveis.

Dentre 0s géneros mais comumente relatados como presentes em floracGes esta
Microcystis(Kitzing), sendo provavelmente M. aeruginosa a espécie mais conhecida. O género
Microcystis € composto por cerca de 50 espécies de cianobactérias plancténicas que séo
frequentemente encontradas em lagos em diversos paises (KOMAREK; HAUER, 2012). Suas
principais caracteristicas morfoldgicas sdo: colénias formadas por células cocoides arranjadas
irregularmente em um envelope mucilaginoso, divisdo celular em trés planos perpendiculares e

presenca de aer6topos (KOMAREK, 2003). As cianobactérias do género Microcystis sdo
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conhecidas pela sintese de microcistina, uma hepatotoxina cujo mecanismo toxico € a inibicdo
especifica das proteinas fosfatases tipo 1 e 2A (GOLDBERG et al., 1995; MACKINTOSH et
al., 1990). Como consequéncia da inibicdo de fosfatases, as células hepaticas sofrem necrose.
Nos casos de intoxicacdo aguda, ocorre 0bito como consequéncia de hemorragia interna no
figado e choque hipovolémico (CARMICHAEL, 1994). Se a dose ingerida nédo for letal, a
intoxicacdo cronica pode provocar o aparecimento de nodulos neoplasicos no figado
(NISHIWAKI-MATSUSHIMA et al., 1992). Mais de 90 variantes estruturais de microcistinas
ja foram descritas (PEARSON et al., 2010), com variacdo em sua toxicidade, sendo a
microcistina-LR uma das isoformas mais potentes.

Outro grupo de toxinas que ja foi relatado em floracbes de cianobactérias € o das
saxitoxinas. Saxitoxinas sdo alcaloides triciclicos peridropurinicos que blogueiam os canais de
sddio dependentes de voltagem, desta forma inibindo a transmissdo do estimulo nervoso
(POMATI et al., 2004; GARCIA et al., 2005; LLEWELLYN, 2006). Como consequéncia, 0
animal afetado sofre paralisia muscular, em alguns casos extremos levando a morte por asfixia.
A ligacdo desta toxina ao seu receptor € reversivel, portanto ndo sdo conhecidos casos de
intoxicagdo cronica. Das cerca de 30 variantes estruturais, as saxitoxinas sédo consideradas as
mais potentes (DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2012).

Até recentemente, as cianobactérias do género Microcystis eram conhecidas somente
pela producdo de microcistinas e houve um relato de produgdo da neurotoxina anatoxina-a
(PARK et al., 1993). No entanto, Sant’ Anna et al. publicaram em 2011 um estudo a respeito de
uma linhagem de Microcystis aeruginosa (SPC777) isolada da represa Billings (Sao Paulo, SP)
capaz da co-producéo de [L-ser’] microcistina-RR e goniautoxinas (analogos de saxitoxinas) 1,
2, 3 e 4. A producdo destas toxinas foi verificada por ELISA e técnicas de cromatografia e
espectrometria de massas. Além disso, 0 gene mcyA, envolvido na biossintese de microcistinas,
foi detectado, porém ndo foram buscados genes envolvidos na biossintese de saxitoxinas.
Levando em consideracdo o0 risco para a salude humana das cianobactérias toxigénicas
encontradas em reservatdrios de dagua utilizados para abastecimento publico, torna-se
importante 0 conhecimento aprofundado da biossintese dessas toxinas, inclusive a

caracterizacdo dos genes e 0 entendimento dos processos de aquisicao e perda desses genes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Filo Cyanobacteria

O Filo Cyanobacteria € composto por bactérias gram-negativas capazes de realizar
fotossintese oxigénica. Estes micro-organismos tém origem consideravelmente antiga.
Registros geoldgicos revelam estromatolitos australianos de 2,7 bilhdes de anos, aléem da
deteccdo de 2-metilopanoides, fosseis moleculares de origem sugerida como cianobacteriana,
do mesmo periodo (BROCKS et al., 1999; BUICK, 1992; TOMITANI et al., 2006).

Essa longa historia evolutiva proporcionou a este filo uma grande diversidade
morfoldgica, fisiologica e ecoldgica, embora constitua um grupo monofilético. As
cianobactérias podem ser unicelulares ou filamentosas, sendo que as filamentosas podem ou
ndo apresentar ramificaces e/ou células diferenciadas.Algumas espécies produzem uma bainha
mucilaginosa ao redor de células individuais ou de colbnias; as espécies aquaticas podem ou
ndo apresentar vesiculas gasosas para auxiliar em sua flutuabilidade; além de algumas
cianobactérias filamentosas apresentarem heterdcitos (células especializadas para a fixacéo de
nitrogénio) e acinetos(envolvidos com a resisténcia a condicGes adversas) (CHORUS;
BARTRAM, 1999; SIVONEN; JONES, 1999; WHITTON, 1992).

As cianobactérias possuem pigmentos tais como a clorofila-a, envolvida no processo de
fotossintese, as ficobilinas (ficocianina e ficoeritrina) e as xantofilas, que sdo carotenoides
amarelados (CALIJURI; ALVES; SANTOS, 2006).

Por realizarem fotossintese oxigénica, as cianobactérias apresentam uma grande parcela
de contribuicdo para a oxigenacdo da atmosfera terrestre, além de estarem envolvidas com o
ciclo de carbono (HUGLER; SIEVERT, 2011) e, em alguns casos,com o do nitrogénio
(FIORE; HONDA, 2008).

As cianobactérias produzem uma grande variedade de metabolitos, muitos dos quais
tém sido explorados por seu potencial farmacologico.Tais substancias apresentam potencial
atividade antibacteriana, antifungica, antiviral, antitumoral, de protecéo a radiacdo ultravioleta
einibicdo de proteases (BURJA et al., 2001; GARRIDO et al., 2005; GROMOV et al., 1991;
LEAO et al., 2012; SILVA-STENICO et al., 2012).

Cianobactérias sdo encontradas em diversos ambientes, compreendendo 0s aquaticos
(Agua doce, salgada ou salobra), terrestres, subaerofiticos, em associacdo com outros
organismos e em ambientes extremos, como 0s ecossistemas Antartico e desértico (WHITTON;
POTTS, 2002; SANTOS; SANT’ANNA, 2010; CASTENHOLTZ, 2001; HARDOIM et al.,
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2009; KOMAREK; NEDBALOVA; HAUER, 2012; RIGONATO et al., 2012; KAPLAN et al.,
2012).

Em condi¢des 6timas, como pH acima de 7,5, temperatura média acima de 25°C e alta
concentragdo de nutrientes, principalmente fosforo e nitrogénio (ODEBRECHT et al.,2002),
alguns grupos de cianobactérias de agua doce podem apresentar crescimento excessivo,
caracterizando as floragdes. Essses eventosrepresentam um grande impacto social, econémico e
ambiental, afetando toda a biota aquatica. Durante as floracGes, sdo produzidos, em grande
quantidade, metabdlitos que conferem odor e sabor desagradaveis a agua, tais como o
metilisoborneol (MIB) e a geosmina. Além disso, ap0s a morte das cianobactérias, a quantidade
de bactérias heterotréficas que se desenvolve provoca a reducdo da oxigenacdo da agua e, em
consequéncia, a morte de peixes (BRUNSON; LUTZ, DURBOROW,1994; SEVRIN-
REYSSAC; PLETIKOSIC, 1990; ZAGATTO; ARAGAO; CARVALHO, 1997). Ainda assim,
a maior preocupacao decorrente do aparecimento dessas floracfes relaciona-se a producdo de

toxinas.

2.2 O género Microcystis

Entre as cianobactérias capazes de formar floracbes, o género Microcystis € um dos mais
estudados. Este género compreende um grande nimero de linhagens produtoras de toxinas e
que possuem a capacidade de habitar reservatorios e lagoas de agua doce com uma grande
variacdo de nutrientes, consequentemente apresentando ampla distribuicdo mundial (WILSON
et al., 2005). Além disso, por se tratar de cianobactérias unicelulares, as espécies de
Microcystisrepresentam um grupo de interesse para estudos fisiolégicos e de biologia
molecular.

O género Microcystis pertence asubclasse Oscillatoriophycideae, ordem Chroococcales,
familia Microcystaceae e compreende cerca de 50 espéecies descritas. No momento, a
taxonomia interna do género ndo se encontra totalmente elucidada, havendo ainda a
necessidade de uma revisdo acurada a esse respeito (HOFFMANN; KOMAREK;
KASTOVSKY, 2005, KOMAREK; HAUER, 2012). As espéciesdeste género apresentam
grande variedade com relacdo a formacdo de coldnias, as quais podem ser micro- ou
macroscopicas. As coldnias mais novas geralmente sdo esféricas, podendo posteriormente
tomar forma alongada, lobada ou mesmo irregular, sendo que em vérias espécies séo clatradas,
algumas vezes compostas por subcolénias agrupadas. As células podem se encontrar mais ou

menos densamente distribuidas dentro de uma mucilagem fina, hialina, a qual pode ser
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difluente ou delimitada(Figura 1). As células sdo esféricas, com didmetro variando entre
4 e 6,5 um. Contém aer6topos e o contelido celular é de cor verde escura. Para a reproducao, a
divisdo celular ocorre por fissdo binaria em trés planos perpendiculares, somente nas células
que ja cresceram de volta ao seu tamanho original. Pequenos agrupamentos de células, ou
mesmo células solitarias, acabam por se desprenderem das colnias iniciais, originando novas
colénias (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1998; SANT’ANNA et al., 2004).

Figura 1 — Microcystis aeruginosa. A, Arranjo de coldnia densamente preenchido por
células, no qual se evidenciam os trés planos perpendiculares de divisdo (fonte: SANT’ANNA
et al., 2004); B, Colonia com bainha mucilaginosa evidenciada (Modificado de HONDA,
2005); C, desenho esquematico ilustrando a reproducéo de M. aeruginosa (fonte: KOMAREK;
HAUER, 2012)

Atualmente, para a caracterizacdo taxondmica de micro-organismos, a analise
morfoldgica tem sido auxiliada pela deteccdo, sequenciamento e andlise filogenética de genes
constitutivos. Entre estes, o gene que codifica para a subunidade menor do ribossomo (em
procariotos, RNA ribossomal 16S — RNAr 16S) é amplamente utilizado em estudos
taxonémicos (TOMITANI et al., 2006), por estar presente em todos 0s organismos e possuir
regides conservadase regides internas variaveis.

Em relacdo a producdo de toxinas, as linhagens tdxicas do género Microcystis sdo
geralmente produtoras de microcistinas (DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2012; FUNARI;
TESTAI, 2008; PEARSON et al., 2010). A producéo de outras substancias bioativas, tais como
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aeruginosinas e cianopeptolinas, ja foi relatada para cianobactérias deste género
(NAMIKOSHI; RINEHART, 1996).

Entretanto, em um estudo recente (SANT’ANNA et al., 2011) foi descrita uma linhagem
de Microcystis aeruginosa que sintetizava duas toxinas: a hepatotoxina [L-ser’] microcistina-
RR e quatro analogos carbamoilados de saxitoxina (goniautoxinas 1, 2, 3 e 4). Essa linhagem
foi isolada de um braco da represa Billings (S&o Paulo) utilizado para abastecimento publico
pelo grupo de ficologistas do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente. Apesar de
relato anterior da producdo da neurotoxina anatoxina-a por uma cianobactéria do género
Microcystis (PARK et al., 1993), a possibilidade de producdo de neurotoxinas por
cianobactérias unicelulares ndo é amplamente aceita pela comunidade cientifica, pela falta de
dados mais robustos. Além disso, a co-producdo de microcistina-RR com analogos de
saxitoxinas representa um fato inédito na literatura. Em seu artigo, Sant’Anna et al. (2011)
fizeram a caracterizacdo do perfil de toxinas produzidas pela cianobactéria unicelular M.
aeruginosa SPC777 por analises de ELISA, HPLC-FLD e HPLC-MS. Além disso, foi realizada
anélise filogenética do DNAr 16S e do gene mcyA, porém nenhum gene envolvido na
biossintese de saxitoxinas foi analisado.

2.3 Toxinas de cianobactérias

De acordo com seu efeito biolégico em vertebrados, as toxinas de cianobactérias s&o
classificadas em hepatotoxinas, neurotoxinas, citotoxinas e dermatotoxinas (DITTMANN;
FEWER; NEILAN, 2012). O efeito e exemplos de cianobactérias produtoras de cada toxina sdo
listados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Cianobactérias produtoras de toxinas (ARAOZ; MOLGO; MARSAC, 2010;
DITTMANN; FEWER; NEILAN, 2012; FIORE et al., 2009; FUNARI; TESTAI, 2008; LEAO

etal., 2012; PEARSON et al., 2010; SANT’ANNA et al., 2011)

Cianotoxina Cianobactérias produtoras

Toxicidade

Microcystis sp.
Planktothrix sp.
Dolichospermum sp.
Nostoc sp.
Hapalosiphon sp.
Phormidium sp.
Fischerella sp.
Synechocystis sp.
Limnothrix redekei

Microcistina

Nodularina Nodularia spumigena

Hepatotoxina. Inibicdo das
proteinas fosfatases
eucarioticas 1 e 2A

Cylindrospermopsis raciborskii
Aphanizomenon ovalisporum
Aphanizomenon flos-aguae
Umezakia natans
Raphidiopsis curvata
Dolichospermum sp.
Oscillatoria sp.

Cilindrospermopsina

Hepatotoxina, citotoxina,
neurotoxina. Inibi¢do da sintese
de glutationa, sintese protéica e

citocromo P450

Anabaena flos-aquae
Microcystis aeruginosa
Anabaena sp.
Cylindrospermum sp.
Planktothrix sp.
Raphidiopsis mediterranea

Anatoxina-a

Oscillatoria sp.
Aphanizomenonsp.
Raphidiopsis mediterranea

Homoanatoxina-a

Neurotoxina. Simula
oneurotransmissor acetilcolina

Anabaena spirolides
Anabaena lemmermannii
Anabaena flos-aquae NRC 525-17

Anatoxina-a(s)

Inibicdo irreversivel de
acetilcolinesterase

Dolichospermum circinale
Aphanizomenon sp.
Aphanizomenon gracile

Neurotoxina. Blogueia canais

Saxitoxina de sodio e calcio e prolonga o
Cylindrospermopsis raciborskii fechamento de canais de
Lyngbya wollei potéssio
Microcystis aeruginosa
BMAA Grande namero de cianobactérias Neurotoxina D?no e perda de
coordenagdo motora
Lyngbyatoxina Lyngbya majuscula Pr(:lTn(q)g?ol id(; a;oa;echg;r;;(; de
Aplisiatoxina (Moorea producens) » 1gag P

quinase C
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2.3.1 Microcistinas

2.3.1.1 Estrutura e toxicidade

As microcistinas sdo heptapeptideos ciclicos de formula estrutural ciclo(Adda-D-Glu-
Mdha-D-Ala-1.-X-D-MeAsp-1.-Z-), na qual“Adda”corresponde a3-amino-9-metoxi-2,6,8,-
trimetil-10-fenil-4,6-4cido decadienoico, “D-MeAsp”corresponde a3-metil-4cido aspartico,

“Mdha”significa N-metil-dehidroalanina e “X”e “Z”sdo L-aminoacidos variaveis (Figura 2).

N-metil-
D-Glu® desidro-Als

OsOH |
N .
Adda® HMI/\“’ \H\MI
_ o D-Ala®
0
0

rAl D-eritrof-
metiliso-Aspd

Chemistry & Biclogy

Figura 2— Estrutura geral das microcistinas. Modificado deTillett et al. (2000)

As microcistinas constituem o grupo de toxinas de cianobactérias (cianotoxinas) mais
estudado até o momento. Cerca de 90 variantes estruturais ja foram descritas (PEARSON et al.,
2010), sendo a microcistina-LR a isoforma mais comumente encontrada na natureza e
considerada a mais potente nos casos de intoxicagdo aguda. Sua estrutura quimica é
caracterizada pela presenca de leucina (L) e arginina (R) como L-aminoacidos nas posicdes X e
Z, respectivamente (Figura 2).Estudos de toxicidade por injecdo intraperitoneal em
camundongos demonstraram valores LDsq de 25-150 pg.kg™ de massa corpérea, para a maioria
das isoformas de microcistina, sendo geralmente aceitos os valores LDso50-60 pg.kg™ de massa
(DITTMANN;FEWER; NEILAN,2012).

A toxicidade da microcistina ocorre pela inibicdo das proteinas fosfatases 1 e 2A
eucarioticas, podendo haver hemorragia no figado como resultado de intoxicacdo aguda, ou

cancer hepatico primario no caso de intoxicacdo cronica. Apds a ingestdo de microcistina, as
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moléculas de toxina sdo transportadas do intestino delgado ao figado por transporte ativo por
intermédio do sistema de transporte de anions organicos do &cido biliar. Dentro dos
hepatdcitos, as microcistinas provocam inibicdo das fosfatases 1 e 2A serina/treonina. Em
seguida, ocorre desorganizacdo do citoesqueleto das células hepaticas, peroxidacdo lipidica,
perda da integridade da membrana, fragmentacdo do DNA, apoptose e necrose. O espaco que
anteriormente era ocupado pelas células hepaticas € instantaneamente preenchido por sangue,
podendo levar o organismo ao 6bito por choque hemorragico (DITTMANN; WIEGAND,
2006; GOLDBERG et al., 1995; MACKINTOSH et al., 1990; TILLETT;PARKER; NEILAN,
2001).

2.3.1.2 Biossintese

A biossintese de microcistinas € realizada pela via ndo ribossémica, ou seja, um grupo de
enzimas age sobre um substrato até a formagdo da molécula final (Figura 3). A maioria das
enzimas envolvidas na biossintese de microcistinas consiste em complexos multienziméaticos
contendodominios. Sdo de dois tipos: NRPS (nonribosomal peptide synthetases, peptideo-
sintetases nadoribossomais) ou PKS (polyketide synthases, policetideo sintases). Nas NRPSs,
cada médulo é responsavel pela incorporacdo de um aminodcido a molécula em formacéo. A
identidade dos mddulos de NRPS e a ordem na qual estdo arranjados especifica a sequéncia de
unidades de monémeros que sdo ativados e incorporados.As reagcdes quimicas que ocorrem em
cada etapa da formacdo da nova molécula, o tamanho e a fungdo quimica do produto que sera
liberado ao final da cadeia de montagemtambém sdo decorrentes deste arranjo
(KEHR;PICCHI; DITTMANN,2011).

Os médulos de NRPS séo compostos por pelo menos trés dominios: (1) um dominio de
adenilacdo (A), que catalisa a ativacdo de um aminoéacido; (2) um dominio carreador de peptidil
(PCP), que carrega o cofator fosfopanteteina; e (3) um dominio de condensagdo (C). Além
destes trés, dominios adicionais podem fazer parte de modulos NRPS, com func¢des como, por
exemplo, epimerizacdo de aminoacidos ou finalizacdo da molécula. Os modulos de NRPS
podem agir sobre cerca de 300 substratos diferentes, em comparacdo com o0s 20 aminoacidos a
que se restringe a sintese ribossomica de substancias (KEHR;PICCHI; DITTMANN, 2011;
STRIEKER; TANOVIC"; MARAHIEL, 2010).

A estrutura modular encontrada nas NRPSs é também caracteristica das PKSs, com a
diferenca de que os modulos de PKS agem sobre acidos carboxilicos, ativando, unindo e, em

alguns casos, modificando os mesmos. Um modulo de PKS pode ter no maximo seis dominios,
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a saber: (1) cetossintase (KS); (2) aciltransferase (AT); (3) cetorredutase (KR); (4) desidratase
(DH); (5) enoil-redutase (ER); e (6) proteina carreadora de acila (ACP) (Figura 3).Destes, 0s
dominios AT, ACP e KS constituem um modulo minimo de PKS.AAT é o dominio responsavel
pela selecdoda regido do substrato que sera estendida ou que dara inicio a biossintese da nova
molécula. Tal unidade € entdo ligada covalentemente a um carreador de fosfopanteteina do
dominio ACP adjacente a AT. O sitio ativo da cisteina do dominio KS € o responsavel pela
condensacao da unidade extensora a cadeia crescente de policetideo.Os dominios KR, DH e ER
conferem adicdes extras a molécula crescente. Um dominio de tioesterase (TE) é geralmente
necessario para a finalizacdo do processo biossintético e remoc¢édo do produto final do complexo
de PKS. Esta finalizacdo pode ocorrer por transferéncia a um aceptor amino ou aminoacila, ou
entdo por ciclizaggo da molécula, como é o caso da biossintese de
microcistina(KEHR;PICCHI; DITTMANN,2011; MOFFITT; NEILAN, 2003).

A) NRPS B) PKS

Médula 1 Madulo terminal (modulo n) i Médulo de Modulo terminal (modulon)

r
(Configuracio minima)  Madulo 2 carregamento  Médulosn-x
r 1r I L} )

N B :
dacleaice
" + Aminodcido ::“‘

+ ATP =

AT |ACP | KS AT.ACPTE

C Configuragdo minima

. Dominio opcional I
[ Configuragho minima

. Dominio opcional

Figura 3— Representacdo esquematica dos dominios enzimaticos de: A) NRPS e B) PKS.
Abreviagdes: C: dominio de condensacdo; A: dominio de adenilacdo; PCP: proteina carreadora
de peptidil; MT: metiltransferase; E: epimerase; AT: aciltransferase; ACP: proteina carreadora
de acila; KS: cetossintase; KR: cetorredutase; DH: desidratase; ER: enoil-redutase; TE:
tioesterase. (Modificado de KEHR; PICCHI; DITTMANN, 2011)

O primeiro agrupamento génico envolvido na biossintese de microcistinas em
cianobactérias foi descrito para a linhagem Microcystisaeruginosa PCC 7806 (TILLETT etal.,
2000). Dez genes estdo envolvidos neste processo (mcyA-mcyJ), sendo que seis destes
codificam médulos de NRPS, PKS e hibridos NRPS/PKS ou PKS/NRPS. Estes genes estdo
dispostos em dois operons(mcyA-C e mcyD-J), que sdo transcritos em dire¢bes opostas, a partir

de um promotor bidirecional (Figura 4).
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Figura 4— Organizacdo do agrupamento génico envolvido na biossintese da microcistina
em M. aeruginosa PCC 7806. O tamanho de cada gene e o sentido de transcri¢ao sdo indicados.
Os modulos de NRPS e PKS séo indicados em azul escuro e claro, respectivamente. Genes
adicionais sao indicados em preto. Os genes flanqueadores do agrupamento génico mcy sao
ilustrados em branco (Fonte: TILLETT et al., 2000)

A biossintese do aminoacido Adda (Figura 5) tem inicio com a acdo de McyG, um
hibrido NRPS/PKS. O dominio de adenilacdo do mddulo NRPS, localizado na extremidade
amina de McyG,catalisa a ativacdo do fenilpropanoide, que é entdo transferido ao cofator
fosfopanteteina do dominio PCP. A molécula é em seguida estendida e modificada por varias
etapas de incorporacdo de malonil-CoA, C-metilacdo, redugédo e desidratagéo, realizadas por
McyD (PKS) e pelo médulo de PKS de McyE (hibrido PKS/NRPS). McyE possui um dominio
aminotransferase, responséavel pela conversdo de policetideo para aminoéacido, desta forma
adicionando o grupo amino ao Adda. Ao lado deste dominio encontra-se 0 modulo NRPS de
McyE, que finaliza a formacdo do Adda, catalisando a ligacdo peptidica entre 0 grupo o-amino
do D-glutamato e o Adda (TILLETT et al., 2000). As enzimas McyJ e McyF séo
monofuncionais. Acredita-se que McyJ tenha funcdo de O-metilagdo (DITTMANN;
WIEGAND, 2006; ZHU et al., 2011) e McyF seja uma aspartato-racemase (SIELAFF et al.,
2003).
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Figura 5- Etapas realizadas na biossintese do aminoacido Adda e estrutura de dominios
prevista para McyG, McyD e McyE. Os circulos representam dominios enzimaticos de PKS e
os retangulos, de NRPS. Os tridngulos invertidos representam as moléculas finalizadoras, McyJ
e McyF. AMT se refere ao dominio de aminotransferase. KS, B-cetoacil sintase; AT,
aciltransferase; ACP, proteina carreadora de acila; KR, cetoacil redutase; DH, desidratase; CM,
C-metiltransferase; OM, O-metiltransferase; A, adenilagdo aminoacila; C, condensacdo; RC,
racemase. A regido de tiolagdo no médulo NRPS ¢ ilustrada em preto (Adaptado de TILLETT
et al., 2000)

Ap0s a formacdo do Adda, a molécula de microcistina continua sendo formada por meio
de elongacdo catalisada pelos dominios NRPS de McyA, McyB e McyC (Figura 6). O modulo
NRPS McyA possui dois dominios de adenilacdo. O primeiro dominio catalisa a adi¢do de 1-
serina e sua subsequente N-metilacdo pelo modulo NMT, que se encontra inserido nele. O
segundo é responsavel pela adicdo de L.-alanina, que é convertida a D-alanina pelo dominio de
epimerizagdo encontrado na regido carboxi-terminal de McyA. Em seguida, L-leucina e D-
MeAsparagina sdo adicionadas a molecula em formacgdo pelos dominios de adenilacdo e
condensacdo de McyB. Por fim, McyC adiciona L-arginina a molécula crescente e esta é
finalizada por intermédio de ciclizacdo e liberacdo do complexo multienzimatico. Esta etapa
final é catalisada pelo dominio de tioesterase localizado na regido carboxi-terminal de McyC
(TILLETT et al.,, 2000). A enzima Mcyl estd envolvida na producdo de metil aspartato
(PEARSON; BARROW,; NEILAN, 2007) e a enzima McyH esta envolvida no transporte da

microcistina ao meio extracelular (PEARSON et al., 2004).
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Figura 6— Representacdo esquematica da biossintese de microcistina-LR e estrutura
prevista para os dominios McyE, McyA, McyB, e McyC. Os circulos e retangulos representam,
respectivamente, um dominio enzimatico de PKS ou NRPS. O dominio de aminotransferase
estd representado por um losango. O triangulo invertido representa a atividade prevista para
Mcyl. KS, B-cetoacil synthase; AT, aciltransferase; CM, C-metiltransferase; ACP, proteina
carreadora de acila; A, adenilacdo aminoacila; C, condensacdo; NMT, N-metiltransferase; Ep,
epimerizacdo; TE, tioesterase; AMT, aminotransferase. A regido de tiolacdo de NRPS é
ilustrada em preto. A ordem da ativacdo aminoacila é prevista como: 1.-Z-Adda, L-glutamato,
L-metilserina, D-alanina, L-leucina, D-metil-aspartato, L-arginina, ciclizacdo (Modificado de
TILLETT et al., 2000)

A estrutura dos agrupamentos génicos envolvidos na biossintese das microcistinasja foi
descrita em outras cianobactérias, a saber: M. aeruginosa NIES-843 (KANEKO et al., 2007),
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CHRISTIANSEN et al., 2003) e Anabaena sp.
90(ROUHIAINEN et al., 2004). Além disso, o agrupamento génico envolvido na biossintese de
nodularina em Nodularia spumigena NSRO10 ja foi completamente caracterizado (MOFFIT;
NEILAN, 2004).Cada agrupamento génicoapresenta suas particularidadescom relacéo a ordem,

presenca e auséncia de alguns genes(Figura 7).
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Figura 7-Agrupamentos génicos envolvidos na biossintese de hepatotoxinas em
diferentes cianobactérias. Modulos de PKS estéo ilustrados em vermelho, NRPS em amarelo,
enzimas de finalizacdo em verde e enzimas envolvidas no transporte em azul. Este diagrama
nédo esta desenhado em escala (Modificado de PEARSON; NEILAN, 2008)

2.3.2 Saxitoxinas

2.3.2.1 Estrutura e toxicidade

As saxitoxinas pertencem ao grupo das toxinas PSP (“Paralytic Shellfish Poison”). Sua
producdo ja foi descrita para organismos pertencentes a dois Dominios da vida: dinoflagelados
dos géneros Alexandrium, Pyrodinium e Gymnodinium (CEMBELLA, 1998;DITTMANN;
FEWER; NEILAN, 2012) e cianobactérias dos géneros Dolichospermum, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis,Lyngbya,  Planktothrix,Raphidiopsise ~ uma espécie do  género
Microcystis(FUNARI; TESTAI, 2008; LEAO et al., 2012; SANT’ANNA et al., 2011). Elas
interferem na funcdo de pelo menos dois tipos de canais mediados por voltagem: os canais de
calcio e sodio sdo completamente bloqueados, enquanto os canais de potassio das células
cardiacas tém seu fechamento prolongado (DITTMANN;FEWER; NEILAN,2012;
LLEWELLYN, 2006). IntoxicacGes por saxitoxinas ja foram relatadas em diversos paises e

representam um sério problema de satde publica.
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A saxitoxina é um alcaloide carbamato de estrutura triciclica, que consiste em um grupo
tetrahidropurinico e dois agrupamentos guanidinicos. Apos a sintese da molécula-base, pode
haver modificacBes em cinco posi¢oes de seus grupos funcionais, gerando mais de 30 analogos
da mesma (Figura 8). As saxitoxinas sdo classificadas em néo sulfatadas (saxitoxina - STX),
monossulfatadas (goniautoxinas — GTX), duplamente sulfatadas (C-toxinas) e analogos
descarbamoilados (DITTMANN;FEWER; NEILAN,2012; KELLMAN; NEILAN, 2007
MIHALI;CARMICHAEL,; NEILAN, 2011).

B R-1 R2 R-3 R-4 Nome do composto
Carbamados -H -H -H STX
-OH -H -H neoSTX
0 -OH -0SO;~ -H GTX-1
& -H -0S0; -H GTX-2
C-O-NH; H -H -0S0;~ GTX-3
-OH -H -0S0O3 GTX4
N-sulfocarbamados -H -H -H GTX-5
-OH -H -H GTX-6
O H -OH -0OSO3 -H C3
B e s A -0 -H el
C-O-N-805° 5 _y -0S0;~ G2
-OH -H -0S05 CA4
Toxinas -H -H -H dceSTX
. -OH -H -H dcneoSTX
descattamonladas o _oso- B dcGTX-1
-OH -H -0S0O3~ -H dcGTX-2
-H -H -0SO5~ dcGTX-3
-OH -H -0S0O3 " dcGTX4
Desoxi toxinas -H -H -H doSTX
-OH -0OSO3  -H doGTX-2
-H -OH -H -0S0O5" doGTX-3

Figura 8 — (A) Estrutura da molécula de saxitoxina; (B) Principais variantes estruturais
de saxitoxinas. C, C-toxina; dc, descarbamoil; do, desoxi; GTX, goniautoxina; STX, saxitoxina
(Modificado de KELLMANN; NEILAN, 2007)

2.3.2.2 Biossintese de saxitoxinas

O primeiro estudo a descrever o agrupamento génico completo envolvido na biossintese
de saxitoxinas em uma cianobactéria foi realizado por Kellman e colaboradores (2008a).
Apesar de ndo ter sido possivel a confirmacdo da natureza bioguimica e, consequentemente, da
acdo das enzimas codificadas pelos genes descritos, uma comparacdo das sequéncias de
aminoacidos obtidas para cada ORF do agrupamento génico sxt no isolado de agua doce
Cylindrospermopsis raciborskii T3, juntamente com analises de LC-MS/MS e dados anteriores
de testes bioquimicos in vitro (KELLMANN; NEILAN, 2007), possibilitaram que fosse predita

a funcdo de cada gene encontrado.
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Figura 9 — Via biossintética proposta para a saxitoxina (Fonte: FIORE; ALVARENGA;
SILVA-STENICO, 2011)

Assim, a via biossintética proposta para a producdo de saxitoxinas (Figura 9) tem inicio
usando uma arginina como molécula precursora. A Unica enzima que da inicio a biossintese de
saxitoxinas é semelhante a uma PKS (policetideo sintase), codificada pelo gene sxtA. Esta
enzima possui quatro dominios cataliticos:SxtAl a SxtA4. O dominio SxtA3 esta relacionado a
uma ACP (proteina carreadora de acil) e possui um sitio de ligacdo de fosfopanteteinil.
Inicialmente, este dominio é carregado com o acetato de uma acetil-CoA (acetil-coenzima A).
Esta reagdo ¢ catalisada pelo dominio SxtA2 (GNAT, “GCNb5-relatedN-acety| transferases”). A
seguir, o SxtAl (metil transferase dependente de SAM, S-adenosilmetionina) catalisa a
metilacdo do acetil-ACP, convertendo-o a propionil-ACP. Entdo, o SxtA4 (aminotransferase
classe I, provavelmente pertencente ao grupo das AONS - “8-amino-7-0xononanoate
synthase™) realiza uma reagdo de condensagdo do tipo Claisen, ligando o grupo éster do
propionil-ACPao grupo éster da molécula de arginina. Ao que tudo indica, o produto formado
apos a acdo dos quatro dominios da enzima SxtA é 4-amino-3-oxo-guanidinoheptano (chamado
pelos autores de A’). Apds esta etapa, tem acdo a enzima codificada pelo gene sxtG, cuja

natureza foi proposta como uma amidinotransferase. Esta enzima transfere um grupo
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amidinoproveniente de uma segunda molécula de arginina ao grupo a-amino do intermediario
A’, assim produzindo 4,7-diguanidino-3-oxoheptane (designado substancia B’). Acredita-se
que logo apos esta etapa seja formado o primeiro heterociclo por uma condensacdo interna do
tipo retro-aldol entre a amina do grupo amidino recém-incorporado e o carbono proveniente do
acetato. Esta reacdo e catalisada pela SxtB, que é semelhante a enzimas do tipo citidina
desaminase de gama-proteobactérias. O produto desta condensagdo ¢ chamado de C’. A
transformacdo do intermediario de saxitoxina prossegue com a acao conjunta de SxtD, SxtS e
SxtU, resultando na incorporacdo de uma cadeia lateral composta por uma metil-metionina e
sua subsequente hidroxilacdo. Tal hidroxilacdo ocorre via epoxidacdo de uma ligacdo dupla
entre o grupo metilico derivado de SAM e o carbono 6 (C-6) da molécula, que foi derivado do
acetato nas primeiras etapas da biossintese desta molécula. Em detalhes: a enzima SxtD (uma
esterol desaturase) introduz uma ponte dupla entre C-1 e C-5 da substancia C’, resultando em
uma mudanca 1,2-H entre C-5 e C-6. Esta substancia recém-formada é chamada de substancia
D’. A enzima SxtS (dioxigenase dependente de 2-oxoglutarato) catalisa a formacdo oxidativa
dos heterociclos por intermédio de epoxidacdo da ponte dupla de D’ e a abertura do epdxido a
um aldeido com simultanea biciclizacdo. Finalizando esta etapa, a enzima StxU (&lcool-
desidrogenase de cadeia curta) reduz o grupo terminal aldeido do precursor D’, formando a
substancia E’. Tendo-se E’, observa-se que para a finalizacdo da molécula de saxitoxina é
necessario ocorrer uma O-carbamoilacdo de seu grupo hidroxila e uma hidroxilacdo dupla de
C-12. Ao que tudo indica, a enzima Sxtl (O-carbamoiltransferase)catalisa a transferéncia de um
grupo carbamoil proveniente de um carbamoilfosfato ao grupo hidroxila livre de E’. Apesar de
ndo ter sido possivel inferir a natureza enzimatica dos produtos génicos de sxtJ e sxtK, os
autores discorrem que homdlogos a estes genes foram frequentemente encontrados adjacentes a
genes de O-carbamoiltransferases. Por fim, os genes sxtH e sxtT codificam uma subunidade
terminal de oxigenase de fenil-propionato bacteriano e dioxigenases relacionadas que
hidroxilam estruturas quimicas em anel. Portanto, acredita-se que as enzimas SxtH e SxtT
sejam as responsaveis pela hidroxilagdo do C-12. A cada ciclo catalitico, os membros do grupo
enzimatico do qual SxtH e SxtT fazem parte necessitam de uma oxigenase redutase para sua
regeneracdo. Os autores propdem que 0 agrupamento génico sxt tenha seu proprio sistema de
transporte de elétrons, constituido pelas enzimas SxtV e SxtW em C. raciborskii T3.

Uma vez formada a molécula-base da saxitoxina, enzimas codificadas por genes
adicionais podem modifica-la, de forma a gerar diferentes analogos de saxitoxina. Um destes
genes é o sxtX, que codifica uma cefalosporina hidroxilase. A atuacdo proposta para este gene €

hidroxilar o N-1 da molécula de saxitoxina, produzindo analogos como, por exemplo, a
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neoSTX. J& o gene sxtNcodifica uma sulfotransferase, provavelmente do tipo dependente de 3’-
fosfato 5’-fosfossulfato (“PAPS — 3’-phosphate 5’-phosphosulfate”). Este gene ja foi
encontrado em cianobactérias produtoras de anélogos sulfatados da STX, como por exemplo
goniautoxinas. Nesse contexto, homdlogos ao gene codificante para a enzima SxtO (adenilil-
sulfato quinase) estdo envolvidos na formagdo de PAPS. Em relacdo as moléculas
descarbamoiladas de saxitoxina, existe tanto a possibilidade de que sejam processados por
enzimas proximas a Sxtl, que agem sobre um amplo espectro de substratos, quanto a
possibilidade de o grupo carbamoil ser removido por clivagem hidrolitica. A SxtL (GDSL
lipase) ¢ uma candidata a esta fungdo. Ja as enzimas SxtF ¢ SxtM (MATE, “sodium-driven
multidrug and toxic compound extrusion” da familia de proteinas NorM) estariam envolvidas
no transporte das saxitoxinas para o meio extracelular. A regulacdo da producao de saxitoxinas
seria feita em nivel transcricional, sendo sxtY (relacionado a PhoU) e sxtZ (relacionado a
OmpR) fatores de transcricdo (KELLMANN; NEILAN, 2007; KELLAMNN et al., 2008a).

O agrupamento génico completo envolvido na biossintese de saxitoxinas ja foi descrito
para cinco diferentes géneros de cianobactérias (Figura 10), diferindo em sua organizacao e na
presenca ou auséncia de alguns genes. A correlagdo entre a presenca de cada gene e o analogo
de saxitoxina produzido pelas diferentes cianobactérias tem sido discutida com o objetivo de
confirmar a funcdo estipulada para os genes sxt (MIHALI; CARMICHAEL; NEILAN,
2011;SOTO-LIEBE et al., 2010).
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Figura 10 — Agrupamento génico envolvido na biossintese de saxitoxinas em diferentes
cianobactérias (Modificado de MURRAY; MIHALI; NEILAN, 2010)

Atualmente, técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas como aliadas para uma
rapida deteccdo de linhagens potencialmente produtoras de cianotoxinas na natureza.
Paralelamente, com o0 avanco de novas estratégias e tecnologias de sequenciamento, a
caracterizacdo de agrupamentos génicos completos tem sido buscada.O conhecimento do
agrupamento génico completo pode gerar uma visdo em relagdo a presenca das enzimas
essenciais a producdo da toxina estudada. Além disso, torna-se possivel uma previsao de quais

isoformas de toxina a linhagem tem capacidadede produzir.
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Diversas estratégias podem ser empregadas para a caracterizacdo de uma grande regido
do genoma de um organismo, entre elas a realizacdo de bibliotecas gendmicas (bibliotecas de
BAC ou fosmideos) e a técnica de “pan-handle”, um tipo de PCR inversa na qual os iniciadores
amplificam uma regido desconhecida do genoma, a partir de um fragmento de DNA conhecido,
até que toda a regido de interesse seja elucidada.

No entanto, o rdpido crescimento das tecnologias de sequenciamento de DNA tem
estimulado grupos de pesquisas a investirem no sequenciamento do genoma completo dos
organismos de interesse. Com acesso a tecnologias de sequenciamento de nova geracao e
programas de bioinformatica com algoritmos apropriados para cada tipo de sequenciador, o
trabalho de bancada é reduzido, muitas vezes resultando em geracdo mais rapida dos

resultados.

2.4 Plataforma SOLID

Entre os tipos de sequenciamento de nova geragdo (NGS, New Generation Sequencing),
uma das tecnologias que se destacam é a plataforma SOLID (Sequencing by Oligonucleotide
Ligation and Detection), desenvolvida pela empresa Applied Biosystems/Life Technologies
para sequenciamento em larga escala. O método se baseia na fragmentacdo do genoma de um
organismo e realizagdo de PCR em emulsdo com pequenas esferas magnéticas.O
sequenciamento de cada fragmento pode ser feito a partir de biblioteca de tags Unicas, com
fragmentos de 60-90 pb, ou duplas, com fragmentos de 1-10 Kb (CARVALHO; SILVA,
2010;MARDIS, 2008).

No sequenciamento por SOLID, a enzima DNA ligase € utilizada em substituicdo a
polimerase empregada nas outras plataformas. Outra diferenca com relagdo aos outros métodos
é 0 uso de sondas contendo uma dupla de nucleotideos marcados.

As etapas de sequenciamento séo ilustradas na Figura 11. O sequenciamento tem inicio
com a fragmentacdo do DNA. Os fragmentos sédo ligados a adaptadores universais (P1 e P2),
um deles (P1) acoplado a uma esfera metélica de 1 um de diametro. Ocorre entdo a PCR de
emulséo usando o adaptador P1 como molde para o anelamento do oligonucleotideo iniciador.
Bibliotecas compostas por milhdes de moléculas Unicas representando a sequéncia alvo inteira
sdo geradas. O conjunto € aplicado em uma lamina de vidro apropriada, a qual as microesferas
se ligam covalentemente. A distribuicdo das microesferas na lamina de vidro é aleatdria. Ainda
assim, cada ld&mina (com capacidade para 100 mil microesferas) pode ser subdividida em oito

areas, assim permitindo a anélise de oito bibliotecas diferentes. Nesse caso, existe a op¢do do
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sistema de cddigo de barras, ligando-se ao adaptador P2 uma sequéncia Unica de cinco
nucleotideos.

Apos a ligacdo das microesferas a ldmina, sdo adicionados os oligonucleotideos
iniciadores universais de sequenciamento, a enzima ligase e as sondas especificas. Tais sondas
sdo compostas por dois nucleotideos especificos, seguidos por outros trés degenerados para
qualquer base e trés inosinas ligadas a um fluoroforo. A cada ciclo da reacdo de
sequenciamento, o iniciador se liga ao adaptador P1 e a sonda que for complementar a primeira
dupla de nucleotideos do fragmento de DNA molde se liga ao iniciador pela acdo da
ligase.Entdo, € emitida fluorescéncia, de cor relacionada a dupla de nucleotideos que foi
complementar aquela primeira regido do DNA molde. Uma parte da sonda apresenta um sitio
de clivagem elogo apds a emissdo da fluorescéncia, a parte terminal da sonda é clivada e
removida. Outra sonda se liga novamente de acordo com sua dupla de nucleotideos e o ciclo se
repete varias vezes. Entdo, um novo iniciador de sequenciamento é ligado ao adaptador P1,
idéntico ao primeiro, porém com o ultimo nucleotideo 5° removido (iniciador n-1). Desta
forma, conforme observado na Figura 11l(parte E), a sonda que se ligar a este iniciador
avancard um nucleotideo na sequéncia molde. Este ciclo se repete e o sequenciamento continua
com outros iniciadores até a quinta etapa, na qual o iniciador possui n-4 bases. Como o
oligonucleotideo iniciador inicial (n) tem sequéncia conhecida e se anela a primeira base da
extremidade livre do adaptador P1, a primeira base do fragmento de DNA molde pode ser
determinada. A identificacdo da sequéncia de bases dos fragmentos é feita através da leitura da
fluorescéncia emitida a cada ligacdo da sonda correspondente e correlagdo com a dupla de
nucleotideos possiveis para cada sonda. Ao final dos ciclos de sequenciamento, cada
nucleotideo tera sido registrado duas vezes, o que diminui a possibilidade de erros de leitura,
tornando o sistema consideravelmente confidvel (MARDIS, 2008).
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Figura 11— Principais etapas do sequenciamento por SOLID (modificado de MARDIS,
2008). A, microesferas acopladas ao adaptador ligado a sequéncia molde de DNA; B, ligacdo
do primer de sequenciamento e da sonda ao adaptador e DNA molde; C, 16 tipos possiveis de
sondas; D, extensdo do sequencimento ao longo dos ciclos de ligacdo das sondas; E, avango da
sonda pelo DNA molde usando primer com n bases -1

2.5 AlteracBes no contetdo genético de procariotos na natureza

2.5.1 Troca de informacéo genética

Na natureza, a troca de informacdo genética (transferéncia lateral/horizontal de genes)
entre procariotos pode ocorrer, essencialmente, de trés formas: transformacao, conjugacdo ou
transducao. Transformacdo (ou transfeccdo) é o processo pelo qual a célula procaridtica
absorve moléculas de &cido nucleico ou plasmideo do ambiente onde se encontra. Conjugacao é
a transferéncia de material genético de um micro-organismo diretamente ao outro, por
intermédio da formacdo de uma fimbria sexual, que é o canal que une a célula doadora a
receptora. Transducdo € a aquisicdo de material genético por intermédio da infeccéo viral a um

procarioto, sendo que regides do DNA de algum micro-organismo infectado anteriormente por
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este virus podem ser retiradas e transferidas a novos receptores juntamente com o DNA ou
RNA viral (CHEN; DUBNAU, 2004; MAZODIER; DAVIES, 1991). Além disso, ja foram
isolados da bactéria Rhodobacter capsulatus agentes de transferéncia génica (GTA, gene
transferagents). Estes consistem em particulas semelhantes a virus que se incorporam no
genoma hospedeiro, tendo como unica fungéo a transferéncia de fragmentos do mesmo, sem
nenhuma acéo viral (LANG; BEATTY, 2000; MCDANIEL et al., 2010).

De acordo com a natureza do DNA adquirido pela célula receptora, este pode se replicar
de forma autbnoma dentro do organismo hospedeiro, ser degradado e ter os nucleotideos
reutilizados pela célula, ou entdo se integrar ao cromossomo. No caso de transducéo,
sequéncias de profagos ou locos de CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat) apresentam uma parte do histdrico de infec¢bes virais anteriores sofridas
pelo organismo. Profagos consistem em DNA viral inserido no DNA gendmico da bactéria
previamente infectada, durante o ciclo lisogénico do virus, ou seja, quando ndo ha lise celular
imediata (CANCHAYA et al., 2003). Ja os locos de CRISPR representam uma espécie de
defesa interna de uma arqueia ou bactéria a aquisicdo de DNA exdgeno, havendo todo um
complexo enzimatico e sequéncias repetitivas envolvidos no processo de armazenamento de
uma parte do material genético de origem exdgena, reconhecimento e eliminagdo do mesmo
(DEVEAU; GARNEAU; MOINEAU, 2010; HORVATH; BARRANGOU, 2010; JORE;
BROUNS; OOST, 2012).

2.5.2 Rearranjos génicos intracelulares

Além da troca de informacdo genética entre diferentes organismos, variagdes no contetdo
genético de procariotos podem ocorrer no &mbito intracelular, por intermédio de mutagdes ou
rearranjos no genoma. Tais rearranjos (inversdes, delecdes, duplicagdes, entre outros) podem
ser originados por intermédio de elementos transponiveis presentes no proprio genoma do
organismo.Os elementos transponiveis sdao amplamente distribuidos entre as arqueias e
bactérias e podem ser divididos em duas principais classes, de acordo com a estrutura de sua
sequéncia e mecanismos de transposicdo. A Classe | é representada por elementos capazes de
se transportar a outros locais do genoma por meio de um RNA intermediario. Pertencem a esta
classe de elementos transponiveis 0s retroposons e retrotransposons. Ja os elementos da Classe
I, caracterizados pelas sequéncias de insercdo (Sl) e transposons, utilizam para o seu transporte

um intermediario de DNA catalisado por uma transposase (GRAY, 2000).
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O estudo de elementos transponiveis pode revelar informagdes sobre a divergéncia entre
populacGes, além de gerar dados a respeito da capacidade adaptativa dos organismos. Em
relacdo a genomas de cianobactérias, Lin et al. (2011) realizaram uma busca por sequéncias de
insercdo em 17 genomas. Neste estudo, os autores verificaram que os dois genomas do género
Microcystis analisados foram os que apresentaram maior quantidade de Sl, correspondendo a
10,85 % do genoma de M. aeruginosa NIES-843 e 8,98 % do genoma de M. aeruginosa PCC
7806. Os autores discutem que a alta abundéncia de elementos transponiveis encontrada nas
linhagens de M. aeruginosa demonstra que 0 genoma das mesmas pode sofrer um rearranjo que
resulte em mutacdes positivas, de forma a acelerar sua adaptacdo a varios ecossistemas de agua
doce, e que esta alta plasticidade gendmica possa ser uma explicacdo para o grande sucesso de
competicdo de Microcystis spp. em relacdo a outros organismos. Nesse contexto, 0s autores
sugerem que a diferenca observada para a porcentagem e os tipos de Sl entre as linhagensM.
aeruginosa NIES-843 e M. aeruginosa PCC 7806 se deva aos diferentes ambientes onde cada
uma foi coletada e ao periodo de manutencdo das mesmas em laboratorio. A primeira foi
coletada do Lago Kasumigaura (Japdo) em 1997 e a segunda, do reservatorio Braakman
(Holanda) em 1972.
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi buscar e identificar no genoma da Microcystis aeruginosa
SPC777 genes envolvidos na biossintese de microcistinas e saxitoxinas, assim como verificar a
producéo destas toxinas.

Para isso, buscou-se:

- Analisara organizacdo dos genes envolvidos na biossintese das toxinas estudadas,
comparandofilogeneticamente tanto o0s genes ou fragmentos génicos isoladosquanto
agrupamentos génicos inteiros com aqueles ja descritos em literatura para outras cianobacterias.

- Estudara evolucdo da toxigenicidade em M. aeruginosa SPC777.

- Verificar se ainda sdo produzidas as toxinas de interesse apds cerca de 10 anos de
cultivo e, em caso afirmativo, avaliar se continuam sendo 0s mesmos analogos descritos

anteriormente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagem utilizada e manutengao

Neste estudo foi utilizada a linhagem Microcystis aeruginosa SPC777 (atualmente
CCIBt 3173), obtida da Colecdo de Culturas do Instituto de Botanica de S&o Paulo em 18 de
julho de 2003 e desde entdo mantida em cultivo noLaboratério de Ecologia Molecular de
Cianobactérias do CENA/USP. Essa linhagem foi coletada em 05 de fevereiro de 2000, em
uma floracdo ocorrida na margem do Riacho Grande, um braco da Represa Billings localizado
no Rancho do Milho Verde, Rodovia SP 148 (Rodovia Caminho do Mar), municipio de S&o
Bernardo do Campo, Sao Paulo (coordenadas 23°46'42,61” S e 46°31°1,57” O), pelo grupo de
pesquisadores do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente (SANT’ANNA et al,,
2011).

O cultivo desta cianobactéria foi realizado em meio de cultura ASM-1 (GORHAM
et al., 1964, Anexo A), pH 7,0, mantido a 25 °C * 1, sob iluminacdo fluorescente de

40+5 pmol fétons. m™.s™e com fotoperiodo de 14 h claro:10 h escuro.

4.2 Andlise microscopica

As caracteristicas morfologicas e métricas da linhagem M. aeruginosa SPC777 foram
analisadas em microscopio Optico (Axiostar Plus, Zeiss) a cada 15 — 20 dias, na ocasido dos
novos repiques. As seguintes caracteristicas foram analisadas: forma das células, presenca de
aerdtopos, formagdo de coldnias e didmetro celular (n=20).

4.3 Obtencao de monocultura cianobacteriana
Durante as anélises da morfologia da linhagem M. aeruginosa SPC777 constatou-se a

presenca de outra cianobactéria unicelular na cultura e procedimentos foram realizados visando

a obter o isolamento e a purificacdo daM. aeruginosa SPC777.
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4.3.1 Lavagem de células com extran 0,1 %

Inicialmente, vérias aliquotas de 1 mL de cultura em meio ASM-1 liquido foram
transferidasparamicrotubos Eppendorf de 1,5 mL. Os tubos foram centrifugados (centrifuga
Mikro 200R, Hettich) a 5.000% g por 5 minutos, para a formacéo de pélete. O sobrenadante foi
retirado com pipeta e descartado, tomando-se o cuidado de ndo retirar as células que ficaram
aderidas a parede do tubo.

O pélete foi ressuspendido em 500 puL de extran 0,1% e homogeneizado
completamente, com cuidado para que as células ndo sofressem lise. Os tubos ficaram em
repouso por 30 minutos. Apds esse periodo, 500 uL de meio de cultura liquido foram
adicionados e os tubos foram homogeneizados cuidadosamente por inversao, seguindo
centrifugacdo por 5 minutos a 5.000x g. O sobrenadante foi descartado e o pélete foi
novamente ressuspendido em 500 uL de extran 0,1%, repetindo-se as etapas anteriores até uma
nova centrifugacdo, a 7.000x g por 5 minutos. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o
pélete, ressuspendido em 1 mL de meio de cultura liquido. A mistura foi homogeneizada e
centrifugada a 7.000 x g por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado e 500 pL de meio de cultura ASM-1 foram adicionados
ao pélete, seguindo homogeneizagdo e centrifugacdo a 7.000 x g por 5 minutos. Essa etapa foi
repetida até a centrifugagdo, desta vez a 5.000 x g por 15 minutos.

Todo o sobrenadante foi descartado e o pélete foi ressuspendido em 1 mL de meio de
cultura ASM-1 liquido. Uma aliquota das células foi observada ao microscopio &ptico
(Axiostar Plus, Zeiss) e o remanescente no microtubo foi utilizado como pré-indculo em
Erlenmeyers de 50 mL contendo 25 mL de meio de cultura, para crescimento nas condigdes
apropriadas.

4.3.2 Cultivo em meio de cultura sélido

O cultivo em meio de cultura solido foi realizado em placas de Petri (90 x 15 mm lisas).
Trés estratégias foram testadas: (1) pour-plate, adicionando-se 300 pL de inoculo a cerca de 30
mL de meio de cultura com &gar imediatamente antes que este fosse vertido nas placas de Petri;
(2) spread-plate, espalhando-se, com alca de Drigalski, 100 pL de indculo sobre meio de

cultura ja solidificado; e (3) estrias de esgotamento (com alca de platina).
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4.3.3 Micropipetagem de células em meio liquido

Umagota de cerca de 20 a 30 pL da cultura foi colocada em lamina de microscopia e
diluida em &gua sucessivamente, até que ao microscopio optico (Axiostar Plus, Zeiss), com
aumento de 100 x, fossem observadas células consideravelmente isoladas uma da outra. Entéo,
usando uma pipeta Pasteur esterilizada com uma extremidade manualmente afilada ao fogo do

bico de Bunsen, tentou-se pipetar uma Unica célula para cultivo em ASM-1 liquido.
4.3.4 Centrifugacdo com gradiente diferencial de sacarose

Foram preparadas solucdes de sacarose em 4agua destilada deionizada (Milli-Q,
Millipore, Bedford, MA, EUA) esterilizada, nas seguintes concentracées: 0,2 M, 0,5 M e 1 M.
Sete tubos Falcon esterilizados com capacidade para 15 mL foram utilizados para a

centrifugacdo. O contetdo de cada tubo é descrito naTabela 2.

Tabela 2 — ConcentracOes de sacarose testadas

Tubos Concentrac0es de sacarose
1 10 mL de solucéo 0,2 M
2 10 mL de solucéo 0,5 M
3 10 mL de solucdo 1 M
4 5 mL de solugéo 0,2 M + 5 mL de solugéo 0,5 M
5 5 mL de solugéo 0,5 M + 5 mL de solugéo 0,7 M
6 5 mL de solucdo 0,5M + 5 mL de solugdo 1 M
7 3,3 mL de solucéo 0,2 M + 3,3 mL de solugdo 0,5 M + 3,3 mL de solugdo 1 M

No caso dos tubos 4, 5, 6 e 7, sempre as solu¢cbes de menor concentragdo de sacarose
foram adicionadas sobre as de maior concentracdo, tomando-se o cuidado de evitar 0 maximo
possivel que as solugdes fossem misturadas. Em todos os casos (tubos 1 a 7), 500 pL de cultura
de M. aeruginosa SPC777 cultivada em ASM-1 liquido foram cuidadosamente adicionados
sobre as solugbes, sem homogeneizacéo.

Os tubos foram entdo centrifugados a 1500 x g por 15 minutos. A formacdo de camadas
diferenciais foi verificada macroscopicamente e as regides nas quais aparentemente havia

células (levemente esverdeadas) foram observadas ao microscépio éptico.
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Devido aos resultados obtidos, apds a primeira observacdo ao microscopio os tubos 4 e
6 (Tabela 2), ja contendo as células, foram centrifugados novamente, desta vez a 2.500 x g por
15 minutos, seguindo nova analise microscopica. As células centrifugadas na presente etapa

nao foram utilizadas em novos inéculos.

4.3.5 Filtragem de células

Esta etapa foi realizada com base no protocolo descrito por Rippka (1998). Para este
experimento, foi utilizada a cultura de M. aeruginosa SPC777 em fase exponencial de
crescimento. A fase exponencial foi determinada com base em curva de crescimento (dados ndo
publicados),realizada por intermédio de contagem de células em camara de Fuchs-Rosenthal e
medicdo da densidade Optica a 750 mm em espectrofotdbmetro (UV-VIS - Spectrometer
Lambda-Bio, Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, EUA).

A filtragem das células foi feita a partir de 10 mL da cultura, coletados com uma
seringa esterilizada de 25 mL, sem o uso de agulha (evitando-se ao maximo a lise celular). Esta
aliquota da cultura foi transferida a um sistema de filtracdo, contendo um filtro Millipore com
poros de 8 um. Foram adicionados cerca de 300 mL de meio de cultura ASM-1 esterilizado e a
cultura foi filtrada quase totalmente, até que apenas cerca de 5 mL restassem. Durante a
filtracdo, parte do meio de cultura foi continuamente puxada com a seringa e retornada ao
sistema. Assim, a movimentacdo do liquido fazia com que mais células passassem pela
membrana filtrante, em vez de ficarem aderidas a ela, o que provocaria entupimento da mesma.
Esta lavagem de células foi repetida duas vezes e entdo as células capturadas no filtro foram
cultivadas em meio de cultura ASM-1 liquido e sélido. Estes in6culos foram observados ao

microscopio Optico assim que o crescimento comegou a se evidenciar.

4.3.6 Inibic&o do crescimento de células contaminantes por antibiose

Com base no protocolo descrito por Rippka (1998), 10 mL da cultura ndo-axénica daM.
aeruginosa SPC777 em fase exponencial de crescimento foram transferidos a um tubo de
ensaio de vidro completamente envolvido em papel aluminio, de forma a evitar a entrada de
luz. Ap6s 24 horas de auséncia luminosa, foram adicionados 1.000 pug.mL™ de ampicilina
(USB Corporation, Cleveland, OH, EUA) ao meio de cultura. Apds 24 horas, as células foram
observadas ao microscopio. Uma aliquota (100 pL) desta cultura (fase superior do tubo) foi

inoculada por spread plate em placa de Petri contendo ASM-1 sélido.
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4.3.7 Confirmacao da pureza por microscopia de epifluorescéncia

Ap0s o aparente isolamento da linhagem Microcystis aeruginosa SPC777, bem como da
outra cianobactéria que estava presente na cultura de Microcystis (familia Synechococcaceae),
as duas culturas de cianobactérias foram analisadas a microscopia de epifluorescéncia (Zeiss,
modelo Axioplan-2), aumento de 400 x, na Secdo de Ficologia do Instituto de Botanica de S&o
Paulo. As cianobactérias foram observadas usando-se tanto luz branca quanto epifluorescéncia
com filtro verde(filtro para o marcador FITC com excitagdo em 450-490nm e emissdo 515nm
LP).

4.3.8 Sequenciamento do DNAr 16S

4.3.8.1 Extracdo de DNA

O DNA das duas monoculturas,M. aeruginosaSPC777 e a cianobactéria da familia
Synechococcaceae, foi extraido com base no protocolo descrito por Fiore et al. (2000). Foram
utilizados 3 mL de cultura entre 0 meio e o final da fase exponencial de crescimento usando
tubos de microcentrifuga esterilizados de 1,5 mL. As células foram concentradas por
centrifugacdo (10.000 x g por 5 minutos) e lavadas duas vezes com 1 mL da solucdo I (50 mM
Tris-HCL pH 8,0, 5mM EDTA, 50 mM NaCl). O pélete foi entéo ressuspendido em 200 pL da
solucéo 11 (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA). Foram adicionados 2 pL de Proteinase K
(100 mg.mL™) e os tubos foram incubados em banho-maria a 55 °C por 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 600 pL do tampé&o de extragdo (3 % CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 0,1 M Tris-HCI pH 8,0, 1 % sarcosil, 1 % 2-mercaptoetanol), preparado pouco antes do
uso e pré-aquecido em banho-maria a 55 °C. As células foram incubadas em banho-maria a
55 °C durante 30 minutos e gentilmente homogeneizadas por inversdo dos tubos a cada
5 minutos. ApOs a incubacdo, os tubos foram mantidos em temperatura ambiente por
30 segundos para o resfriamento e foi adicionado 1 volume (800 pL) de uma mistura de
24:1 (v/v) de cloroférmio e alcool isoamilico. O contetido dos tubos foi misturado gentilmente
por inversdo aproximadamente 30 vezes até que se formasse uma emulsdo e centrifugado por
5 minutos a 13.000 x g. O sobrenadante (cerca de 500 pL) foi transferido a um novo tubo e
foram adicionados 2 volumes (1 mL) de NaCl 4 M. Foram adicionados 50 yL de uma
suspensao de silica e a solucdo dentro de cada tubo foi gentilmente homogeneizada. Os tubos

foram incubados em banho-maria a 55 °C por 10 minutos e centrifugados por 1 minuto a



49

13.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o pélete foi lavado duas vezes com 250 uL da
solucédo de lavagem (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 2,5 mM EDTA, 50 % etanol). O
pélete foi seco em bloco aquecedor (Lab Line) e reidratado com 30 pL de &gua ultrapura
(Milli-Q) esterilizada. Os tubos foram incubados em banho-maria a 45 °C por 10 minutos e
centrifugados a 13000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi transferido a um novo tubo e a
integridade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1 % em tampao
TBE 0,5 x (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA pH 8,0). A aliquota de DNA aplicada no gel foi
previamente adicionada a 3 L de corante de carregamento [40% de sacarose (m/v), 0,25% de
azul de bromofenol e 4gua ultrapura] contendo SYBR® Green | (Molecular Probes, Eugene,
OR, EUA) na concentragdo 1 pL.mL™. A documentacdo do gel foi feita através do programa
“Kodak Gel Logic 212 Imaging System” — (Molecular Imaging System Carestream Health,
Inc., Rochester, NY, EUA). O tamanho e a concentracdo do produto de PCR foram estimados
através de comparacdo com o marcador de tamanho e massa molecular (Low DNA Mass
Ladder, Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

4.3.8.2 Amplificacdo do gene-alvo

Cerca de 20 ng de cada DNA foram utilizados em reagdes de PCR para a deteccdo do
gene codificante da subunidade menor do ribossomo bacteriano (16S RNAr). Para isso, foram
usados os iniciadores 27F 1 e 1494 Rc (Tabela 3).

Tabela 3— Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo do DNAr 16S e
nas etapas de clonagem e sequenciamento

Primer Sequéncia (5’ -3°) Fragmento-alvo Referéncia
27F 1 AGAGTTTGATCCTGCTCAG Rsﬁguﬂédoasfi% iﬁfodge NEILAN et al.,
1494 Rc TACGGCTACCTTGTTACGAC bactérias 1997
M13F GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA Manual do kit
GEM®-T Easy
Vetor pGEM P
M13R GAGCGGATAACAATTTCACACAGG P Vector Systems
(Promega)
357F CCTACGGGAGGCAGCAG
357R CTGCTGCCTCCCGTAGG Reqito interna do
704F GTAGSGGTGAAATSCGTAGA er?e o RNA 169 L ANE. 1901
704R TCTACGSATTTCACCSCTAC 9 acteriang )
1114F GCAACGAGCGMRACCC
1114R GGGTYKCGCTCGTTGC
T7 TAATACGACTCACTAT Manual do kit
pGEM®-T Easy
SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAA Vetor pGEM Vector Systems

(Promega)
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Cada reagdo continha 1 x tamp@o para a enzimaTaqg polimerase (20 mM Tris HCI pH
8,4; 50 mM KCI), 3 mM de cloreto de magnésio, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada
iniciador e 1,5 U da enzima Platinum®Taq DNA polymerase (Invitrogen/Life /Technologies,
cat. 10966-030). A ciclagem térmica adotada para a amplificacdo do gene-alvo foi realizada no
termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems/Life Technology, Foster
City, CA, USA) e consistiu em uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 30
ciclos de 94 °C por 10 segundos, 50 °C por 20 segundos e 72 °C por 1 minuto. Por fim, foi feita
uma extensdo a 72 °C por 7 minutos.

Uma aliquota de 5 pL dos produtos de PCR foi adicionada a 3 pL de corante de
carregamento contendo 0,1% de SYBR® Green | (Molecular Probes) e submetida a eletroforese

em gel de agarose 1%, conforme descrito acima.
4.3.8.3 Clonagem e sequenciamento

Na clonagem das sequéncias de DNAr 16S produzidas na PCR, foi utilizado o kit
“pGEM®-T Easy Vector Systems” (Promega, Madison, W1, EUA). A clonagem no vetor foi
feita seguindo as instrucdes do fabricante. A biblioteca de sequéncias do DNAr 16S foi feita a
partir de 10 pL do vetor ligado ao produto de PCR e 50 pL de suspensdo de células
competentes de E. coli DH5a. Para a transformagdo, foi feito choque térmico, conforme
descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989). A PCR de colonia para confirmagdo da
presenca dos insertos foi feita usando os iniciadores M13F e M13R (Tabela 3). A reagéo de
amplificacdo foi feita usando o kit da Tag DNA Polimerase (recombinante) da Fermentas
(cédigo EP0402), seguindo as mesmas concentracdes descritas acima para os reagentes do kit
Platinum. Os reagentes foram adicionados a 0,5 pL da cultura de Escherichia coli DH5a com
16 horas de crescimento, obtida a partir da biblioteca de sequéncias. O programa de ciclagem
térmica consistiu em duas etapas: (1) uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos e (2)
25 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 20 segundos, anelamento dos iniciadores a 50 °C por
15 segundos e extensdo a 60 °C por 1 minuto. A reagdo foi feita em um termociclador “Gene
Amp PCR System 9700” (Applied Biosystems/Life Technologies). O resultado desta PCR foi
verificado por eletroforese em gel de agarose 1 %, conforme descrito acima. Os clones de E.
coli DH5a que apresentaram inserto do tamanho esperado foram selecionados para extragdo de
plasmideos usando hidrdlise alcalina (BIRNBOIM; DOLY, 1979). A concentracdo de
plasmideos foi estimada por comparacdo com o marcador de tamanho molecular Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen/Life Technologies) apos eletroforese em gel de agarose. A PCR para
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0 sequenciamento dos fragmentos inseridos nos plasmideos foi feita usando-se o Kit
“DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing” (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Para
a reacdo, foram utilizados 200 ng de DNA plasmidial contendo o inserto, 0,2 pMde iniciador
(T7, SP6, 357F, 357R, 704F, 704R, 1114F, 1114R, Tabela 3), 1 uL de “DYEnamic”, 2 uL de
tampao 2,5 X “Save Money” (200 mM Tris-HCI pH 9,0, 5 mM MgClI,) e agua ultrapura para
volume final de 10 pL. A ciclagem térmica consistiu em 25 ciclos de: 95 °C por 20 segundos,
50 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. Apds a amplificacdo dos fragmentos, realizou-se a
precipitagdo dos mesmos conforme manual de instru¢des do kit “DYEnamic ET Terminator
Cycle Sequencing”. Posteriormente, as reagdes precipitadas foram inseridas no sequenciador
capilar ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems/Life Technology),
pertencente ao laboratério de Biologia Celular e Molecular, do CENA/USP, para o
sequenciamento dos fragmentos de DNA. Os dados gerados pelo sequenciador foram coletados
e processados pelo programa “ABI PRISM® DNA Sequencing — Analysis Software” versao
3.7 (Applied Biosystems/Life Technology).

4.3.8.4 Processamento das leituras e construcdo das arvores filogenéticas

As sequéncias geradas foram processadas para remocdo de bases produzidas com baixa
qualidade (ou seja, indice de qualidade Phred < 20) utilizando o pacote que contém o0s
programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998; EWING et al, 1998;
GORDON;ABAJIAN; GREEN,1998), em sistema operacional GNU/Linux. As sequéncias de
nucleotideo obtidas foram comparadas com outras sequéncias previamente depositadas no
GenBank do NCBI(National Center for Biotechnology Information), utilizando a ferramenta
BLAST(Basic Local Aligment Search Tool)(ALTSCHUL et al., 1990).

Para a construcdo das arvores filogenéticas, as sequéncias de DNAr 16S obtidas neste
estudo e outras selecionadas do GenBank foram alinhadas usando o pacote de programas
MEGA 5.1 (TAMURA et al., 2011) e as extremidades das sequéncias foram ajustadas para que
todas as sequéncias apresentassem o mesmo tamanho. A distancia evolutiva entre as sequéncias
foi estimada utilizando o algoritmo Méaxima Verossimilhan¢a (ML, Maximum Likelihood). O
suporte para 0s nos internos da arvore de distancia evolutiva foi obtido usando reamostragem
com 1000 replicacbes (FELSENSTEIN, 1985).



52

4.4 Sequenciamento do genoma da M. aeruginosa SPC777 na Plataforma SOLID V3

4.4.1 Extragdo de DNA

O DNA gendomicodaM.aeruginosaSPC777 foi extraido a partir de um concentrado de
células proveniente de cerca de 70 mL de culturaem ASM-1 liquido. O protocolo utilizado teve
por base o descrito por Mullenbach, Lagoda e Welter(1989). Apos descongelamento, o
concentrado de células foi transferido a um microtubo Eppendorf esterilizado com capacidade
para 1,5 mL. Foram adicionados 300 pL do tampédo de homogeneizacdo (10 mM Tris ph 8,0,
60 mM NaCl, 10 mM EDTA pH 8,0 e 50 gL™ de sacarose) e 300 pL do tampdo de lise
(300 mM Tris pH 9,0, 10 mM EDTA, 5 % sacarose e 1,25 % dodecil sulfato de sodio). Foram
adicionadas Proteinase K (USB, Cleveland, OH, Estados Unidos) e RNAse (MP Biomedicals,
Santa Ana, CA, EUA), cada uma para uma concentracdo final 0,16 mgmL™. O tubo foi
incubado em bloco aquecedor para microtubos (Eppendorf) a 56 °C com agitacdo a 500 rpm
por 1 hora. Foram adicionados 600 uL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1). O tubo
foi invertido manualmente por cinco a dez minutos, até que a solucéo ficasse completamente
homogeneizada com a amostra, com aparéncia de uma emulsdo. O tubo foi centrifugado por
10 minutos a 15.000 xg e o sobrenadante foi cuidadosamente transferido a um novo tubo, com
auxilio de uma pipeta automatica. Foram adicionados 600 pL de cloroférmio: &lcool isoamilico
(24:1). A amostra foi novamente homogeneizada manualmente através de inversdo do tubo por
cinco a dez minutos e centrifugada por 10 minutos a 15.000 x g. O sobrenadante foi transferido
a um novo tubo e foram adicionados 100 pL de acetato de sédio 3 M pH 4,8 e 500 L de
isopropanol. O tubo foi agitado gentilmente até a visualizacdo de DNA e centrifugado por
2 minutos a 15.000 xg. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e foram adicionados
500 pL de etanol 70 %. O tubo foi centrifugado por 2 minutos a 15000 xg e o sobrenadante foi
descartado. O pélete de DNA foi seco em estufa (Labtrade, Cotia, SP, Brasil) a 37 °C por
15 minutos e entdo diluido em 50 pL de TE (10 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8,0).

A qualidade do DNA obtido foi observada através de eletroforese em gel de agarose
1 %. A quantificacdo observada no gel foi confirmada em fluorébmetro Qubit com o reagente

Quant-iT dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante.
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4.4.2 Amplificagdo do genoma

Devido a necessidade de grande quantidade de DNA (no minimo 20 ug) para iniciar a
biblioteca de DNA pela plataforma SOLID™ 3 Plus, 0 DNA genémico obtido foi amplificado
usando o “GenomiPhi V2 DNA Amplification kit” (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, England), seguindo as especificacbes do fabricante. A reacdo de
amplificacdo foi realizada em termociclador MJ Research PTC -200 (Peltier). O DNA foi
misturado com o tampé&o de amostra, incubado a 95 °C por 3 minutos e o tubo foi resfriado em
gelo logo em seguida (tubo 1). Em outro tubo (tubo 2), no gelo, a enzima Genomiphi™ foi
misturada com o tampao de reacdo. O contetudo dos dois tubos foi entdo misturado e a reacédo
foi levada ao termociclador. O programa de ciclagem térmica consistiu em 30 °C por 90

minutos e aquecimento a 65 °C por 10 minutos. As amostras foram entdo mantidas a 4 °C.

4.4.3 Biblioteca e sequenciamento por SOLiID

Conforme recomendacdo da empresa Applied Biosystems/Life Technologies, 20 pg do
DNA amplificado com o kit da enzima Genomiphi™ foram submetidos ao sequenciamento
pela Plataforma SOLID™ 3 Plus, utilizando biblioteca pareada (mate-paired) consistindo em
dois fragmentos de 50 pb.

As etapas realizadas seguiram o descrito no manual da empresa Applied
Biosystems/Life Technologies (SOLID V3) e estdo esquematizadas na Figura 12.0s reagentes
utilizados foram fornecidos pela mesma empresa, em kit apropriado para a construcdo de
biblioteca gen6mica para sequenciamento pela Plataforma SOLID. Inicialmente, a
fragmentacdo do DNA foi realizada no sistema HydroShear® (Gene Machines), com 20 ciclos,
“speed code” 5, de forma a serem obtidos fragmentos de tamanho entre 1 € 2 kb. O DNA foi
purificado passando por coluna apropriada. Em seguida, as extremidades coesivas resultantes
da quebra mecanica foram removidas por tratamento com duas enzimas de restricdo e
incubacdo a temperatura ambiente por 30 minutos. Desta forma, foi aumentada a chance de
haver uma ligacdo correta dos fragmentos de DNA ao adaptador LMP CAP (etapa descrita a
seguir). Foi feita uma nova purificacdo e os fragmentos de DNA foram ligados ao adaptador
LMP CAP (este adaptador € importante para a etapa de nick-translation, descrita mais adiante),
com incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Este DNA foi novamente purificado e
entdo o tamanho dos fragmentos foi observado a luz ultravioleta(evitando-se exposicao

prolongada para ndo danificar o DNA) apdés eletroforese em gel de agarose de baixo ponto de
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fusdo 1%corado com SYBR® Safe. A porcdo do gel de agarose na faixa do tamanho de
fragmento desejada (1 a 2 kb) foi recortado com bisturi e 0 DNA foi coletado por dissolucéo da
agarose e precipitacdo com isopropanol. Desta forma, todo o excesso de adaptador LMP CAP
que ndo se ligou ao DNA foi descartado. Apo6s a quantificacdo do DNA recuperado, 0s
fragmentos foram circularizados como consequéncia da ligacdo de um adaptador interno de
dupla-fita as suas extremidades. A reacdo de ligagdo ocorreu com incubagdo a temperatura
ambiente por 30 minutos e entdo o DNA foi purificado em coluna apropriada. Como a ligagéo
do adaptador ocorre de maneira aleatoria, recomenda-se que a reacao seja muito diluida, para se
tentar aumentar as chances de que a ligacdo ocorra entre as extremidades da mesma molécula
de DNA, ao invés de dois fragmentos de DNA distintos. Ainda assim, apds esta etapa foi feito
0 isolamento dos fragmentos que efetivamente foram circularizados. Para isso, 0 DNA foi
incubado a 37 °C por 40 minutos com “Plasmid-Safe ™ DNase”, uma enzima que digere todo o
tipo de DNA que néo estiver circularizado. Apos a digestdo, 0 DNA foi novamente purificado e
quantificado como descrito anteriormente. A etapa seguinte, nick-translation, consiste na
extensdo de fragmentos do genoma, neste caso de 50 pb, bidirecionalmente a partir do
adaptador LMP CAP. Este adaptador tem um fosfato 5° a menos em um de seus
oligonucleotideos, o que resulta em um nick em cada filamento quando o DNA ¢ circularizado.
A reacdo é feita com a enzima DNA polimerase | de Escherichia coli. A mistura do DNA
circularizado com a enzima, no devido tampao, foi incubada a 5 °C por 10 minutos. O tempo e
a temperatura de incubacdo séo os fatores determinantes do tamanho do fragmento que sera
estendido. Em seguida, o DNA foi exposto a acdo da enzima T7 exonuclease, com incubacdo a
37 °C por 30 minutos. A enzima foi inativada a 70 °C por 20 minutos e o DNA foi incubado
com a enzima S1 nuclease a 37 °C por 30 minutos. Nesta etapa, a enzima T7 reconhece 0s nicks
dentro do DNA circularizado e, com sua atividade exonuclease 5’ — 3°, digere o filamento que
nédo se ligou, separando-o das tags. Este processo cria uma lacuna na sequéncia, que provoca a
exposicdo de uma regido de fita simples que é mais facilmente reconhecida pela S1 nuclease,
de forma que o DNA da biblioteca genémica seja clivado e separado do molde circularizado.
Em seguida, conforme descrito anteriormente, as extremidades coesivas geradas pela clivagem
foram reparadas por intermédio da acdo de duas enzimas fornecidas pelo kit de biblioteca
genémica do SOLID V3. Os fragmentos de DNA contendo o adaptador interno foram ligados
(pelo adaptador) a pérolas de estreptavidina (Dynabeads® MyOne™ Streptavidin C1) e
lavados em tampao apropriado, para a remocdo de residuos indesejados. Os adaptadores P1 e
P2 (dupla fita) foram ligados as extremidades dos fragmentos de DNA, por intermédio de

incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos com a enzima T4 DNA Ligase. Ap0s
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lavagem para remocdo de residuos indesejados remanescentes da ligacdo, foi feita novamente
nick-translation com a enzima DNA polimerase | a temperatura ambiente por 15 minutos, para
completar as lacunas dos fragmentos de 50 pb. Prosseguiu-se, entdo, com uma amplificacéo-
teste da biblioteca utilizando apenas uma aliquota do DNA com adaptadores, para se observar a
eficiéncia da reacdo, alem de se poder certificar se a quantidade de DNA e reagentes utilizada
seria a mais apropriada. Em seguida, todo o restante da biblioteca foi utilizado para a
amplificacdo final. O produto de amplificacdo foi purificado e observado apos eletroforese em
gel de agarose de baixo ponto de fusdo. Apds a eletroforese, os fragmentos amplificados que
apresentavam tamanho entre 250 e 350 pb foram excisados e removidos do gel utilizando um
tampdo comercial para solubilizacdo do gel, seguindo precipitacdo do DNA com isopropanol.
O DNA recuperado foi quantificado no aparelho NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, Estados Unidos).

Tendo a biblioteca gendbmica pronta, prosseguiu-se com a PCR em emulsdo (ePCR),
primeiramente em escala menor, para uma corrida-teste (WFA, WorkFlow Analysis), e em
seguida com o restante do volume para a corrida definitiva no sequenciador. Para isso, a fase
aquosa e a oleosa foram preparadas separadamente, sempre seguindo as especificacdes da
Applied Biosystems/Life Technologies. Foram adicionadas a emulsdo 800 milhdes de pérolas
“SOLiD™ P1 DNA Beads” e a solugio foi transferida a uma placa de 96 pogos para a reagio
em termociclador. Ap6s a amplificagdo, a emulsao foi quebrada com 2-butanol para purificar as
pérolas, que ficaram na fase oleosa. As pérolas foram entdo lavadas para a remocdo de
2-butanol residual, bem como 6leo e a fase aquosa contendo os reagentes de PCR. Em seguida,
a solucdo foi transferida a um tubo de 50 mL e foi feito um enriquecimento com o objetivo de
isolar as pérolas portadoras dos produtos de PCR completamente estendidos. Tal isolamento é
feito por hibridizacdo com a sequéncia do iniciador P2. Assim, tanto as pérolas monoclonais
quanto as policlonais foram enriquecidas. Ao final, a extremidade 3’ das pérolas com o P2
enriquecido foram estendidas com por Transferase Terminal, usando um produto apropriado
(“Bead Linker”).

Ao se programar o sequenciador, 0 genoma referéncia indicado para o sequenciamento
da linhagem Microcystis aeruginosa SPC777 foi o de M. aeruginosa NIES-843 (RefSeq
NC_010296.1).
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Figura 12— Fluxograma das etapas de construcdo de biblioteca pareada 2 x 50 pb para
sequenciamento por SOLID 3 Plus
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4.4.4 Aquisicdo e processamento das leituras obtidas apds o sequenciamento

Ap0s o sequenciamento, foram gerados pelo programa BioScopegréaficos de avaliacao
dos dados da cobertura gendémica em relacdo ao genoma de referéncia Microcystis aeruginosa
NIES-843e do tamanho de inserto da biblioteca pareada. Além disso, foi calculado o nimero de
leituras obtidas (dados brutos), somando os valores obtidos para as duas tags. Com esse

numero, foi calculada a cobertura gendmica esperada, utilizando a formula:

Nimero total de leituras x tamanho da leitura (em pb)

Tamanho esperado do genoma (em pb)

Em seguida, foi aplicado filtro de qualidade sobre as leituras obtidas e os erros de
sequenciamento foram corrigidos, antes de se prosseguir com a montagem do genoma. Dessa
forma, somente as leituras de qualidade confiavel foram usadas para as etapas subsequentes.

Primeiramente, as sequéncias foram filtradas. Seguindo pardmetros rotineiramente
utilizados em analises de sequéncias, foram removidas todas as leituras que apresentaram valor
de qualidade Phred abaixo de 20. O nUmero de leituras restantes foi usado para um novo
calculo da cobertura gendmica esperada.

Foi realizada, entdo, a corregdo dos erros de sequenciamento, utilizando o programa
SAET (SOLID ™ Accuracy Enhancement Tool, Applied Biosystems/Life Technologies, 2011).

A partir desta etapa, foram realizados diversos testes, com dois objetivos principais: (1) a
montagem do genoma de M. aeruginosa SPC777 e (2) a deteccdo dos genes envolvidos na
sintese de microcistina e saxitoxina.

4.5 Montagem do genoma deMicrocystis aeruginosa SPC777
4.5.1 Montagem por referéncia

Os testes de montagem por referéncia foram feitos usando o programa CLC Genomics
Workbench, do pacote CLC Bio Workbench 4.0.2 (CLC bio, Aarhus, Dinamarca). Para uma
estimativa do genoma completo e deteccdo dos genes envolvidos na biossintese da
microcistina, foi feito um teste de montagem por referéncia pelo alinhamento entre as

sequéncias curtas obtidas para a linhagem SPC777 e o genoma completo de M.
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aeruginosaNIES-843, encontrado na ferramenta virtual RefSeq, sob o codigo de acesso
PRJINA59101, ID 59101. Para a deteccdo dos genes envolvidos na biossintese da saxitoxina, foi
testado o alinhamento da sequéncia do agrupamento génico sxt de Cylindrospermopsis
raciborskii T3 (acesso no NCBI: DQ787200.1) com as leituras do genoma de M. aeruginosa
SPC777.

4.5.2 Montagem ab initio

Para a montagem ab initio das leituras, foram empregadas duas abordagens
frequentemente usadas apds sequenciamento usando a plataforma SOLID: Velvet (ZERBINO;
BIRNEY, 2008) e Edena (HERNANDEZ et al, 2008). Além disso, foi utilizado também o
pipeline da Applied Biosystems/Life Technologies.

4.5.2.1 Montagem utilizando Velvet

Para 0 uso do programa Velvet, foram testados diferentes valores dos parametros k-mer
(tamanho dos fragmentos das leituras),coverage cutoff(valor minimo de cobertura) e expected
coverage (cobertura esperada), sendo os dois primeiros utilizados para a construcao do grafo de
k-mer e cobertura minima para geracdo de cada contig, respectivamente. Inicialmente, foram
realizadas rodadas sem pardmetros para selecionar a faixa de variacdo de k-mer, cov_cut
(coverage cutoff) e exp_cov (expected coverage) que gerariam o melhor resultado. O conjunto
de parametros que gerou contigs mais longos e em menor quantidade foi adotado para a
montagem do genoma.

Os valores de k-mer testados foram entre 27 e 33 nucleotideos. Para coverage cutoff,
foram testados 11, 13 e 15. E os valores de cobertura esperada variaram de 30 a 190 (variando
de 20 em 20).

4.5.2.2 Montagem utilizando Edena

No Edena, foram testadas variacbes de MinOverlap (tamanho minimo de sobreposicéo
entre as leituras), utilizado para a construcdo do grafo de sobreposicdo, e OverlapCutoff

(quantidade minima de sobreposicdes), que esta diretamente ligado ao valor de cobertura
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obtido no sequenciamento.Foram realizadas rodadas com variacbes de ambos os parametros
nas faixas de 27-33. O conjunto de parametros que gerou melhor resultado foi adotado para

anélises posteriores.

4.5.2.3 Montagem utilizando o pipeline da Applied Biosystems/Life Technologies

Para a montagem por este pipeline, dentre outros programas, € utilizado o Velvet.
Portanto, selecionou-se apenas o valor de k-mer que gerou melhor resultado nos testes com o

Velvet e os outros parametros foram colocados em modo padrao.

4.5.3 Alinhamento dos contigs gerados por montagem ab initio contra um genoma de

referéncia

Para possibilitar a geracdo de um scaffold preliminar, a melhor montagem do programa
Edena e a montagem realizada pelo pipeline da Applied Biosystems/Life Technologies foram
selecionadas para gerar um Unico arquivo multifasta. Estas duas estratégias foram as escolhidas
por geralmente ocorrer complementariedade entre os resultados de montagem por Edena e
Velvet.Para o alinhamento, foi utilizado o programa CLC Genomics Workbench. Assim como
descrito anteriormente, o genoma de M. aeruginosa NIES-843 (acesso PRINA59101, ID
59101) foi usado como referéncia para o alinhamento do genoma completo e do agrupamento
génico de microcistina, enquanto o agrupamento génico sxt de C. raciborskii T3 (DQ787200.1)
foi usado como referéncia na tentativa de se encontrar os genes de saxitoxina na linhagem
estudada.

Apds o alinhamento, as regides de lacuna em relacdo ao genoma-referéncia (bases
marcadas com a letra “N”’)foram removidas para se verificar a cobertura genémica do scaffold

de M. aeruginosa SPC777 em relacdo ao genoma de referéncia de M. aeruginosa NIES-843.

4.6 Andlises por Blast

Para se identificar o gene que codifica para o RNAr 16S e verificar a homologia entre o
scaffold (“arcabouco”) do genoma da linhagem SPC777 e outras sequéncias de Microcystis

aeruginosa encontradas no banco de dados de nucleotideos do NCBI, foi feito alinhamento por
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BlastN dos contigs gerados pelo pipeline da Applied Biosystems/Life Technologies. Os
resultados de BlastN foram verificados no programa G4ALL (http://g4all.sourceforge.net/).

Além disso, foi utilizada a ferramenta BlastX para estes mesmos contigs, para identificar,
comparando com o banco de dados do NCBI, os produtos génicos existentes na linhagem
estudada, inclusive os agrupamentos génicos da microcistina e da saxitoxina.

O programa CLC Genomics Workbench foi utilizado para testes adicionais, visando a
ajudar na localizacdo do agrupamento génico da saxitoxina no genoma de M. aeruginosa
SPC777. Assim, as sequéncias obtidas previamente pela tecnologia de sequenciamento Sanger
foram alinhadas contra as leituras (dados brutos do sequenciamento) e os contigs gerados.
Foram também alinhadas contra 0 genoma de M. aeruginosa NIES-843 para verificar se foi
amplificada alguma regido conservada existente no genoma de linhagens do género

Microcystis.

4.7 ldentificacdo de plasmideos

Para a identificacdo de plasmideos, os dados brutos gerados no sequenciamento e 0s
contigs gerados na montagem ab initio foram alinhados contra as sequéncias dos plasmideos de
Microcystis aeruginosapMAL (acesso no NCBI: NC_002060) e pMa025 (acesso no NCBI:
NC_004984.1).Além disso, os resultados de BlastN e BlastX foram analisados.

4.8 Caracterizagdo do agrupamento génico da microcistina

4.8.1 Selecédo e montagem dos contigs de interesse

Apdés andlise do resultado de BlastX, os contigs que apresentavam fragmentos do
agrupamento génico da microcistina e os genes flanqueadores dnaN e umal foram
selecionados. Foi feita nova montagem somente desses contigs, usando Velvet, de forma a
gerar uma sequéncia consenso para o0 agrupamento génico mcy. Os limites deste agrupamento
génico foram definidos por alinhamento de sequéncias dos genes umal e dnaN no programa
MEGA 5.1 (TAMURA et al., 2011). Os nucleotideos que se encontravam ao lado 5’ do inicio
do gene umal ¢ ao lado 3’ da sequéncia de dnaN foram descartados. A grande maioria das
lacunas remanescentes foi preenchida no programa CLC Bio, por intermédio de alinhamentos

recursivos das leituras contra a sequéncia consenso mcy. As lacunas que permaneceram no
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meio de regides codificantes foram elucidadas por intermédio de PCR e sequenciamento pela
tecnologia Sanger,conforme descrito a seguir.

4.8.2 Preenchimento de lacunas dentro do agrupamento génico mcy

Para a obtencdo da sequéncia completa do gene mcyC, os nucleotideos do proprio
agrupamento génico mcyda linhagem SPC777 foram utilizados como base para o desenho de
iniciadores (Tabela 4). Os iniciadores foram desenhados de forma a gerar sobreposicao de pelo
menos 40 nucleotideos com a sequéncia obtida a partir dos contigs do sequenciamento por
SOLID. A possibilidade de formacéo de estruturas secundarias, tais como algas e dimeros, foi
avaliada pela ferramenta virtual NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/), sendo
escolhidos aqueles iniciadores que apresentassem temperatura de anelamento semelhante e

menor probabilidade de formacao de estruturas secundarias.

Tabela 4 — Iniciadores desenhados para a elucidagdo das lacunas na sequéncia do gene
mcyC em M. aeruginosa SPC777

. Tamanho de
Primer Sequéncia (5°-3") Posicdo de an_elamento na sequéncia
sequéncia-alvo*
esperado (ph)
mcyC-F1b GGAATAAACAACTGCGAG Nucleotideos 967 a 984 165
mcyC-R1b TGAGAGACATAGATGAGCAGTA Nucleotideos 1110 a 1131
mcyC-F2b TCTGACAACATCACAAAGGCA Nucleotideos 2187 a 2207 974
mcyC-R2b ACTTCGGGTTCAACGGGA Nucleotideos 3140 a 3157
mcyC-F3b CGTCCTCCTCTGTAAGTATCCA Nucleotideos 1533 a 1554 671
mcyC-R3b TTTGTGATGTTGTCAGATTTTC Nucleotideos 2182 a 2203

* Sequéncia de nucleotideos do agrupamento génico mcy.

Para a PCR, foram utilizados 1x tampé&o para a Taq polimerase, 3 mM de cloreto de
magnésio, 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de cada iniciador e 1,5 unidade da enzima
Platinum®Taq DNA polymerase (Invitrogen/Life Technologies, cat. 10966-030). O programa
de ciclagem térmica utilizado para cada par de iniciadores, realizado em termociclador

GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems/Life Technologies),é descrito naTabela 5.



62

Tabela 5— Programas de PCR empregados para a elucidacdo de lacunas no agrupamento
génico da microcistina

] . Desnaturagéo ) L L
Conjunto de iniciadores nicial Ciclos Extenséo final
inicia

95 °C por 5 35 ciclos de 94 °C por 20 segundos, 52 °C

mcyC-F1b + mcyC-R1b ] 72 °C por 10 minutos
minutos por 20 segundos e 72 °C por 30 segundos
mcyC-F2b + mcyC-R2b 95 °C por 5 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 62 °C ]
] _ 72 °C por 10 minutos
mcyC-F3b + mcyC-R3b minutos por 30 segundos e 72 °C por 1 minuto

Os produtos de PCR foram ligados ao plasmideo pGEM (“pGEM®-T Easy Vector
Systems”, Promega) e as etapas de clonagem e sequenciamento seguiram o sugerido pelo
fabricante, conforme descrito no item 4.4.3.

Para a elucidacdo das lacunas, as sequéncias obtidas foram alinhadas aquela previamente
obtida para o agrupamento génico da microcistina utilizando o programa MEGA 5.1
(TAMURA et al., 2011), para a confirmacdo de que as regides desejadas haviam sido de fato

amplificadas.

4.8.3 Anotacdo automatica e curadoria manual do agrupamento génico da microcistina

De posse da sequéncia completa do agrupamento génico da microcistina, procedeu-se a
anotacdo do mesmo.

Primeiramente, foi feita anotagdo automatica por intermédio da ferramenta online RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology, AZIZ et al., 2008). Esta ferramenta possibilita
a identificagcdo de genes de RNAr, RNAt e os codificadores de proteinas e atribui fungdes aos
genes, entre outros atributos.

Em seguida, o arquivo em formato “.embl” resultante da anotacdo pelo RAST foi
analisado no programa Artemis (RUTHERFORD et al., 2000). A curadoria manual dos genes
mcy e flanqueadores encontrados foi realizada porintermédio de analise das sequéncias
codificantes (CDSs) inferidas por RAST. Essa anélise consistiu na verificacdo de que as CDSs
tivessem inicio com uma metionina, além dacomparacdo de similaridade e posicdo de inicio e
término da sequéncia de aminoacidos de cada CDS em relacdo a outras sequéncias do banco de

proteinas do NCBI, usando BlastX.
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4.8.4 Analise de similaridade e construcdo de arvores filogenéticas

Uma vez que se obteve a sequéncia completa de cada gene que compde o agrupamento
génico da microcistina em M. aeruginosa SPC777, estes puderam ser comparados com outros
genes mcy depositados no NCBI. Além disso, a sequéncia do agrupamento génico como um
todo foi comparada com as outras sequéncias completas ja conhecidas.

O alinhamento das sequéncias e a construcdo das arvores filogenéticas foram feitos

conforme descrito no item 4.3.8.4.

4.9 Amplificacdo por PCR e sequenciamento de genes sxt

4.9.1 Desenho de iniciadores

Para a deteccdo de fragmentos dos genes sxtA, sxtG, sxtH e sxtl, sequéncias de
nucleotideos de diferentes linhagens de cianobactérias (Tabela 6) foram recuperadas do
GenBank e alinhadas utilizando as ferramentas BioEdit (HALL, 1999) e Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

Tabela 6— Sequéncias utilizadas para o desenho de iniciadores especificos para genes sxt

. . Tamanho da A
Nuamero de acesso no NCBI Organismo sequéncia (pb) Referéncia
Gene sxtA
NZ_ACYB01000035 Raphidiopsis brookii D9 3738 (completa) ST;IJC£<0I51I(\)| et

Lyngbya wollei str. .

EU629174 carmichael/Alabama 1054 (parcial)

EU629175 Apha”'zom,\el’;‘ig flos-aquae 455 (narcial)
Anabaena circinalis .

EU629176 AWQCI150E 708 (parcial) Kellman et al.,
Anabaena circinalis . 2008a

EU629177 AWQC118C 1536 (parcial)
Anabaena circinalis .

EU629179 AWQC131C 1242 (parcial)

EU629178 Cylindrospermopsis 1281 (parcial)

raciborskii T3

continua
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continuacao

Gene sxtG
EU629190 A“agssg%‘fg‘i@a“s 719 (parcial)
EU629188 A”agssg%‘f;gi;a”s 705 (parcial)
EU629187 A”a/l_)\f‘,\‘jgaccliggga'is 706 (parcial)
EU629186 A“aAbS\‘j”Qac‘ngiga“s 709 (parcial)
EU629183 A“agssg%‘figiga“s 706 (parcial)
e CIINGTOSON 1124 gty <liman etal,
EU629181 Apha”izoml\elﬁg flos-aquae 414/ completa)
EU629180 céyrrrﬁkéﬁievlv/ﬂ'lzi)iﬁa 1134 (completa)
EU629189 A”""Xf;\‘j”Q"*C%iggiXa' Is 709 (parcial)
EU629185 A”agssg%iiggﬂa' Is 709 (parcial)
EU629184 A”aXSS”Q""nggﬂa' s 703 (parcial)
ACYB01000035 Raphidiopsis brookii D9 1134 (completa) ~ >tucken etal,

2010

Gene sxtH

NZ_ACYB01000035

Raphidiopsis brookii D9

1005 (completa)

Stucken et al.,

2010
EU629199 A”azf‘/\‘jgaccliggga”s 706 (parcial)

EU629198 A”aﬁssg"c‘f;gi;'\a“s 860 (parcial)

EU629197 A”a/li{‘,sg"‘c‘f{;iga'is 841 (parcial)

EU629195 A”a/t_’\s\‘j”QaC‘fgzi(’ga”s 750 (parcial)

EU629194 Anaz{a}anez:(iig(lzigal Is 1020 (completa) Ke"?oa(?SZt al.,
EU629193 Cy'rgggfgiﬂnﬁgs's 1005 (completa)

EU629192 Aphamzomﬁ';"’_’; flos-aquae 454 (completa)

EU629191 Lyngbya otle Str. 1029 (completa)

EU629196 Anabaena circinalis 811 (parcial)

AWQC323A

continua
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conclusao
Gene sxtl
EUA439556 Cy';ggg%igﬁ::“ﬁgs's 1839 (completa)
EU439560 A”aAb\",*\‘;'g%‘f{giga'is 1571 (parcial)
EU439557 A”f@&géiigiga"s 1839 (completa)
EU439561 Ani)\jl\(;g%iiézigalis 1541 (parcial) Kellman et al.,
EU439563 A”a/f\’\j‘\‘jgac‘fggiga"s 1538 (parcial) 2008a
EU439564 A”;b\j‘\‘;gaciiggixa"s 1542 (parcial)
EU439559 Apha”izomlﬁﬂl‘_’g flos-aquae 159 completa)
EU439558 Lyngbya wollei str. 1071 (completa)

Carmichael/Alabama

Uma sequéncia consenso foi gerada e usada como base para a sugestdo de iniciadores
pela ferramenta virtual Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000). As sequéncias de iniciadores
sugeridas foram testadas em NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/) em relagdo

a formacdo de estruturas secundarias (alcas e dimeros), presenca de sequéncias palindrémicas e

nucleotideos repetidosconsecutivamente. A especificidade dos iniciadores escolhidos (Tabela

7)foi testada usando a ferramenta BLAST no banco de dados de nucleotideos do NCBI e o

tamanho esperado para cada produto de amplificacdo foi estimado pelo alinhamento (em

Clustal W) dos iniciadores com a sequéncia consenso.
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Tabela 7 - Oligonucleotideos iniciadores
envolvidos na biossintese de saxitoxinas

utilizados para a amplificagdo dos genes

Primer Sequéncia (5° -3’ Fragmento-alvo Referéncia
SXtA-F GGACTCGGCTTGTTGCTTC o Este trabalho
Gene sxtA, sequéncia .
rcial da AONS (publicado em
SXtA-R CCAGACAGCACGCTTCATAA parcial da Hoff-Rissetti,
(201 pb) 2012)
SXTAF-SL CTCCTCTTCGGTATTGGCGG G tA (3600 pb Soto-Liebeet al.,
SXTAR-SL GCGGTTCCCGTTATTCTTGC ene SxtA (3600 pb) 2010
sxtB-F TTTGTAGGRCAGGCACTT . .
xtB-R ATCATCGGTATCATCGGTAG Gene sxtB (~400 pb)  Hoff-Risseti, 2012
SXTDcontF-SL ATACCTCCAGAGCGAGGACA ORF1 (upstream ao Soto-Liebeet al.,
SXTDR-SL ATGGAAGGGAGAGCGAATTT gene sxtD) (853 pb) 2010
sxtG-F CAGATCGCAACCGCTATT
SIG-R CAACCAAAATGTCCCAGC Gene sxtG (446pb) Este trabalho
sxtH-F CTATCATTGCCAGGARCG
sxtH-R TGTCTTCATCAATCGGTGT Gene sxtH (431 pb) Este trabalho
OCT-F TGCCGTTTTGTGCTTAGATG Este trabalho
Gene sl (publicado em
OCT-R GGACGGAAGGACTCACGATA (923 pb) Hoff-Hisseti, 2012)
Sxtl-F GCTTACTACCACGATAGTGCTGCCG Gene sxtl (1669 pb Kellmann; Mihali;
Sxtl1-R GGTTCGCCGCGGACATTAAA X ( P ) Neilan, 2008b
SXTNF-SL CTGCTAGTTTGCGGCTGGTG Gene sxtN (1045 pb Soto-Liebeet al.,
SXTNR-SL CCCCCTCTGAACGGTTACGA ( P ) 2010
SXTOF-SL TCCTGACTCCGCAAAGAGTT Sequéncia de
insercdo 1S4 Soto-Liebeet al.,
SXTOcontR-SL CGGGGTTGGATATGTTTTTG (upstream ao gene 2010
sxtO) (1240 ph)
SXTVF-SL CCTGCTACAACTTTAATACT Soto-Liebeet al.,
SXTVR-SL AGCTTAGTAAAGAACAACT Gene sxtV (1829 pb) 2010
SXTWF-SL ACTTAGGTAAAGCGGCTTTG Soto-Liebeet al.,
SXTWR-SL GCGCTACACCACCAGTATTA Gene sxtW (430 pb) 2010
SXTXF-SL AAAAAGTGCAAGTTAAGAGG Gene sxtX (921 pb) Soto-Liebeet al.,
SXTXR-SL TAAAACACGGGGACTACATC P 2010

Nota: Os iniciadores descritos por Soto-Liebe et al. (2010) tiveram seu nome modificado nesta tese, com
a adigdo de “-SL” apds o nome original.
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4.9.2 Amplificagdo e sequenciamento de fragmentos dos genes sxtA, sxtB, sxtG, sxtH e

sxtl

Na amplificagdo de parte dos genes sxtA, sxtB, sxtG, sxtH e sxtl, foram utilizados,
respectivamente, o0s iniciadores: sxtA-F e sxtA-R; sxtB-F e sxtB-R; sxtG-F e sxtG-R; sxtH-F e
sxtH-R; e OCT-F e OCT-R(Tabela 7). Além disso, foram também feitos testes de amplificacéo
usando os iniciadores da Tabela 7descritos em literatura para a deteccao de genes sxt.

Em todos os casos, foram usados cerca de 30 ng de DNA, 0,4 uMde cada iniciador, 0,2
mM de cada dNTP, 3 mM MgCl,, 1x tampéo de PCR, 1,5 U de Taq DNA Polimerase Platinum
(Invitrogen/Life Technologies) e agua para um volume final de 25 pL. Como controle positivo
de amplificacdo, e também para verificar a especificidade dos iniciadores desenhados, foi
utilizado DNA da linhagem C. raciborskii T3, que foi a primeira linhagem de cianobactéria a
ter o agrupamento génico sxt descrito (KELLMANN et al., 2008a).

O programa de ciclagem térmica empregado para cada conjunto de iniciadores encontra-

se descrito na Tabela 8.



Tabela 8 — Programas de PCR empregados para a deteccao de genes sxt

Conjunto de iniciadores

Desnhaturacdo inicial

Ciclos

Extensao final

SXtA-F + sxtA-R

94°C por 5 minutos

35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos
e 72°C por 30 segundos

72°C por 7 minutos

sxtB-F + sxtB-R

94 °C por 3 minutos

35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 53 °C por 1 minuto e
72 °C por 2 minutos

72 °C por 7 minutos

sxtG-F + sxtG-R

a 95 °C por 5 minutos

35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 62 °C por 30 segundos
e 72°C por 45 segundos

72°C por 10 minutos

sxtH-F + sxtH-R

95 °C por 5 minutos

35 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos
e 72°C por 45 segundos

72°C por 20 minutos

OCT-F + OCT-R

94 °C por 5 minutos

35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 61 °C por 1 minuto e
72 °C por 90 segundos

72 °C por 7 minutos

Sxtl-F + Sxt1-R

94.°C por 3 minutos

30 ciclos de 94 °C por 10 segundos, 57 °C por 20 segundos

e 72°C por 1 minuto

72°C por 7 minutos

SXtAF-SL + sxtAR-SL
SXtNF-SL + sxtNR-SL
sxtXF-SL + sxtXR-SL
SXtWF-SL + sxtWR-SL
sxtVF-SL + sxtVR-SL
sxtDcontF-SL + sxtDR-SL
sxtOF-SL + sxtOcontR-SL

99 °C por 1 minuto

30 ciclos de 94 °C por 15 segundos, 53 °C por 1 minuto e
72°C por 90 segundos

72°C por 7 minutos
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Além do descrito na tabela acima, para os iniciadores descritos por Soto-Liebe et al.
(2010) foram também testadas as temperaturas 51 °C e 55 °C para o anelamento dos
oligonucleotideos.

Para 0s casos de resultado positivo de amplificacéo, as etapas de clonagem, extragédo de
plasmideos, sequenciamento e construcdo de arvores filogenéticas foram realizadas conforme

descrito anteriormente (itens 4.3.8.3e 4.3.8.4).

4.9.3 Extensao dos fragmentos de genes sxt pela técnica “pan-handle”

Esta etapa do projeto foi realizada na Universidade de Western Sydney (UWS) em
Sydney (NSW, Austrdlia) sob a co-orientacdo da Dra. Michelle C. Moffitt, com colaboracéo
do Dr. Brett A. Neilan (Universidade de New South Wales — UNSW). A técnica “pan-handle”
consistiu no desenho e uso de oligonucleotideos usando como base as extremidades de
fragmentos génicos ja conhecidos, para que se pudesse obter a sequéncia completa do gene de

interesse, estendendo-a até os genes adjacentes.

4.9.3.1 Desenho de iniciadores

Os novos iniciadores (Tabela 9) foram desenhados com base nas extremidades dos
fragmentos génicos sxt previamente obtidos por sequenciamento Sanger, de forma que o
iniciador senso localizava-se sempre proximo a extremidade 3’ e o anti-senso, proximo a 5’.

Para cada sequéncia, procedeu-se da seguinte forma: foi escolhida uma regido situada
a extremidade 3’, pelo menos 40 nucleotideos antes do final da sequéncia. Foram observadas
regides nas quais ndo havia muita repeticdo de nucleotideos proximos. Foram escolhidos 18 a
25 nucleotideos consecutivos e avaliados in silico usando a ferramenta online
NetPrimer. Com esta ferramenta,foi avaliada a qualidade do iniciador desenhado, estimativa
da temperatura de melting(Tm) e possibilidade de formacdo de estruturas secundarias e
dimeros. Com base nos resultados desta anélise, as melhores possibilidades de sequéncias
foram escolhidas para uso como iniciadores. Além do NetPrimer, a ferramenta
OligoAnalyzer, da IDT (Integrated DNA Technologies,
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) foi utilizada para uma segunda
confirmacdo da qualidade dos iniciadores a serem sintetizados. O mesmo procedimento foi

feito com a extremidade 5’ da sequéncia de cada gene.
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Tabela 9— Iniciadores desenhados para a técnica de “pan-handle”

™ Gene- Nucleotideos

Iniciador Sequéncia (5°-3”) Sentido (°C)** alvo para .
sobreposicao
ECsxtA-F1 AACTGGGAATAATGGTGTCA Senso 52,46 SXtA 71
ECsxtA-R1 TGTCCAAACTTTTAGGCGTA Anti-senso 53,87 SXtA 71
ECsxtB-F1 CATTTATGGTGGCGGATTG Senso 56,99 SxtB 76
ECsxtB-R1 CAAATGGCTCGGGTAGAA Anti-senso 53,98 SxtB 91
ECsxtG-F1 TGAAGTCATACTGTGCGTCG Senso 54,92 sxtG 99
ECsxtG-R1 CGGACAATGCGATTCAATAA Anti-senso 57,1 sxtG 141
ECsxtH-F1 CAAAGATGGCATTAGCATAGGT Senso 56,83 sxtH 182
ECsxtH-R1 GTATGGGTGTGCTTAGGTGA Anti-senso 53,04 sxtH 48
ECsxtl-F1 CGAATCTTTCCGTCCCTT Senso 54,7 sxtl 278
ECsxtl-R1 CTTATCTCGCCTACGCACC Anti-senso 55,86 sxtl 157

Legenda: *Nucleotideos na extremidade da sequéncia, que formardo sobreposi¢éo na montagem dos novos contigs para a

extensdo da sequéncia de cada gene.

**Tm = temperatura de melting, conforme estimado pelo NetPrimer.

4.9.3.2 Testes de amplificacdo

Cada tubo de PCR continha os seguintes produtos (Bioline, Alexandria, NSW,
Austrélia): 1x tampdo para a Taqg, 1,25 mM cloreto de magnésio, 1 uM dNTPs, 0,4 uM de
cada iniciador (IDT Technologies), 1 U de Tag DNA polimerase. Cerca de 20 a 30 ng de
DNA eram adicionados (exceto nos tubos usados como controle negativo). O volume foi
completado para 25 uL com agua ultrapura(Milli-Q) previamente autoclavada. Foram sempre
utilizados quatro iniciadores por reacdo, sendo dois para cada gene-alvo. Todas as
possibilidades foram testadas e os testes de amplificacdo visaram a otimizacdo do protocolo
de PCR para cada possibilidade.

O primeiro teste de amplificacdo foi feito utilizando os iniciadores para 0 gene SxtA
em combinacdo com os demais. O programa de ciclagem térmica teve inicio com uma
desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 30
segundos, anelamento dos iniciadores por 30 segundos em diferentes temperaturas e extensao
a 72 °C por 4 minutos. Apos os 35 ciclos, foi feita uma extenséo final a 72 °C por 10 minutos.
As temperaturas de anelamento testadas foram escolhidas com base nos valores de Tm

gerados pelo programa NetPrimer, além da estimativa de 2 °C para cada T ou A e 3 °C para
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cada G ou C na sequéncia dos iniciadores. Foram testados, em programa de PCR com
gradiente de temperaturas: 40,0 °C, 43,8 °C, 47,3 °C, 52,1 °C, 55,9 °C, 58,1 °C € 60,0 °C.

Os outros testes de amplificacdo foram feitos para os genessxtB, sxtG, sxtH e sxtl em
combinacdo com as possibilidades restantes, seguindo as mesmas concentracdes de reagentes
descritas acima para o teste com os iniciadores para o0 gene sxtA. O programa de ciclagem
térmica também foi similar ao descrito acima, com a diferenca das temperaturas de
anelamento testadas, a saber: 40,0 °C, 45,5 °C, 51,9 °C e 55 °C.

Em todos os testes, um controle positivo de amplificacdo foi feito nas temperaturas de
anelamento mais baixa e mais alta. Este controle consistiu em tubos contendo o DNA
utilizado e iniciadores genéricos para 0 gene que codifica para a subunidade menor do RNAr
cianobacteriano (27F1 e 1494Rc,Tabela 3), seguindo as mesmas concentracdes de reagentes
descritas acima.

A otimizacdo das condicBes de amplificacdo também foi composta por testes de PCR
“touch-down”, ou seja, a cada ciclo, a temperatura de anelamento dos iniciadores diminuia.
Os iniciadores utilizados para este teste foram os desenhados para 0 gene sxtA em conjunto
com aqueles para 0 gene sxB e para 0 gene sxtBem conjunto com 0s iniciadores para o gene
sxtG. A concentracdo dos reagentes utilizados permaneceu a mesma, com exce¢do da
diminuicdo na concentracdo de cloreto de magnésio (1 mM por reacdo) e um aumento na
quantidade de Tag DNA polimerase (1,2 unidades por reagdo). O programa de ciclagem
térmica consistiu em uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 7 ciclos de
“touch-down”: desnaturacdo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 45-40 °C por 1 minuto
(diminuindo 0,7 °C por ciclo) e extensdo a 72 °C por 4,5 minutos. Em seguida, foram feitos
30 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 40 °C por 1 minuto e extenséo a
72 °C por 4,5 minutos. O programa de ciclagem térmica terminou com uma extensdo a 72 °C
por 20 minutos. Tais condicdes de amplificacdo foram escolhidas com o objetivo de se
diminuir a estringéncia da reacdo, de forma que algum produto de PCR pudesse ser
visualizado.

Para se obter uma maior quantidade de DNA que pudesse ser sequenciada, 0s produtos
desta PCR foram re-amplificados utilizando a mesma concentracdo dos reagentes adotada
para a primeira PCR. O programa de ciclagem térmica teve inicio com uma desnaturacdo a
95 °C por 5 minutos, seguindo 35 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 40 °C por 1 minuto e 72 °C

por 2 minutos. Em seguida, foi feita uma extenséo final a 72 °C por 20 minutos.
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O resultado de todas as PCRs foi observado por eletroforese em gel de agarose 1 %
corado com solucdo de brometo de etidio. O tamanho e a concentracdo dos sinais de
amplificacdo obtidos foram estimados por comparacdo com o marcador molecular 2-logDNA
ladder (New England Biolabs, Arundel, Queensland, Australia). Os géis corados foram

visualizados em transiluminador por intermédio do programa “Quantity One” (Bio-Rad).

4.9.3.3 Testes de amplificacdo para a confirmacéo da presenca dos fragmentos génicos

previamente obtidos

Além das PCRs realizadas para a técnica “pan-handle”, foram feitos testes de
amplificacdo do gene sxtl utilizando os mesmos iniciadores empregados no Brasil
(Sxt1l-F/Sxtl-R e OCT-F/OCR-R,Tabela 7), com o objetivo de confirmar que este gene ainda
estaria presente no genoma do inéculo levado ao exterior.Na maioria dos casos, amplificacdo
com os iniciadores 27F1 e 1494Rc, para a deteccdo do gene que codifica para o RNAr 16S,
foi realizada concomitantemente como controle positivo de amplificagdo. Outro controle
positivo de amplificacdo para os genes sxt foi feito com o DNA da cianobactéria filamentosa
C. raciborskii T3.

Para a primeira PCR com os iniciadores Sxtl-F/Sxtl-R, cada reagdo continha
1 x tampéo para a Taq, 2,5 mM cloreto de magnesio, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 uM de cada
iniciador, 1,5 U de Tag DNA polimerase (Bioline). Cerca de 30 ng de DNA foram
adicionados (exceto nos tubos usados como controle negativo). O volume foi completado para
25 uL com agua ultrapura(Milli-Q) previamente autoclavada. Testes adicionais envolveram:
diferentes concentragdes de DNA (15, 45 e 60 nQ); reducdo da concentracdo de cloreto de
magnésio (2 mM); adicdo de BSA 1 x (albumina de soro bovino); e 0 uso de DNA
proveniente de diferentes indculos da mesma cianobactéria (de forma a evitar a possibilidade
de um resultado negativo por uma eventual selecdo para células que por algum motivo
tivessem perdido genes sxt).

O programa de ciclagem térmica utilizado primeiramente consistiu em: desnaturacdo
inicial a 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 10 segundos, anelamento
a 55 °C por 20 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto; extensdo final a 72 °C por

7 minutos.
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Apos a primeira PCR, o mesmo programa de PCR foi repetido, desta vez testando
diferentes temperaturaspara o anelamento dos iniciadores, a saber: 50,0 °C, 51 °C, 52,9 °C,
53,7 °C, 54,7 °C, 56,1 °C, 57,1 °C, 58,0 °C, 59,0 °C, 60,0 °C e 61,0 °C. O resultado foi
verificado por eletroforese em gel de agarose 1 % corado com solucéo de brometo de etidio.

Com relagéo aos iniciadores OCT-F/OCT-R, a PCR foi feita utilizando os mesmos
reagentes e concentracdes descritos para a PCR com os iniciadores Sxtl-F/Sxtl-R. A
quantidade de DNA testada variou de 15 a 45 ng e o programa de ciclagem térmica consistiu
em: desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 61 °C por

1 minuto e 72 °C por 90 segundos; extenséo final a 72 °C por 7 minutos.

4.10 Analises quimicasde microcistinas e saxitoxinas

4.10.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As andlises utilizando HPLC consistiram na avaliacdo da produgdo exclusivamente de
saxitoxinas pela cianobactéria M. aeruginosa SPC777. Este procedimento foi realizado na
Universidade de New South Wales (UNSW), sob a superviséo do Dr. Brett A. Neilan.

4.10.1.1 Cultivo

O cultivo de M. aeruginosa SPC777 foi realizado nos meios de cultura ASM-1,
JM (Jaworski) e BG-11 (Anexo 1). A cultura foi mantida em camara de cultivo a 25 +1 °C por
14 dias, com fotoperiodo de 12 horas claro:12 horas escuro e intensidade luminosa de
40+5 pmol fotons. m2.s™,

4.10.1.2 Extracao de saxitoxinas

Dois protocolos de extracdo foram utilizados. O primeiro protocolo foi descrito por
Sant’Anna et al. (2011) utilizando células liofilizadas de biomassa seca de aproximadamente
0,2 mg.

Inicialmente, foram feitas duas extracbes com 4 mL de acido acético 0,5 M usando
sonicacdo (por 1 minuto com meio ciclo e 30 segundos com ciclo continuo, na amplitude
maxima) e centrifugacdo a 3.000 xg por 3 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e

0 pélete foi novamente extraido com 8 mL de cloroférmio:metanol (1:1, v/v). Os dois extratos
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(&cido acético e cloroférmio) foram combinados e centrifugadosa 3.000 xg por
3 minutos. A fase aquosa foi coletada e armazenada em tubo plastico (Falcon) e a fase
organica foi lavada 3 vezes com 4 mL de acido acético 0,5 M. Todas as fases aquosas obtidas
foram combinadas. Esta solucdo foi armazenada em congelador a -20 °C até o uso.

O segundo método de extracdo de saxitoxinas teve como base o descrito por Ravn et al.
(1995). Este ¢ direcionado a extracdo de diferentes tipos de saxitoxinas, inclusive descrevendo
a diferenca na eficacia de extracdo de cada analogo em diferentes concentracdes de acido
acetico e HCI. Portanto, os dois reagentes foram empregados nos testes de extracdo seguindo
tal protocolo, conforme descrito a seguir.

Inicialmente, em tubo plastico (Falcon), uma aliquota de 50 mL de cultura em fase
exponencial de crescimento foi concentrada por centrifugacdo (4.000 x g por 3 minutos) e o
pélete foi ressuspendido em 10 mL de NaCl 0,25%. As células foram entdo centrifugadas
novamente e o sobrenadante foi cuidadosamente descartado.

Foram adicionados 500 pL de &cido acético 0,1 N ou 500 pL de HCI 0,01 N e a
extragdo foi realizada por trés ciclos de congelamento-descongelamento, tendo o
congelamento sido feito a -80 °C e o descongelamento, a temperatura ambiente. Em seguida,
as amostras foram submetidas a sonica¢do por 5 minutos. O volume foi transferido a um
microtubo e centrifugado a 3.000 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi transferido para um
frasco ambar e armazenado em congelador a -20 °C até o uso.

Ao final das duas extracbes, 0s extratos em 4acido acético obtidos pelos diferentes
protocolos foram combinados (1:1), enquanto aqueles em HCI permaneceram como testes

separados.

4.10.1.3 Derivatizacdo das amostras

Foram feitos dois tipos de derivatizacdo, para que tanto os picos das saxitoxinas

hidroxiladas quanto os das ndo-hidroxiladas pudessem ser visualizados no cromatograma.

4.10.1.3.1 Oxidacdo com periodato

Em 100 pL da amostra, foram adicionados 500 pL de oxidante periodato e a solucdo foi
homogeneizada em vortex. A mistura permaneceu a temperatura ambiente por 1 minuto e
foram adicionados 5 pL de acido aceético glacial. O contetdo do tubo foi homogeneizado e

incubado a temperatura ambiente por 15 minutos anteriormente a injecdo no cromatdgrafo.
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4.10.1.3.2 Oxidagdo com peroxido

Inicialmente, 25 pL de solugcdo de 10% H,O, (p/v) foram adicionados a 250 uL de
NaOH 1 M em um microtubo plastico com capacidade para 1,5 mL. A solucdo foi
homogeneizada. Em seguida, 100 pL da amostra foram adicionados e o conteudo foi
novamente homogeneizado. A mistura foi incubada a temperatura ambiente por 2 minutos.

Foram adicionados 20 pL de &cido acético glacial e a solucdo foi homogeneizada.

4.13.1.4 Analise por HPLC

Para a andlise por HPLC foi utilizado o conjunto Hewlett-Packard 1100 Series,
consistindo em seis partes: (1) ALS auto-injetor HP1100; (2) compartimento para Coluna
HP1100; (3) Diode Array DetectorHP1100; (4) HP1100 Degasser; (5) bomba binéria
HP1100; e (6) detector programavel de fluorescéncia HP1046A.

A andlise foi realizada em fase mdvel 100% formato de amonio. Foram injetados na
coluna 50 pL de cada amostra, sempre passando anteriormente a cada amostra o respectivo
controle negativo (somente o solvente, obtido em todas as etapas da extracdo e derivatizagéo,
porém sem conter material bioldgico). O valor de excitagdo foi 340, com 395 para emissdo. A
temperatura foi mantida a cerca de 28 °C.

Os ensaios foram realizados em trés dias consecutivos, sempre com o0 uso de padrdes de
saxitoxinas (obtidos do Conselho Nacional de Pesquisas, National Research Council, Canada)

como controles.

4.10.2 Anélise por HPLC-MS

4.10.2.1 Cultivo

Trés condicOes de cultura foram empregadas visando a gerar condicdes de estresse para
as células de M. aeruginosa SPC777, a saber: (1) para o estimulo da producdo de
microcistinas (ALEXOVA et al., 2011), o meio de cultura ASM-1 foi preparado sem a
presenca de Fe; (2) para o estimulo da producdo de saxitoxinas (conforme proposto para
espécies do dinoflagelado Alexandrium; JOHN;FLYNN,2000; LIPPEMEIER et al., 2003;
FRANGOPULOS et al., 2004) foi preparado ASM-1 com auséncia de fosfato; e (3) cultivo

em ASM-1 normal, porém com adicdo de 50 mM NaCl treze dias ap6s o indculo
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(Melissa Rapadas, UNSW, comunicagdo pessoal). Além disso, um controle de cultivo foi
feito em ASM-1 normal. As células foram cultivadas por 15 dias em 600 ml de ASM-1 em
sala de cultivo com fotoperiodo de 14 horas claro:10 horas escuro, com intensidade luminosa

40+5 pmol fotons. m™.s™e temperatura 25 +1 °C.

4.10.2.2 Extracéo de substancias

As células foram concentradas por centrifugacdo a 9.000 x g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 5 mL de metanol ao pélete, juntamente com
pérolas de vidro (3 mm de diametro). Os tubos foram agitados por 1 minuto e
novamentecentrifugados a 9.000 x g por 5 minutos. A extracdo com metanol foi repetida e os

sobrenadantes,combinados e secos em estufa a 55°C.

4.10.2.3 Analise por HPLC-MS/MS

O espectrometro de massas utilizado foi um triploquadrupolo (Xevo TQ-S, Waters),
sendo que a fonte de ionizacdo também era por electrospray. AESI (ionizacdo por
electrospray)foi feita em modo positivo, nas seguintes condi¢des: o gas utilizado para a
dessolvatacéo foi o nitrogénio, aquecido a 350 °C, voltagem do capilar de 3,5 kV e a do cone
de 45 V. A mistura de metanol:dgua (50:50) com 0,1% de &cido férmico (50:50) foi adotada
para a diluicdo das fragdes contendo os metabdlitos. Com uma bomba de seringa, as amostras
foram introduzidas na fonte a 10 ml.min™.Esta etapa foi realizada com a colaboracéo do
Dr. Luiz Alberto Beraldo de Moraes (Universidade de Sdo Paulo - USP, Laboratério de

Espectrometria de Massas Aplicado a Quimica de Produtos Naturais, Ribeirdo Preto, SP).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise microscdpica

A analise morfoldgica da cultura da linhagem M. aeruginosa SPC777revelou células
esféricas com aer6topos,de coloracdo verde escura (Figura 13, A, B, C e D). O diametro
celular observado varioude 3,18 a 4,77 um, sendo essa faixa de variacdo inferior aos
4 a 6,5 um descritos para essa espécie de cianobactéria (SANT’ANNA et al., 2004), mas que
sdo compativeis com os dados anteriormente obtidos para essa linhagem (SANT’ANNA et
al., 2011). Foram observadas muitas células em fissdo binaria, porém sem a formacéo
colonial, caracteristica normalmente encontrada na natureza para essa espécie, o que ja havia
sido constatado desde o segundo ano (2001) de cultivo dessa linhagem (SANT’ANNA et al.,
2011). A perda de formacdo decoldnia por Microcystis € um fato comum observado apés
varias geragdes de cultivo em laboratorio (OTSUKA et al., 2000). Essa formac&ocolonialnas
condi¢cBes naturaispode ser devidaao efeitosinérgico dos fatores abidticos, tais
comotemperatura, luz, nutrientes e turbuléncia induzida pelo vento, alémde reagdo asecrecdes
quimicasliberadas pelozooplancton (RIPPKA et al., 1979; PARKER,1982; YANG et al.,
2006).

E F

Figura 13- Cianobactérias estudadas neste trabalho: M. aeruginosa SPC777 (A, B, Ce
D) e cianobactéria da familia Synechococcaceae (E e F)
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A andlise da outra cianobactéria unicelular identificou células com caracteristicas
morfoldgicas de representantes da familia Synechococcaceae, ou seja,células em forma de
bastonete, auséncia de aerdtopos, dimensdes variando de 1,0 x 1,5 um a 3,0 X 1 pum
(n = 20), sem formacéo de colbnias mucilaginosas e auséncia de motilidade (Figura 13, E e
F).

5.2 Obtenc¢do de monocultura cianobacteriana

A lavagem das células com extran 0,1 % reduziu a carga bacteriana observada ao
microscopio optico. Ainda assim, ndo foi efetiva para a eliminacéo por completo das bactérias
heterotroficas e da outra cianobactéria contaminante.

Com relacdo ao cultivo em meio de cultura solido, a técnica de pour-plate permitiu a
separacdo das colénias dos diferentes micro-organismos; no entanto, resultado igualmente
eficiente foi obtido espalhando-se 100 uL de inoculo por spread-plate, que foi escolhida para
os inoculos subsequentes devido a facilidade de recuperacdo das colbnias isoladas. Essa
quantidade de células mostrou-se ideal para a formagéo de colnias isoladas ap6s um més de
crescimento. O método de estrias de esgotamento ndo foi eficiente porque as células da outra
cianobactéria unicelular continuaram acompanhando as daM. aeruginosa SPC777.

A micropipetagem em meio liquido foi repetida diversas vezes, porém por se tratar de
cianobactéria unicelular, ndo foi possivel a obtencdo de célula Unica. Em todas as tentativas,
pelo menos uma célula da cianobactéria contaminante era também pipetada.

O teste de centrifugagcdo com gradiente diferencial de sacarose foi idealizado no
presente estudo, pensando-se na diferenca entre as dimensdes e a capacidade de flutuagdo das
duas cianobactérias que se desejava separar, uma vez que a cianobactéria Synechococcaceae
ndo apresentava aerotopos, ao contrario da M. aeruginosa SPC777. Desta forma, a
centrifugacdo direcionaria as células para o fundo do tubo, enquanto a maior concentracéo de
sacarose que ali se encontraria direcionaria as células de volta para a superficie. O uso desse
procedimento de gradientes de sacarose ja foi relatado com sucesso em literatura para a
separacao de mitocdndrias e plastideos (LANG; BURGER, 2007). Nos testes de centrifugacéo
da cultura de M. aeruginosa SPC777 com gradiente diferencial de sacarose, os melhores
resultados ap6s a primeira centrifugacdo foram observados para 0s tubos com as seguintes
concentracOes de sacarose: (0,5 M+ 1 M), (0,2M+05M)e (0,2M + 0,5M + 1 M). Nestes
tubos, observou-se a formacdo de uma camada de cor esverdeada superior a das demais

solugdes de sacarose, composta por uma grande quantidade de células de Microcystis, embora
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ainda se observassem poucas células da outra cianobactéria. Estas ainda se encontravam no
tubo com gradiente de concentracdo(0,2 M + 0,5 M) ap6s a segunda centrifugacdo. J& no tubo
com gradiente de concentragdo (05 M + 1 M) ndo foi observada a cianobactéria
contaminante, porém a maioria das células de Microcystis parecia estar lisada. Ainda assim,
algumas células permaneceram viaveis. Em teste anterior utilizando azul de bromofenol para
corar uma das solugdes de sacarose nos tubos, foi confirmado que as solugdes de diferentes
concentracOes de fato ndo se misturavam dentro do tubo, portanto a diferenca de concentracéo
se manteria durante os testes.

O crescimento das células coletadas apés a filtragem se evidenciou em meios liquido e
solido apds 20 e 30 dias de cultivo, respectivamente. A estratégia de filtracdo mostrou-se
bastante eficiente, limpando consideravelmente as culturas. No entanto, algumas células
apresentaram aerétopos com aspecto demasiadamente volumoso, indicando alteracdo na
estrutura celulare, portanto, esse procedimento para obtencdo de células purificadas foi
descartado.

Nos indculos tratados com o antibidtico ampicilina, foram observadas coldnias isoladas
de cianobactérias na placa de Petri apds um més de cultivo. A andlise microscopica revelou
células de M. aeruginosa SPC777, ainda com algumas bactérias, porém ndo foram vistas
células da outra cianobactéria unicelular. Sucessivos repiques de uma destas colénias foram
cuidadosamente analisados ao microscopio éptico, indicando monocultura de M. aeruginosa
SPC777. A andlise dessa cultura em microscopia de epifluorescéncia confirmou que, apesar
de ainda haver algumas bactérias heterotréficas na cultura de M. aeruginosaSPC777, a
cianobactéria contaminantendo estava mais presente. Portanto, esta cultura foi a escolhida
para o cultivo e realizacdo das etapas posteriores deste estudo. Além disso, a analise em

epifluorescéncia também revelou monocultura da outra cianobactéria unicelular (Figura 14).
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—_—
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Figura 14— Microscopia oOptica de células da Microcystis aeruginosa SPC777. A,
epifluorescéncia com filtro verde; B, visualizacdo com luz branca; C e D, epifluorescéncia
com filtro verde de células do contaminante cianobacteriano da cultura de M. aeruginosa
SPC777

5.2.1 Sequenciamento do DNAr 16S

O sequenciamento do gene que codifica para a subunidade menor do ribossomo (“DNAr
16S”) daM. aeruginosa SPC777 resultou em uma sequéncia parcial de 1246 pb. O
alinhamento desta sequéncia com a ferramenta BlastN revelou alta identidade (99 e 100 %)
com outras linhagens de Microcystis aeruginosa depositadas no banco de dados do NCBI. A
linhagem-tipo NIES-843 da Microcystis aeruginosa, cujo genoma foi sequenciado e
finalizado (numero de acesso no GenBank: AP009552.1- KANEKO et al., 2007), possui duas
copias do gene que codifica para 0 RNAr 16S,rrnl e rrn2, os quais mostraram identidade de
99,6% e 995%, respectivamente, com a sequéncia parcial desse gene da
M. aeruginosa SPC777. A sequéncia do gene de RNAr 16S dessa mesma linhagem
(M. aeruginosa SPC777), depositada no GenBank em 15 de novembro de 2006 (nUmero de
acesso EF121241 — SANT’ANNA et al., 2011), apresentou identidade de 99,8% com esse
novo sequenciamento. Essa pequena diferenca (dois nucleotideos) pode ser devidaa

presenca de mais de uma copia desse gene no genoma da M. aeruginosa SPC777.
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O sequenciamento do DNAr 16S da outra cianobactéria unicelular que se encontrava na
cultura de M. aeruginosa estudada gerou uma sequéncia de 1409 pb com alta identidade (97 a
99 %, com 96 a 100 % de cobertura e e-value 0.0) com o0s géneros Synechococcus e
Cyanobium. Sabendo da proximidade destes dois géneros, pertencentes a mesma familia
(Synechococcaceae), além das caracteristicas morfologicas observadas para essa
cianobactéria, no presente estudo ela foi tratada somente pelo nome da familia. A arvore
filogenética (Figura 15) confirma a proximidade entre os dois géneros em questdo, agrupando
linhagens de Synechococcus e Cyanobium em um mesmo clado. A taxonomia do género
Synechococcus ainda é controversa. Em um estudo conduzido em 1989 por Waterbury e
Rippka, linhagens de Synechococcusforam subdivididas em seis grupos com base no contetido
de GC do gene e no habitat em que se encontram (ambiente marinho ou de agua doce), sendo
que um dos grupos foi caracterizado como Cyanobium. Estes grupos podem representar
géneros provisorios (URBACH et al., 1998); no entanto, na Cole¢do de Culturas do Instituto
Pasteur (PCC), as linhagens de Synechococcus sdo divididas em outros cinco agrupamentos
que néo se correlacionam diretamente com os seis agrupamentos citados acima. Assim, dados
filogenéticos sugerem que a classificagdo desses dois géneros ainda precisa ser revisada ou
avaliada com cautela quando consultada.

Na arvore filogenética (Figura 15), quatro diferentes ordens de cianobactérias sdo
evidenciadas: Chroococcales, Oscillatoriales, Nostocales e Synechococcales (de acordo com a
classificacdo sugerida por HOFFMANN; KOMAREK; KASTOVSKY, 2005). Proximas ao
clado dos géneros Synechococcus e Cyanobium encontram-se Aphanothece e Merismopedia,
caracterizando um agrupamento bem definido de membros da ordem Synechococcales. A
cianobactéria de interesse no presente estudo, M. aeruginosa SPC777 (Familia
Microcystaceae), aparece formando um Unico clado com outras linhagens do mesmo género.
O género Microcystis pertence a ordem Chroococcales, que também inclui Cyanothece,
Xenococcus, Chroococcus e Spirulina (HOFFMANN; KOMAREK; KASTOVSKY, 2005).
De fato, tais géneros se apresentaram préximos ao clado de Microcystis spp. Ao centro da
arvore, a ordem Oscillatoriales € representada pelos génerosLyngbya e Oscillatoria. Nota-se
que as linhagens pertencentes a esta ordem, composta por cianobactérias filamentosas,

formaram um clado isolado situado entre dois grandes grupos de cianobactérias unicelulares.
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Este fato pode ser justificado pela origem comum entre as ordens Oscillatoriales e
Chroococcales (sub-classe Oscilatoriophycidae). Também ao centro da arvore, proximas as
cianobactérias da ordem Oscillatoriales, estdo cianobactérias filamentosas dos
génerosCylindrospermopsis, Raphidiopsis, Dolichospermum, Aphanizomenon e Nostoc

representando a ordem Nostocales.
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Microcystis aeruginosa PCC7806 (U03402.1)
Microcystis wesenbergii NIES 104 (AJ133174.1)
Microcystis aeruginosa 2LT27S08 (FM177497.1)
63| Microcystis aeruginosa SPC777
Microcystis panniformis MCYS-OB06 (EU541974.1)
Microcystis aeruginosa NIES-101 (FJ461750.1)
100 Microcystis aeruginosa NIES-298 (FJ461749.1)
Microcystis ichthyoblabe 0BB39S02 (AJ635433.1)
63 ‘ Microcystis aeruginosa NIES-843 (Ap009552)
Microcystis viridis (D89033.1)
61 Microcystis flos-aquae UWOCC N (AF139327.1)
Cyanothece sp. PCC 8801 (AF296873.1)
60 Cyanothece sp. WH 8904 (AY620239.1)
T Spirulina maior 1LT27S06 (FM177505.1)
N — Xenococcus sp. PCC 7305 (AF132783.1)
100| Chroococcus sp. CCALA 057 (GQ375045.1 GQ375045.1)
! Chroococcus sp. JJCV (AM710385.1)
84 Cylindrospermopsis raciborskii CENA303 (JQ707292.1)
Cvlindrosnermonsis raciborskii CENA302 (JO707291.1)
Raphidiopsis brookii D9 (NZ_ACYB01000022.1)
Cylindrospermopsis raciborskii T3 (JQ707295.1)
Dolichospermum circinale AWQC131C (AF247589.1 AF247589.1)
Aphanizomenon sp. NH-5 (AF425995.1)
Dolichospermum flos-aquae NTMS07 (HQ219682.1)
a Nostoc sp. PCC 7120 (NC_003272.1)
i Nostoc azollae 0708 (NC_014248.1)
Oscillatoria sancta PCC 7515 (AF132933.1)
" Oscillatoria margaritifera NAC8-54 (GU724207.1)
Oscillatoria sp. NAC8-18 (GU724195.1)
Lyngbya polychroa LP16 (FJ602745.1)
— Aphanothece sp. 0BB21S01 (AJ639901.1)

@r Cyanobium sp. Y0011 (AY183114.1)
Synechococcaceae
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Cyanobium sp. 1LT47S01 (FM177491.1)
Synechococcus sp. ACT9802 (GQ422955.1)
Cyanobium sp. JJ8-7 (AM710369.1)
96 161 Cyanobium sp. JJ6-6 (AM710366.1)
Cyanobium sp. JJ25-2 (AM710370.1)
Synechococcus sp. PCC 8966 (AF448072.1)
Synechococcus PCC7920 (AF216948.1)
g1/ Merismopedia tenuissima 0BB46S01 (AJ639891.1)
% Merismopedia sp. CENA106 (EF088332.1)
Escherichia coli strain AKL2 (JQ965012.1)

% Synechococcus PCC6307 (AF001477.1)

—
0.05

Figura 15— Arvore filogenética (Maxima Verossimilhanca) baseada no gene que codifica para o
RNAr 16S, situando as cianobactérias M. aeruginosa SPC777 e Synechococcaceae (destacadas em
negrito). Os valores de reamostragem maiores que 50 % sdo apresentados. A bactéria Escherichia coli
foi usada como grupo externo.
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5.3 Sequenciamento do genoma da M. aeruginosa SPC777 na Plataforma SOLiD V3

A quantidade de DNA gendmico obtida ap6s a extracdo foi cerca de 5 ug, o que foi
insuficiente para realizar o sequenciamento gendmico na plataforma SOLID V3.Portanto, foi
usada a enzima Genomiphi™, que possibilitou a obtencdo de DNA gendmico suficiente para
as etapas subsequentes (cerca de 24 pg). Durante a construcao da biblioteca genémica, apos a
primeira excisdo dos fragmentos de DNA do gel de agarose (anteriormente a circularizacao),
recuperou-se 2,4 ug de DNA. Apé6s a amplificacdo da biblioteca e recuperacdo dos
fragmentos com tamanho entre 250 e 350 pb, a concentracdo do DNA foi estimada em 14,3
ng.uL ™.

A corrida-teste (WFA) teve duracdo de 3 horas. A qualidade observada (isto &,
porcentagem de pérolas de estreptavidina no eixo do grafico plotado pelo sequenciador) foi de
80 %. Sabendo que um valor a partir de 65 % representa qualidade suficiente para que seja
feita a corrida com toda a biblioteca no SOLID, foi possivel prosseguir para a corrida
definitiva.

O sequenciamento gerou um total de 33.657.680 leituras. Por ser necessario o
conhecimento do tamanho do genoma estudado para a realizacdo do céalculo de cobertura
obtido apds o sequenciamento, dados de literatura foram utilizados como base. De acordo
com o banco de dados GOLD (Genomes Online Database), ha atualmente 20 genomas de
Microcystis spp. sequenciados, sendo 19 destes pertencentes a espécie M. aeruginosa e a
espécie restante sendo classificada como Microcystis sp. Destas linhagens, somente a
japonesa M. aeruginosa NIES-843 possui 0 genoma completamente finalizado. O tamanho
deste genoma € 5,8 Mb (KANEKO et al., 2007). Portanto, para o célculo de cobertura do
genoma da linhagem brasileira M. aeruginosa SPC777, estimou-se que 0 genoma tenha cerca
de 6 Mb. Desta forma, o célculo feito foi o seguinte:

Nimero total de leituras x tamanho da leitura (em pb)

Tamanho esperado do genoma (em pb)

(33.657.680) x (50)
6.000.000

= 280,48 x
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Sendo assim, a cobertura gendmica esperada para os dados brutos foi calculada em
280,48 x. Apos o filtro de qualidade, restaram 24.150.297 leituras. Com esse valor, a
cobertura gendémica esperada foi calculada em 201,25 x.

(24.150.297) x (50)

6.000.000 =201,25x

5.3.1 Montagem do genoma da M. aeruginosa SPC777

5.3.1.1 Montagem por referéncia

Primeiramente, quando os dados brutos (ndo filtrados) foram alinhados com o genoma
daM. aeruginosa NIES-843, foram mapeados 43,38% das leituras. J& no caso dos dados
filtrados, ou seja, aquelas leituras que passaram pelo filtro de qualidade Phred 20 e correcéo
de erros, 70,3 % das leituras (16.993.448 leituras) foram mapeados.

Quando as leituras foram alinhadas com o agrupamento génico da saxitoxina de
C. raciborskii T3, foimapeadoapenas 0,06% das mesmas, de forma que néo foi possivel gerar
uma sequéncia consenso. Por isso,esses alinhamentos foram considerados inespecificos. Este

mesmo resultado foi obtido tanto para os dados brutos quanto para os filtrados.

5.3.1.2 Montagem ab initio

Comparando o conjunto de pardmetros que gerou o melhor resultado (isto €, contigs
mais extensos e em menor ndmero) utilizando cada algoritmo de montagem, os melhores
resultados de montagem ab initio foram obtidos com o pipeline da Applied Biosystems/Life
Technologies, sempre usando valor de k-mer 29. Foram gerados 4.304 contigs, de tamanho
médio (N50) 2.311 pb, sendo que o maior contig apresentou 13.702 pb. A soma dos tamanhos
dos contigs resultou em 4.701.183 pb para o scaffold do genoma.

Em relacdo aos outros algoritmos de montagem abinitio, utilizando o algoritmo
Velvet, o conjunto de parametros que gerou melhor resultado foi: k-mer 29, cov_cut 11 e
exp_cov 110. Com esses parametros, foram gerados 5.468 contigs, tendo em média (valor de
N50) 1420 pb, sendo que o maior contig obtido teve 9093 pb.A soma dos tamanhos dos
contigs gerados foi 4.658.274 pb. Para os testes de montagem com Edena, o melhor conjunto

de parametros foi MinOverlap 3le OverlapCutoff 33. Foram obtidos 9.450 contigs, de
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tamanho medio (N50) 742 pb, sendo que o maior contig tinha 4.900 pb. Somando os
tamanhos dos contigs obtidos por essa estratégia, foram obtidos 4.322.603 pb.

Foi gerado um grafico de sintenia entre os contigsreferentes ao genoma da
M. aeruginosa SPC777 e o genoma da linhagem-referéncia (Figura 16). Como observado
nessa figura,0 resultado obtido foi bastante satisfatorio, havendo uma nitida relacdo do
genoma recém-sequenciado com a linhagem-referéncia.
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Figura 16— Sintenia em nivel de nucleotideos dos contigs gerados e o genoma de
referéncia

5.3.1.3 Alinhamento dos contigs gerados por montagem ab initio contra o genoma de
referéncia

O arquivo multifasta gerado pela melhor montagem do Edena e do pipeline da Applied
Biosystems/Life Technologies totalizou 13.754 contigs.

S6 foi verificado alinhamento significativo quando se utilizou como referéncia o
genoma da linhagem M. aeruginosa NIES-843. Neste caso, foram alinhados 8.734 contigs,
representando 63,5 % do total do arquivo multifasta.

Apds a remocdo das regides de lacunas, a cobertura genémica do scaffold de
M. aeruginosa SPC777 em relacdo ao genoma de referéncia de M. aeruginosa NIES-843 foi
calculada em 3.004.111 bases (51,41%).
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5.3.1.4 Identificacdo de plasmideos

Previamente ao sequenciamento por SOLID, havia sido realizada uma analise do DNA
gendémico de M. aeruginosa por eletroforese em gel de campo pulsado, de forma a possibilitar
a deteccdo de plasmideos nesta linhagem. Nessa analise preliminar, foi observada a presenca
de um plasmideo de cerca de 5 kb. No entanto, apds o sequenciamentondo foi possivel
localizar nenhuma leitura/contig referente a esse plasmideo, tanto pelo resultado de Blast
quanto na busca utilizando os dados brutos. Lembrando que, com base em comparagdo com
dados de literatura, ainda estaria faltando pouco mais de 1 Mb para a elucidacdo deste
genoma, existe a possibilidade de este plasmideo ndo ter sido sequenciado. Alternativamente,
uma quantidade significativa de DNA plasmidial pode ter sido perdida durante as etapas de
construcdo da biblioteca gendmica, visto que a concentracdo de DNA diminuiu drasticamente
no decorrer das etapas de purificacéo.

Atualmente, trés plasmideos de linhagens de Microcystis aeruginosa sdo conhecidos e
listados em bancos de dados virtuais, como NCBI e PATRIC (GILLESPIE et al., 2011). Os
plasmideos pMA1 (acesso no NCBI: NC_002060) e pMA2 (acesso no NCBI: NC _001597.1),
encontrados em M. aeruginosa Kiitzing proveniente do lago Kasumigaura (lIbaraki, Japao),
possuem 2287 pb (TOMINAGA et al.,, 1993) e 4993 pb (TOMINAGA et al., 1995),
respectivamente; ja o plasmideo pMa025 (acesso no NCBI: NC_004984.1), encontrado em M.
aeruginosa UV025, obtida do Laboratério Nacional de Brookhaven (Estados Unidos), possui
8018 pb (WALLACE; MILLER; RAPS,2002). No caso do plasmideo encontrado no presente
trabalho em M. aeruginosa SPC777, a sequéncia do DNA plasmidial, bem como a sua
similaridade com relacdo a pMAL, pMA2 e pMa025, poderdo ser revelados por analises do
sequenciamento do genoma completo desta linhagem.

5.3.1.5 Analise dos contigs por Blast

Nesta primeira analise, ndo foi possivel encontrar no programa G4ALL nenhum contig
com similaridade ao gene que codifica para a subunidade menor do ribossomo de linhagens
de Microcystis. Esse resultado pode ser justificado pelo fato de ndo ter sido possivel a
obtencéao da sequéncia completa do genoma.

Em relacdo ao BlastX, foram encontrados os genes envolvidos na biossintese de
microcistina (Tabela 10), bem como as sequéncias dos genes flanqueadores deste

agrupamento génico (umal e dnaN). J& para a saxitoxina, ndo foi identificado nenhum
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alinhamento com genes sxt.No entanto, foi encontrada similaridade com algumas das enzimas

codificadas por tais genes (Tabela 11).
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Tabela 10 - Resultado da anélise de BlastX. Deteccdo das enzimas envolvidas na
biossintese de microcistina e enzimas codificadas por genes flanqueadores do agrupamento
génico mcy em M. aeruginosa SPC777

Similaridade NC de contias Tamanho % de Organismo
com g (pb) cobertura 9
M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) /
Umal 1 897 - 971 40-55 Cyanothece spp. / Chrocosphaera watsonii WH
8501
M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806 / PCC
7813) / Anabaena sp. 90 / Planktothrix
MeyC 3 504 - 569 11-14 aghardii NIVACY A 126/8 / P. rubescens
(NIVA-CYA 98/ No80)
M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806 / PCC
7813) / Anabaena sp. 90 / Planktothrix
Mey8 ! 5212 57 aghardii NIVACY A 126/8 / P. rubescens
NIVA-CYA 98
M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) /
Anabaena sp. 90 / Planktothrix aghardii
MeyA 1 13149 100 NIVACYA 126/8 / P. rubescens NIVA-CYA
98
M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) / P.
i aghardii NIVA-CY A 126/8 / P. rubescens
MeyD 1 3878 33-32 NIVA-CY A 98/ Anabaena sp. 90 / N.
spumigena CCY9414
Microcystis sp. (CYN 10/ CYN 06) / M.
aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) / P.
MeyE 1 10802 56 rubescens NIVA-CYA 98 / P. agardhii NIVA-
CYA 126/8 / (NdaF) N. spumigena CCY9414
McyF 1 806 84 M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) /
Anabaena sp. 90
M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806 / PCC
McyG 1 6307 79 7820) / P. rubescens NIVA-CYA 98 / P.
agardhii NIVA-CYA 126/8
M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) / P.
McyH 1 3634 67 -73 rubescens NIVA-CYA 98 / P. agardhii NIVA-
CYA126/8
Mcyl 1 3634 100 M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806)
McyJ - - - -
DnaN 1 1239 100 M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) /

Cyanothece sp. PCC 7424
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Tabela 11 - Resultado da analise de BlastX. Deteccdo de enzimas necessarias a
biossintese de saxitoxinas e possiveis genes flanqueadores do agrupamento génico sxt em
M. aeruginosa SPC777

Similaridade com T lEl Tamanho % .
de Organismo
. (pb) cobertura
contigs
2785 - M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) /
OmpR 3 4337 100 transposase da familia IS605 OrfB de
Cyanothece sp. PCC 7424
GImU 1 13334 100 M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843)
Transposase insA 1 760 58 M. aeruginosa PCC 7806 / R. brookii D9
. i i M. aeruginosa PCC 7806 (insAB putativa) / N.
Transposase InsAB 2 317-760 28 - 36 punctiforme PCC 73102 (transposase 1S1)
Transposase insB 1 317 83 M. aeruginosa PCC 7806
Transposase 14 3 628 - 51 -99 Gama-proteobactérias / Cya,n_othece spp. / beta-
1011 proteobactéria
. M.aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) /
Metil-transferase 2260 - .
dependente de SAM 2 3391 97 - 100 Cyanothece spp._/ C._ watsonii WH 8501 /
Rhizobium spp.
N-acetil-transferase 618 - Synechococcus sp. PCC 7002 / M. aeruginosa
relacionada a GCN5 3 2731 53-86 PCC 7806 / M.cthonoplastes PCC 7420 /
(GNAT) Nostocaceae / Gama-proteobacteria
Proteina carreadora 1 819 89 - 90 M. aeruginosa (NIES-843 / PCC 7806) / D.
de acil (ACP) circinale 90
M. aeruginosa NIES-843 / A. variabilis ATCC
8-amino-7- 29413 / Cyanothece spp. / Nostoc sp. PCC 7120
oxononanoato sintase 1 4025 98 - 100 /' N. punctiforme PCC 73102 /
(AONS) M. cthonoplastes PCC 7420 / N. spumigena
CCY9414
- . M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) /
Citidina deaminase 2 2155 100 Arthrospira spp. / Cyanothece sp. PCC 8801
Esterol desaturase - - - -
MATE, familia NorM - - - -
Amidinotransferase - - - -
Dioxigenase ) i i )
fenilpropionato
Dioxigenase envolvida . :
) L M. aeruginosa NIES-843 (Rieske 2Fe-2S) /
na h'dr::é:?gao de 1 1572 100 Cianobactéria UCYN-A
M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) /
Ornitina- i Cyanothece spp. /
carbamoiltransferase 1 1218 100 - 98 Synechocystis sp. PCC 6803 / Synechococcus
sp. PCC 7002 / C. watsonii WH8501
Lipase da familia 1 1183 16 Nostoc punctiforme PCC 73102 / Cyanothece
GDSL sp. PCC 8801
Sulfotransferase 2 1541 - 73-01 Alfa-proteobacteria / Cyanothece spp. / Nostoc
dependente de PAPS 2356 sp. PCC 7120
Adenililsulfato ) i i )
quinase
Tc?exll ?22?;{5%?;68' ga 3 2055 - 67 - 87 Beta-proteobactéria / Gama-proteobactéria / N.
g gCaz*) 4043 punctiforme PCC 73102 / Chlorobiales
M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) /
Acil-transferase 1 4819 100 Cyanothece spp. / Nostocales / M. cthonoplastes

PCC 7420

Fitanoil-CoA
dioxigenase

continua
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continuacgao

Cyanothece spp. / N. punctiforme PCC 73102 /

< . 1205 - T. erythraeum IMS101 / C. watsonii WH 8501 /
Alcool desidrogenase 3 5005 247100\ honoplastes PCC 7420 / Lyngbya sp. PCC
8106

M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) /

Succinato 1 1751 97 - 100 Cyanothece spp. / Oscillatoria sp. PCC 6506 /
desidrogenase A. variabilis ATCC 29413 / Synechocystis sp.
PCC 6803
Fumarato- 1751 - Cyanothece spp. / Synechocystis sp. PCC 6803 /
redutase/succinato 2 6031 53-98 M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) / C.
desidrogenase watsonii WH 8501 / Nostoc sp. 7120
206 - M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) /
Ferredoxina 3 1677 100 Cyanothece spp. / N. spumigena CCY9414 /
Nostoc spp.
Cefalosporina-
hidrolase ) i i )
. . 5011 - M. aeruginosa (PCC 7806 / NIES-843) / N.
Histidina quinase 3 5272 100 punctiforme PCC 73102
hisA /PROFAR
isomerase ) i i )
PhoU - - - -

Como se observa naTabela 10, para a maioria dos genes mcy, foi encontrado pelo menos
um contig com similaridade acima de 50 % com as enzimas Mcy de outras linhagens de
cianobactérias que possuem o agrupamento génico da microcistina. No caso de McyE, foi
encontrada também similaridade com a enzima NdaF, que esta envolvida na biossintese da
toxina nodularina. Assim como a microcistina, a nodularina € uma hepatotoxina de natureza
peptidica, que apresenta o aminoacido Adda (DITTMANN; WIEGAND, 2006). As
sequéncias dos genes homdlogos envolvidos na biossintese das duas toxinas também
apresentam similaridade entre si.

Nesta busca realizada ap6s a primeira tentativa de montagem do genoma alguns dos
genes foram encontrados em diversos contigs, sendo que os valores de cobertura encontrados
para 0s genes mcyC e mcyE foram baixos, alem da impossibilidade de deteccdo do gene mcyJ.
Ainda assim, esta analise foi efetiva para se encontrar quais contigs continham de fato os
genes de interesse, de forma que estes pudessem ser selecionados para a montagem somente
do agrupamento génico mcy e subsequente caracterizacdo do mesmo.

Algumas das enzimas de mesma natureza daquelas codificadas pelos genes propostos
como envolvidos diretamente na via biossintética de saxitoxinas foram encontradas como
resultado de BlastX (Tabela 11). Pelo que foi proposto em literatura (KELLMANN et al.,
2008a), o gene sxtA codifica, em cianobactérias, uma enzima com quatro dominios.

SxtAl é uma metiltransferase dependente de SAM. Dois contigs apresentaram alta cobertura
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(97 e 100 %) com enzimas dessa natureza, sendo que a maior similaridade foi com enzimas de
cianobactérias. Dois contigs apresentaram identidade acima de 50 % com GNAT, a funcédo
enzimatica exercida por SxtA2. Os dominios SxtA3 (ACP) e SxtA4 (AONS) também foram
representados, com identidade entre 89 e 100 % com enzimas cianobacterianas. Prosseguindo
a anélise, sequéncias de citidina desaminase (SxtB), alcool desidrogenase (SxtU), ornitina-
carbamoiltransferase (Sxtl), ferredoxina (SxtW) e succinato-desidrogenase (SxtV) foram
também encontradas no genoma. Apesar de outras enzimas importantes ndo terem sido
encontradas por BlastX, a sequéncia parcial de sxtG (amidinotransferase) e sxtH/T
(fenilpropionato dioxigenase) foi amplificada por PCR, conforme discutido mais adiante.

Nota-se, no entanto, que a similaridade da sequéncia das enzimas listadas na Tabela
11foi em geral relacionada a organismos para 0s quais ndo ha relato de producdo de
saxitoxinas. Essas enzimas provavelmente estdo envolvidas em outros processos celulares.
Entretanto, a amplificacdo por PCR utilizando iniciadores especificos de sequéncias parciais
dos genes sxtA, sxtB, sxtG, sxtH e sxtl, discutida mais adiante neste estudo, e a alta
similaridade dessas sequéncias com aquelas de genes que de fato estdo envolvidos na
biossintese de saxitoxinas em linhagens produtoras de saxitoxinas, € um indicativo de que em
algum momento da sua historia evolutiva, a linhagem M. aeruginosa SPC777 continha o
agrupamento sxt e produzia saxitoxinas. Neste caso, a necessidade de producdo de toxinas
PSP e a vantagem adaptativa que seria conferida ao organismo produtor seriam 0s principais
fatores norteadores da producdo de tais toxinas na natureza. Atualmente, sé foram
completamente caracterizados 0s agrupamentos génicos sxt em cinco linhagens de
cianobactérias filamentosas, sendo que cada caso apresenta suas particularidades. Por
exemplo, o nimero de genes envolvidos pode variar de 21 (R. brookii D9, STUCKEN et al.,
2010) a 36 (L. wollei str. Carmichael/Alabama, MIHALI;,CARMICHAEL; NEILAN, 2011).
Alem disso, diferentemente do observado no caso da microcistina, os genes flanqueadores do
agrupamento génico sxt ndo sdo 0s mesmos para todos 0s poucos casos ja descritos. Ainda
assim, similaridade com alguns dos genes flanqueadores descritos para outras linhagens
(ompR, glmU, as transposases insA, insAB, insB e a familia conservada de transposases 154)
foi observada para a linhagem M. aeruginosa SPC777.

E importante ressaltar que duas cianobactérias filamentosas produtoras de saxitoxinas,
C. raciborskii T3 e R. brookii D9, cujos agrupamentos sxt ja sdo conhecidos, foram isoladas
da mesma represa que aM. aeruginosa SPC777 (Billings, SP, Brasil), ainda que delocais
diferentes. A linhagem SPC777 foi isolada do brago Riacho Grande (SANT’ANNA et al.,

2011), enquanto as outras duas cianobactérias produtoras de saxitoxinas foram isoladas do
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brago Taquacetuba (LAGOS et al., 1999; STUCKEN et al., 2009).Esses trés géneros de
cianobactérias sdo planctdnicos e se locomovem nos ambientes aquaticos, principalmente pela
influéncia dos ventos e das correntezas; assim, a proximidade geografica pode ter
possibilitado a transferéncia lateral de genes e talvez isso possa explicar a origem de genes sxt

na M. aeruginosa SPC777.

5.4 Caracterizacdo do agrupamento génico da microcistina

A montagem e anotacdo do agrupamento génico envolvido na biossintese de
microcistinas produziu uma sequéncia consenso, tendo na extremidade 3’ o gene umal e na
5’0 gene dnaN. Flanqueados por esses dois genes estdo outros dez, mcyA — mcyJ. Com 0s
genes flanqueadores, a sequéncia do agrupamento génico tem o tamanho 58.565 pb. Porém, se
forem analisados somente osgenes mcy, o tamanho fica sendo 54.421 pb. A porcentagem GC
do agrupamento génicomcy foi calculada em 39,1 %. No caso de cada gene individualmente,

o0 conteido GC é apresentado naTabela 12.

Tabela 12 - Porcentagem GC de cada genedo agrupamento génico mcyda
M. aeruginosa SPC777 e dos seus dois genes flanqueadores

Gene Conteudo GC (%)
umal 45,7
mcyA 40,7
mcyB 38,9
mcyC 37
mcyD 39,7
mcyE 39,5
mcyF 37,2
mcyG 38,3
mcyH 35,7
mcyl 39,4
mcyJ 39
dnaN 45,1

Apds os alinhamentos recursivos utilizando o programa CLC Bio, quase todas as

lacunas foram preenchidas, restando somente duas dentro da sequéncia do gene mcyC e uma



94

entre 0 gene flanqueador dnaN e a sequéncia do gene mcyJ. Esta Gltima lacuna ndo foi
elucidada, enquanto aquelas do gene mcyC foram resolvidas com construcéo de iniciadores e
amplificacdo por PCR.

5.4.1 Organizagao dos genes envolvidos na biossintese de microcistina

A analise da estrutura organizacional dos dez genes (mcyA — mcyJ) envolvidos na
biossintese de microcistinas na linhagem brasileira M. aeruginosa SPC777 mostrou 0 mesmo
padrdo descrito para as linhagens M. aeruginosa NIES-843 (KANEKO et al.,, 2007) e
M. aeruginosa PCC7806 (TILLETT et al., 2000). Esses genes estdo organizados em dois
operons, que se encontram separados por uma regido promotora bidirecional (Figura 17). Um
operon é composto pelos genes mcyA, mcyB e mcyC. O gene mcyA tem 8.364 pb e se localiza
a 116 pb deuma das extremidades da regido promotora. O gene mcyB se localiza 15 pb ap6s
mcyA e tem 6.381 pb. Os 4 ultimos nucleotideos da sequéncia de mcyB se sobrepbem aos 4
primeiros nucleotideos (ATGA) do gene mcyC, que tem 3.876 pb.

Em sentido oposto ao operonmcyA-C, encontra-se 0 operon mcyD-J, com inicio no gene
mcyD (11.706 pb) a 103 nucleotideos de distancia da regido promotora. Em seguida,
166 nucleotideos apds o gene mcyD estd o gene mcyE, com 10.350 pb. O operon continua
com o gene mcyF (756 pb) situado 130 pb apds o gene mcyE. Seguindo praticamente a mesma
distancia entre genes (131 pb), esta localizada a sequéncia do gene mcyG, com 7.899 pb. A
sequéncia continua com os genes mcyH (1.758 pb), mcyl (1.014 pb) e mcyJ (846 pb), com as
distancias 82 pb entre mcyG e mcyH, 38 pb entre mcyH e mcyl e 166 pb entre mcyl e mcyJ.

Nas extremidades do agrupamento génico mcy de M. aeruginosa SPC777 encontram-se
0s genes umal (2.052 pb) e dnaN (1.149 pb). O gene umal se encontra a 312 pb de distancia
do gene mcyC. Apesar de ainda existir uma regido de lacuna ndo elucidada entre os genes
mcyJ e dnaN, a distancia estimada entre estes genes, de acordo com alinhamento com o

agrupamento génico de M. aeruginosa NIES-843, ¢é de 558 pb.
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Figura 17— Organizagdo estrutural do agrupamento génico mcy no genoma daM.
aeruginosa SPC777 em comparacdo com outras linhagens produtoras de microcistina e
nodularina. Os modulos de NRPS e PKS sdo representados em azul escuro e azul claro,
respectivamente. Em vermelho, estdo representados 0s genes responsaveis pelo transporte da
microcistina e em verde, as enzimas finalizadoras
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Como se observa na Figura 17, a ordem dos genes mcy na linhagem M. aeruginosa
SPC777 segue o observado para as demais linhagens do género Microcystis que tém seu
agrupamento génico completamente descrito. Os demais géneros representados nesta figura
diferem com relacdo a organizacdo e ao sentido de transcricdo dos genes, sendo que a ordem
observada para 0s genes mcyG a mcyl e mcyA a mcyC em Anabaena sp. 90 é colinear com a
estrutura da molécula de microcistina, segundo Rouhiainen et al. (2004).0 agrupamento
génico de P. agardhii NIVA-CYA 126/8 apresenta diferengas significativas, como a auséncia
dos genes mcyF e mcyl, observados para as demais cianobactérias produtoras de

microcistinas.
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5.4.2 Andlise de similaridade e arvores filogenéticas

As enzimas codificadas pelos genes mcyda linhagem M. aeruginosa SPC777
apresentam maior similaridade (91-99 %) com aquelas das outras linhagens de M. aeruginosa
(Tabela 13). Consequentemente, a arvore filogenética concatenada das enzimas McyA-J
(Figura 18) e as arvores filogenéticasdas enzimas individuais (Anexo B)agrupam todas as
sequéncias do género Microcystis proximas umas das outras. A origem dos genes das toxinas
conhecidasproduzidas porcianobactérias tem sido discutida em literatura, porém para a
microcistina é cada vez mais aceita a hipdtese de que o agrupamento génico tenha origem
ancestral e que as linhagens ndo-toxicas tenham se originado por delecdo de genes ou
fragmentos dos mesmos, ou pela inativacdo destes decorrente de inser¢do de elementos em
sua sequéncia (RANTALA et al., 2004; MOFFITT; NEILAN, 2004; DITTMANN;FEWER,;
NEILAN, 2012; CHRISTIANSEN et al., 2008). A ampla distribuicdo das linhagens toxicas,
isoladas de reservatorios de diversos paises, o fato de serem conhecidas linhagens de diversos
géneros cianobacterianos produtores de microcistinas, o grande ndmero de variantes
estruturais desta toxina que podem ser produzidos e o fato de a filogenia dos genes mcy estar
geralmente de acordo com a dos genes constitutivos corroboram a hipdtese da origem
ancestral do agrupamento génico mcy como alternativa a hipdtese de distribuicdo dos genes
mcy por transferéncia horizontal de genes. Ainda assim, existem estudos relatando a
possibilidade de recombinacdo (TANABE et al., 2009) no agrupamento génico mcye até

mesmo a transferéncia desses genes por conjugacdo (NAKASUGI et al., 2007).
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Tabela 13- Comparacdo da similaridade (%) das sequéncias de aminoacidos das
enzimas envolvidas na biossintese de microcistina na linhagem M. aeruginosa SPC777 com
as sequéncias de outras cianobactérias produtoras de microcistinas e a linhagem N.spumigena
NSOR10, produtora de nodularina

Enzimas M. aeruginosa M. aeruginosa  Anabaena I\llj If‘/gAarcd::]('"A N. spumigena
PCC 7806 NIES-843 sp. 90 126/8 NSOR10
McyA 96 98 68 64 50 (NdaA)
McyB 91 98 71 68 -
McyC 97 97 74 77 75 (NdaB)
McyD 98 97 69 74 67 (NdaD)
McyE 98 98 75 80 75 (NdaF)
McyF 97 95 70 - 77 (NdaG)
McyG 98 9% 71 76 71 (NdaC)
McyH 98 95 71 79 72 (Ndal)
Myl 98 98 74 - 72 (NdaH)
McyJ 99 98 82 87 82 (NdaE)

(-)Gene ausente. Entre parénteses, ap0s os valores de similaridade obtidos com relacdo a linhagem de
N. spumigena, encontram-se 0s nomes dos produtos génicos cuja funcdo na biossintese da nodularina é
correspondente a de cada produto génico Mcy.

1007 — Microystis aeruginosa SPC777
100/ L— Microcystis aeruginosa PCC 7806
100 Microcystis aeruginosa NIES-843
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126-8
Anabaena sp. 90

Nodularia spumigena NSOR10

N
0.05

Figura 18— Arvore filogenética (Méaxima Verossimilhanca) concatenada da sequéncia
de aminoécidos dos produtos génicos McyA-McyJ. Os valores de reamostragem maiores que
50 % sdo apresentados.
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5.5 Amplificagédo por PCR e sequenciamento de genes sxt

5.5.1 Gene sxtA

O conjunto de iniciadoressxtA-F e sxtA-R, desenhado neste estudo e tendo como alvo
uma regido do gene sxtA, amplificou com sucesso um fragmento génico de 201 pb da
linhagem Cylindrospermopsis raciborskii T3 (controle positivo de amplificacdo), o qual
apresentou 100 % de identidade com os nucleotideos na posicdo 843 a 1044 da sequéncia
completa desse gene publicada por Kellmann et al. (2008b). Desta forma, foi confirmada a
eficacia dos iniciadores desenhados.

A sequéncia completa do gene sxtA nas linhagens que ja tém o agrupamento génico sxt
caracterizado varia de 3705em D. circinale AWQC131C (MIHALI; KELLMANN; NEILAN,
2009) a 3.738 pb em R. brooki D9 (STUCKEN et al., 2010) e C. raciborskii T3
(KELLMANN et al., 2008a).Em M. aeruginosa SPC777, foi amplificada uma sequéncia de
201 pb que apresentou 100% de identidade com regibes homologas das cianobactérias
produtoras de saxitoxinas C. raciborskii T3 e R. brookii D9 que, assim como aM. aeruginosa
SPC777, como citado anteriormente, também foram isoladas da represa Billings (Tabela 14).

A regido amplificada com os iniciadores sxtA-F e sxtA-R € parte de uma sequéncia
correspondente ao dominio AONS (8-amino-7-oxononanoatosintase amidinotransferase) do
complexo enzimatico SxtA, conhecido como SxtA4, sugerido como sendo uma enzima com
atividade de uma aminotransferase classe 1l (KELLMANN et al., 2008a). Em cianobactérias,
0 gene sxtA codifica uma policetideo sintase, composta por quatro dominios (SxtAl, SxtA2,
SxtA3 e SxtA4) e realiza a primeira etapa da sintese desaxitoxinas (KELLMANN et al.,
2008a). A sequéncia de reacBGes previstas da SxtA, baseada na sua estrutura primaria, é
catalisar o carreamento da proteina carreadora de acila (ACP) com o acetato da acetil-CoA,
seguida pela metilacdo da acetil-ACP, convertendo-a em propionil-ACP. O dominio da
aminotransferase (SxtA4) executa entdo uma condensacgéo de Claisen entre o propionil-ACP e
a arginina.Moustafa et al. (2009) observaram que 0 sxtA é composto por duas regides
proteicas de origens distintas. Na regido N-terminal, os primeiros cerca de 800 aminoacidos
apresentam similaridade com uma PKS da deltaproteobactéria Myxococcus xanthus, contendo
um dominio de acil-CoA N-aciltransferase e um de ligacdo a fosfopanteteina (PP). Ja no C-
terminal, os cerca de 390 aminoacidos sdo similares a uma aminotransferase classe I ou Il de
actinobactérias como Frankia sp. Em cianobactérias, esses dois grupos protéicos de origem

diferente se fundiram, formando um sé complexo enzimatico (SxtA). Em dinoflagelados,
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esses dominios também aparecem fundidos (STUKEN et al., 2011; HACKETT et al., 2013).
Em seu estudo sobre a origem de genes sxt em dinoflagelados, Hackett et al. (2013)

observaram que o grupo C-terminal, correspondente a aminotransferase, s6 foi encontrado nas

espécies toxicas do dinoflagelado A. tamarense. Nesse contexto, partindo do principio que

isso também seja valido para cianobactérias, a regido identificada e sequenciada no genoma

de M. aeruginosa SPC777, embora corresponda a apenas cerca de 5 % do tamanho inteiro do

gene sxtA, indica a presenca da aminotransferase especifica para sintese de saxitoxinas.

Tabela 14— Similaridade da sequéncia de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) obtida
para um fragmento do gene sxtA da linhagem SPC777 em relacdo a outras encontradas no

banco de dados do NCBI

) Sequéncia % ldentidade % Similaridade
Linhagem (acesso no NCBI)
completa (pb)  (cobertura) (nt) (cobertura) (aa)
C. raciborskii CENA 302 (JX175236.1) _ 99 (100) 98 (98)
C. raciborskii CENA 303 (JX175237.1) _ 99 (99) 98 (98)
R. brookii D9 (NZ_ACYB01000035.1) 3738 100 (100) 100 (100)

C. raciborskii T3 (DQ787200.1) 3738 100 (100) 100 (100)
Scytonema sp. UCFS16 (JQ182303.1) _ 92 (100) 95 (100)
Scytonema sp. UCFS15 (JQ182302.1) _ 93 (100) 95 (100)
Scytonema sp. UCFS10 (HM629429.1) _ 95 (73) 91 (84)

D. circinale AWQC150E (HQ338477.1) _ 93 (100) 92 (100)
D. flos-aquae ANA311E (HQ157701.1) _ 93 (100) 92 (100)
D. circinale AWQC131C (DQ787201.1) 3705 93 (100) 92 (100)
D. circinale AWQC118C (HQ338474.1) _ 93 (100) 92 (100)
Aphanizomenon sp. NH-5 (EU603710.1) 3705 93 (100) 92 (100)
L. wollei (EU603711.1) 3732 91 (100) 89 (100)

L. wollei str. Carmichael/Alabama
3732 91 (100) 89 (100)
(HQ682082.1)
A. fundyense CCMP1719 (JF343239.1) 3846 * 39 (100)

*Q alinhamento ndo foi possivel.
(-) Auséncia da informacdo no GenBank.

A filogenia da sequéncia parcial de aminoacidos SxtA obtida para a cianobactéria

estudada em relacdo a outras sequéncias dessa enzima encontradas no banco de dados de

aminoacidos do NCBI é ilustrada na Figura 19.
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Microcystis aeruginosa SPC777
Raphidiopsis brookii D9 (ZP 06305237.1)
n Cylindrospermopsis raciborskii CENA303 (AFQ30796.1)
‘LCyIindrospermopsis raciborskii T3 (ABI75094.1)
Cylindrospermopsis raciborskii CENA302 (AFQ30795.1)
[ 1 | Aphanizomenon flos-aquae NH-5 (ACF94633.1)
U Dolichospermum circinale AWQC150E (ACF94634.1)
Dolichospermum circinale AWQC118C (ACF94635.1)
Dolichospermum flos-aquae ANA311E (ADW23147.1)
Dolichospermum circinale AWQC131C (ACF94637.1)
— Scytonema sp. UCFS10 (ADV69112.1)
| Scytonema sp. UCFS16 (AFU76576.1)
| Scytonema sp. UCFS15 (AFU76575.1)
Lyngbya wollei (ACG63826.1)
Alexandrium fundyense (ADY62525.1)

B
0.2

Figura 19— Arvore filogenética  (Méaxima  Verossimilhanca)  deSxtA
(1000 reamostragens). Os valores de reamostragem maiores que 50 % sdo apresentados

A sequéncia parcial SxtA obtida da M. aeruginosa SPC777 se agrupou com sequéncias
de aminoacidos das linhagensC. raciborskiiT3 e R. brookii D9, o que era esperado, uma vez
que a similaridade entre elas foi de 100%. Além disso, outras duas sequéncias de isolados
brasileiros de Cylindrospermopsis (CENA302 e CENA303) também se posicionaram nesse
clado com 71% de reamostragem. A filogenia observada para a regido da aminotransferase
(SxtA4), principalmente o clado contendo aM. aeruginosa SPC777 com representantes de trés
géneros de cianobactérias, sendo inclusive pertencentes a duas diferentes ordens
(Chroococcales e Nostocales), além de todas serem provenientes de reservatorios de agua
brasileiros, sugere a possibilidade do gene sxtA ter sido adquirido por transferéncia lateral. No
entanto, a porcentagem de bases GC na sequéncia obtida para o gene sxtA foi 41,8 % e a
porcentagem de GC da sequéncia obtida até o0 momento para 0 genoma de M. aeruginosa
SPC777 é 43,7 %, portanto um valor proximo ao observado na sequéncia parcial do gene sxtA
e que ndo possibilita a comprovacdo de transferéncia lateral de genes. A linhagem R. brookii
D9, entretanto, possivelmente é uma Cylindrospermopsis raciborskii que foi classificada
erroneamente devido aos diferentes estagios de desenvolvimento desse género (RISSETI,
2012). J& no caso de dois representantes da ordem Nostocales, Aphanizomenon sp. NH-5 e
Dolichospermum circinale AWQC131C, os agrupamentos génicos completos envolvidos na

biossintese de saxitoxinas desses organismos sao altamente similares.
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5.5.2 Gene sxtB

A amplificagcdo por PCR usando os iniciadores sxtB-F e sxtB-R gerou um fragmento
génico de 341 pb, com conteddo GC 44,3 %. Nas linhagens de cianobactérias que ja tiveram
seu agrupamento génico sxt descrito, o tamanho da sequéncia completa do gene sxtBvaria em
até 21 pares de bases, sendo 957 para C. raciborskii T3 (KELLMANN et al., 2008a) e
R. brookii D9 (STUCKEN et al., 2010); 969 pb para A.flos-aqguae NH-5 (MIHALI;
KELLMANN; NEILAN, 2009) e L. wollei (MIHALI; CARMICHAEL; NEILAN, 2011); e
978 pb para D. circinale AWQC131C (MIHALI; KELLMANN; NEILAN, 2009). A
similaridade observada para a sequéncia de nucleotideos e aminoacidos na linhagem M.
aeruginosa SPC777 é exibida na Tabela 15. O dominio sequenciado tem similaridade com
sequéncias de citidina desaminase, o que esta de acordo com a funcéo proposta para a enzima
SxtB por Kellmann et al. (2008b).

Tabela 15— Similaridade da sequéncia de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) obtida
para um fragmento do gene sxtB da linhagem M. aeruginosa SPC777 em relacdo a outras
encontradas no banco de dados do NCBI

) Sequéncia % Similaridade % Similaridade
Linhagem (acesso no NCBI)
completa (pb) (cobertura) (nt) (cobertura) (aa)
C. raciborskii CENA302 (JX175234.1) _ 99 (94) 99 (94)
C. raciborskii T3 (DQ787200.1) 957 99 (94) 99 (94)
C. raciborskii CENA303 (JX175235.1) _ 98 (75) 98 (74)
R. brookii D9 (NZ_ACYB01000035.1) 957 99 (94) 99 (94)
L. wollei (EU603711.1) 969 87 (94) 84 (94)
D. circinale AWQC131C (DQ787201.1) 978 86 (94) 84 (94)
Aphanizomenon sp. NH-5 (EU603710.1) 969 85 (94) 83 (94)

(-) Auséncia de informacdo no GenBank.

Assim como observado para 0 gene sxtA, a filogenia da sequéncia obtida para sxtB
agrupa a linhagem M. aeruginosa SPC777 com a sequéncia de R. brookii D9 e das linhagens
de Cylindrospermopsis (Figura 20). Neste caso, no entanto, a similaridade entre a sequéncia
de aminoéacidos da M. aeruginosa SPC777 e as demais linhagens apresenta valores menores

do que o observado para o gene sxtA.
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Cylindrospermopsis raciborskii CENA302 (AFQ30793.1)
99 Cylindrospermopsis raciborskii T3 (AB175093.1)

Raphidiopsis brookii D9 (ZP_06305238.1)

(Microcystis aeruginosa SPC777

67l Cylindrospermopsis raciborskii CENA303 (AFQ30794.1)
Lyngbya wollei (ACG63827.1)
94 = Aphanizomenon sp. NH-5 (ACG63800.1)
84— Anabaena circinalis AWQC131C (ABI75122.1)

Alivibrio salmonicida LF11238 (CAQ79369.1)

B
0.1

Figura 20— Arvore filogenética (Maxima  Verossimilhanca)  deSxtB
(1000 reamostragens). Os valores de reamostragem maiores que 50 % sdo apresentados

5.5.3 Gene sxtG

Os iniciadores sxtG-F e sxtG-R permitiram a amplificacdo e o posterior sequenciamento
de um fragmento génico de 423 pb, com 44 % de GC. Com excecdo da linhagem R. brookii
D9, a sequéncia completa do gene sxtG nas linhagens produtoras de saxitoxinas apresenta
1134 pb (KELLMANN et al., 2008a; MIHALI; KELLMANN; NEILAN, 2009; MIHALI;
CARMICHAEL; NEILAN, 2011). A identidade de nucleotideos e a similaridade de
aminodacidos obtidas para a sequéncia parcial do genesxtGda M. aeruginosa SPC777 sao
apresentadas na Tabela 16.



103

Tabela 16— Similaridade da sequéncia de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) obtida
para um fragmento do gene sxtG da linhagem M. aeruginosa SPC777 em relacdo a outras
encontradas no banco de dados do NCBI

. Sequéncia % Similaridade % Similaridade
Linhagem (acesso no NCBI)
completa (pb) (cobertura) (nt) (cobertura) (aa)
C. raciborskii T3 (EU629182.1) 1134 100 (100) 100 (99)
R. brookii D9 (ZP_06305234.1) 1005 100 (100) 100 (99)
L. wollei (EU603711.1) 1134 93 (100) 96 (99)
L. wollei str. Carmichael/Alabama
1134 93 (100) 96 (99)
(EU629180.1)
Aphanizomenon sp. NH-5 (EU603710.1) 1134 93 (99) 94 (99)
D. circinale AWQC131C (EU629190.1) 1134 92 (100) 93 (99)
D. circinale AWQC173A (EU629188.1) _ 92 (100) 93 (99)
D. circinale AWQC150E (EU629187.1) _ 92 (100) 93 (99)
D. circinale AWQC134C (EU629186.1) _ 92 (100) 93 (99)
D. circinale AWQC118C (EU629183.1) _ 92 (100) 93 (99)
D. circinale AWQC150A (EU629185.1) _ 92 (100) 93 (99)
D. circinale AWQC283A (EU629189.1) _ 92 (100) 93 (99)
D. circinale AWQC323A (EU629184.1) _ 92 (100) 93 (99)

(-) Auséncia de informagdo no GenBank.

A sequéncia de aminodcidos StxG apresentou similaridade com amidinotransferases
de cianobactérias produtoras de saxitoxinas (Tabela 16), o que esta de acordo com a funcéo
proposta por Kellmann et al. (2008a) para a enzima SxtG: uma amidinotransferase
responsavel pela transferéncia de um grupo amidino de uma molécula de arginina para o
primeiro intermediério formado na biossintese de saxitoxinas por cianobactérias.

A filogenia obtida para a sequéncia parcial de aminoécidos do gene sxtG da
M. aeruginosa SPC777, assim como as dos genes sxtA e sxtB, ficou proximamente
relacionada com as sequéncias homdlogas de SxtG de C. raciborskii T3 e R. brookii D9
(Figura 21).
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Dolichospermum circinale AWQC323A (ACF40770.1)
Dolichospermum circinale AWQC173A (ACF94644.1)
Dolichospermum circinale AWQC118C (ACF94641.1)
97 | Dolichospermum circinale AWQC131C (ACF94645.1)
Dolichospermum circinale AWQC134C (ACF94642.1)
Dolichospermum circinale AWQC283A (ACF40772.1)
Dolichospermum circinale AWQC150E (ACF94643.1)
Dolichospermum circinale AWQC150A (ACF40771.1)
—— Aphanizomenon flos-aquae NH-5 (ACF94639.1)

— Lyngbya wollei Carmichael/Alabama (ACF94638.1)

‘ Microcystis aeruginosa SPC777

55

*99\ Cylindrospermopsis raciborskii T3 (ABI75097.1)
Raphidiopsis brookii D9 (ZP 06305234.1)
Methylocystis sp. ATCC 49242 (ZP 08073851.1)

B
0.05

Figura 21— Arvore filogenética (Maxima Verossimilhanca) deSxtG (1000
reamostragens). Os valores de reamostragem maiores que 50 % séo apresentados

5.5.4 Gene sxtH

O fragmento amplificado com os iniciadores sxtH-F e sxtH-R gerou uma sequéncia de
431 pb (39,4 % GC), correspondente a subunidade terminal maior de uma dioxigenase
fenilpropionato e outras dioxigenases relacionadas, que catalisam a hidroxilagéo de estruturas
quimicas em anel. A sequéncia completa do gene sxtH, de acordo com a literatura, tem entre
1005 pb (C. raciborskii T3 e R. brookii D9 - KELLMANN et al., 2008a; STUCKEN et al.,
2010)e 1029 pb (Lyngbya wollei str. Carmichael/Alabama - MIHALI; CARMICHAEL,
NEILAN, 2011). A comparagdo com o banco de dados de proteinas do NCBI e COG indica
que a funcdo da enzima esta relacionada ao transporte e metabolismo de ions inorganicos.
Esta mesma funcdo foi proposta por Kellmann et al. (2008a) para as enzimas SxtH e SxtT.
Observa-se que 0s genes sxtH e sxtT ndo somente codificam enzimas com fungdo semelhante
entre si como apresentam uma consideravel similaridade em suas sequéncias de nucleotideos
e, consequentemente, aminoacidos. Tal semelhanca foi notada no presente trabalho desde o
alinhamento de sequéncias para o desenho de iniciadores para o gene sxtH, ndo tendo sido
possivel o desenho de iniciadores para a detec¢do do gene sxtT isoladamente. Resultados de
similaridade da sequéncia parcial de aminoacidos do gene sxtH na linhagem M. aeruginosa
SPC777 (Tabela 17) também revelaram similaridade com sequéncias da enzima SxtT (e o
correspondente SxtDIOX em Lyngbya wollei), embora a similaridade seja menor do que para
SxtH.
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Tabela 17— Similaridade da sequéncia de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) obtida
para um fragmento do gene sxtH da linhagem SPC777 em relacdo a outras encontradas no
banco de dados do NCBI. O sinal “-“ indica auséncia da informag&o no GenBank

Linhagem (acesso no NCBI) Sequéncia % Similaridade % Similaridade
completa (pb) (cobertura) (nt) (cobertura) (aa)
Genes sxtH
C.s raciborskii T3 (EU629193.1) 1005 99 (100) 99 (99)
R. brookii D9 (ZP_06305233.1) 1005 79 (42) 99 (99)
L. wollei (EU603711.1) 1029 90 (100) 88 (99)
L. wollei str. Carmichael/Alabama (EU629191.1) 1029 90 (100) 88 (99)
Aphanizomenon sp. NH-5 (EU629192.1) 1020 88 (100) 87 (99)
A. circinalis AWQC131C (EU629194.1) 1020 88 (100) 83 (99)
D. circinale AWQC150E (ACF94653.1) _ _ 69 (99)
D. circinale AWQC118C (ACF94651.1) _ _ 69 (99)
D. circinale AWQC323A (ACF40773.1) _ _ 69 (99)
D. circinale AWQC134C (ACF94650.1) _ _ 69 (99)
D. circinale AWQC173A (ACF94652.1) _ _ 69 (99)

Genes sxtDIOX e sxtT

Lyngbya wollei- SxtDIOX (ACG63835.1) _ 71 (99)
Dolichospermum circinale AWQC131C
_ 69 (99)
(ABI175133.1)
Lyngbya wollei (ACG63840.1) _ _ 70 (99)
Aphanizomenon sp. NH-5 (ACG63810.1) _ _ 69 (99)

Raphidiopsis brookii D9 (ZP_06305225.1) 1005 69 (99)
Cylindrospermopsis raciborskii T3

_ 69 (99)
(ABI75109.1)

(-) Auséncia de informacdo no GenBank.

521 Aphanizomenon flos-aquae NH-5 (ACF94647.1)
(59\* Dolichospermum circinale AWQC131C (ABI175137.1)
| Dolichospermum circinale AWQC150E (ACF94653.1)
F Lyngbya wollei Carmichael/Alabama (ACF94646.1)
[ Microcystis aeruginosa SPC777
93 Raphidiopsis brookii D9 (ZP 06305233.1)
71 Cylindrospermopsis raciborskii T3 (ABI75098.1)
Ktedonobacter racemifer DSM 44963 (ZP_06973992.1)

—
0.2

Figura 22— Arvore filogenética (Méaxima  Verossimilhanca)  deSxtH
(1000 reamostragens). Os valores de reamostragem maiores que 50 % sao apresentados
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5.5.5 Gene sxtl

A presenca de um fragmento do gene sxtl na linhagem M. aeruginosa SPC777 foi
detectada utilizando os iniciadores OCT-F e OCT-R desenhado neste estudo, cujo produto da
PCR foi sequenciado.Foi obtido um fragmento de 884 pb, com contelido GC de 46,3 %. O
gene sxtl foi designado como bom candidato para se investigar o potencial para producédo de
saxitoxinas em cianobactérias (KELLMANN et al., 2008b). Esse gene codifica uma ornitina-
carbamoiltransferase (OCTASE), cuja acdo seria imprescindivel para a formacdo dos
analogos carbamoilados de saxitoxina, como as variantes de goniautoxinas encontradas na
M. aeruginosa SPC777 (SANT’ANNA et al., 2011). Esses mesmos iniciadores foram
utilizados em tentativas sem sucesso de amplificacdo por PCR do gene sxtl na cianobactéria
contaminante da familia Synechococcaceae. Assim, foi excluida a possibilidade desse
contaminante ter sido a cianobactéria produtora das variantes de goniautoxinas.

Os iniciadores Sxtl-F e Sxt1l-R (KELLMANN; MIHALI; NEILAN, 2008b,Tabela 7)
amplificaram um fragmento de 1.536 pb (com 45,4 % de GC) do DNA gen6mico da
M. aeruginosa SPC777, correspondendo a sequéncia quase completa do gene sxtl. Esse gene,
ja caracterizado em outras cianobactérias (R. brookii D9, C. raciborskii T3, Aphanizomenon
sp. NH-5 e D. circinale AWQC131C), possui tamanho de 1839 pb (STUCKEN et al., 2010;
KELLMANN et al., 2008a;MIHALI; KELLMANN; NEILAN, 2009), com excecdo da
Lyngbya wollei, cuja sequéncia do gene sxtl é menor (1071 bp), por ser truncada
(MIHALI;CARMICHAEL; NEILAN,2011).

A identidade obtida para as sequéncias amplificadas com os iniciadores OCT-F/OCT-
R e Sxt1-F/Sxt1-R é apresentada naTabela 18.
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Tabela 18- Similaridade da sequéncia de nucleotideos (nt) e aminoacidos (aa) obtida
para a sequéncia parcial do gene sxtl da linhagem SPC777 em relacdo a outras encontradas no
banco de dados do NCBI

Linhagem (acesso no Sequéncia % Similaridade (nt) % Similaridade (aa)
NCBI) completa (pb) (% cobertura) (% cobertura)
OCT-F + Sxt1-F + OCT-F + Sxt1-F +
OCT-R Sxt1-R OCT-R Sxt1-R
(884 ph) (1536 pb) (294 aa) (511 aa)

Cylindrospermopsis
raciborskii T3 1839 98 (100) 74 (83) 100 (99) 81 (99)
(EU439556.1)

Raphidiopsis brookii D9

(ZP_06305232.1) 1839 97 (48) 75 (99)* 100 (99) 81 (99)

Cylindrospermopsis
raciborskii CENA302 98 (100) 75 (58)* 100 (99) 81 (58)
(JX175232.1)

Aphanizomenon sp. NH-5

(EU603710.1) 1839 87 (100) 76 (98) 94 (99) 82 (99)

Dolichospermum
circinale AWQC283A
(EU439565.1)

87 (100) 76 (99)* 94 (99) 81 (99)

Dolichospermum
circinale AWQC173A
(EU439564.1)

87 (100) 76 (99)* 94 (99) 81 (99)

Dolichospermum
circinale AWQC150E
(EU439563.1)

87 (100) 76 (99)* 94 (99) 81 (99)

Dolichospermum
circinale AWQC134C
(EU439561.1)

87 (100) 76 (98)* 94 (99) 81 (99)

Dolichospermum
circinale AWQC118C
(EU439560.1)

87 (100) 76 (99)* 94 (99) 81 (99)

Dolichospermum
circinale AWQC131C 1839 87 (100) 76 (99)* 94 (99) 81 (99)
(EU439557.1)

Dolichospermum

circinale AWQC323A B 86 (100) 76 (99)* 94 (99) 81 (99)
(EU439562.1)
Cylindrospermopsis
raciborskii CENA303 ~ 97 (64) 73 (36)* 97 (64) 75 (42)
(IX175233.1)
Lyngbya wollei 1071 (truncada) 92 (62) 79 (49) 96 (82) 68 (77)

(EU603711.1)

*Alinhamento possivel somente diminuindo a especificidade (discontiguous megablast).
(-) Auséncia de informacdo no GenBank.

Na tabela acima, pode-se verificar a diferenca de similaridade obtida de acordo com a
utilizacdo dos diferentes conjuntos de iniciadores. Os iniciadores OCT-F/OCT-R
amplificaram uma regido interna do gene sxtl que se mostrou conservada quando a sequéncia
de aminoacidos da M. aeruginosa SPC777 foi comparada a das cianobactérias filamentosas

produtoras de saxitoxinas, com valores de identidade entre 94 e 100 %. Por outro lado,
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quando se analisou a sequéncia de aminodcidos quase completa desse mesmo gene
(amplificada com os iniciadores Sxt1-F/Sxt1-R) no mesmo isolado de Microcystis, os valores
de similaridade mudaram expressivamente em relagdo as linhagens utilizadas para
comparacao, sendo que o valor maximo de similaridade foi reduzido a 82 %. Esse valor de
similaridade foi observado para a sequéncia Sxtl da cianobactéria Aphanizomenon sp. NH-5, a
qual foi isolada da represaGuntersville nos Estados Unidos (CARMICHEL et al., 1997). Isso
mostra a importancia de se realizar comparagdes usando sequéncias as mais completas
possiveis. Além disso, esses resultados sugerem que a OCTASE da M. aeruginosa SPC777
tem uma historia evolutiva diferente das outras até agora conhecidas que estdo envolvidas
com a sintese de saxitoxinas.

Estudos recentes sugerem que 0 agrupamento génico envolvido na biossintese de
saxitoxinas em cianobactérias tenha se originado por intermédio de uma série de eventos de
transferéncia lateral de genes, sendo que dos 26 genes, 17 apresentem origem cianobacteriana
e os demais tenham sido obtidos de outros organismos ou bactérias (MOUSTAFA et al.,
2009). Assim, apds a formacdo do agrupamento génico sxt, este teria sido transferido
verticalmente as geracOes seguintes das cianobactérias produtoras, de forma que as linhagens
ndo-toxicas tenham perdido genes sxt (MOUSTAFA et al, 2009; MURRAY; MIHALLI;
NEILAN, 2011). Essa hipotese € corroborada pelos autores e no presente estudo pela
congruéncia observada para as analises filogenéticas de genes constitutivos e daqueles
envolvidos na biossintese de saxitoxinas.

A filogenia da sequéncia de aminoacidos obtida para a linhagem M. aeruginosa SPC777
como produto da amplificacdo com os iniciadores Sxt1-F/Sxt1-R é ilustrada naFigura 23. A
topologia gerada agrupa as sequéncias em trés clados bem definidos. Ao topo da arvore
filogenética, o primeiro clado agrupa as linhagens produtoras de saxitoxinas. A sequéncia
obtida para a linhagem M. aeruginosa SPC777 formou um ramo independente dentro deste
primeiro clado, proximoas linhagens L. wollei, C. raciborskii T3 e R. brookii D9. O segundo e
o terceiro clados da arvore sdo compostos por sequéncias de enzimas do grupo das OCTASEs,
NodU e CmcH, de cianobactérias dos géneros: Synechocystis, Crocosphaera e Cyanothece
(clado 2) e Synechococcus e Prochlorococcus (clado 3). Até o momento, ndo ha relato de
producédo de neurotoxinas por esses géneros de cianobactérias. A sequéncia da bactéria Gram-

negativa Burkholderia ubonensis foi usada como grupo externo.
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Figura 23— Arvore filogenética da sequéncia de aminoéacidos de Sxtl (Méaxima
Verossimilhanca, 1000 reamostragens). Os valores de reamostragem maiores que 50 % sé&o

apresentados

5.5.6 PCR para a deteccao de sxtN, sxtX, sxtW, sxtV e “sxtOcontext”

N&o houve sinal de amplificacdo em nenhuma das condicGes de PCR testadas para a

deteccdo dos genes sxtN, sxtX, sxtW, sxtV e a sequéncia de insercdo da familia 1S4, situada ao

lado (upstream) do gene sxtO (“sxtOcontext”). O gene SXtN corresponde a uma

sulfotransferase e, portanto, é necessario para a biossintese de goniautoxinas, que sdo 0s

analogos de saxitoxinas produzidos pela linhagem M. aeruginosa SPC777, de acordo com

Sant’ Anna et al. (2011). O gene sxtX é necessario para a biossintese de analogos hidroxilados



110

de saxitoxinas, portanto seria necessario a biossintese de goniautoxinas 1/4. Os genes sxtW e
sxtV estdo envolvidos no transporte de elétrons e acredita-se que auxiliem na regeneracdo das

enzimas SxtH e SxtT a cada ciclo catalitico.

5.5.7 Extenséo dos fragmentos de genes sxt pela técnica “pan-handle”

Os testes de amplificacdo do DNA gendmico da M. aeruginosa SPC777 utilizando os
iniciadores desenhados para a técnica “pan-handle” nao geraram sinal de amplificagdo para os
genes sxt. Em todas as tentativas, somente foi amplificado o DNAr 16S.

Duas hipoteses foram levantadas para a auséncia de sinal de amplificacdo: (1) a disposicao
dos genes sxtna cianobactéria M. aeruginosa SPC777 seria tdo diferente daquela observada
para as outras linhagens produtoras de saxitoxinas que a distancia entre 0s genes buscados
seria demasiadamente grande, o que inviabilizaria as tentativas de amplificacdo por PCR; ou
(2) em condicbes de cultivo, em meio de cultura contendo fésforo (ASM-1), ocorreu a
proliferacdo de células que ndo apresentavam o agrupamento génico sxt e, depois de inimeras
geracdes, as células que ndo continham o agrupamento génicosxt predominaram. Assumindo-
se a possibilidade da hipotese 1, foram utilizados programas de ciclagem térmica com
temperatura de anelamento dos iniciadores tdo baixas quanto 40 °C (mais de 10 °C abaixo da
Tm estimada pela ferramenta NetPrimer) e um longo periodo (4 a 4,5 minutos) de extenséo
dos fragmentos amplificados a cada ciclo de PCR. Ainda assim, ndo foi observado nenhum
sinal de amplificacdo apds estes testes. Portanto, a segunda hipétese foi testada por intermédio
das reagOes de PCR utilizando os iniciadores OCT-F/OCT-R e Sxt1-F/Sxt1-R, que haviam
sido previamente utilizados no Brasil em diferentes in6culos de M. aeruginosa SPC777, tendo
gerado resultado positivo de amplificacdo em todos os casos. Neste caso, porém, ndo foi mais
verificado nenhum sinal de amplificacdo. Apesar de haver a possibilidade de a auséncia de
amplificacdo dos genes sxt ter se devido a algum inibidor nas reagdes de PCR, existe também
a possibilidade de que as células cianobacterianas ndo continham o gene sxtl e, possivelmente,
0s outros genes sxt.Nesse sentido, o que ja foi relatado para microcistinas talvez também seja
valido para saxitoxinas, conforme exposto a seguir. A presenca de linhagens de Microcystis
produtoras e ndo produtoras de microcistina geralmente co-existe em muitos corpos d’agua
(JOUNG et al., 2010; DAVIS et al., 2009; WELKER et al., 2003; YOSHIDA et al., 2007).
Algumas linhagens néo toxicas isoladas ndo apresentam os genes mcy (TILLETTet al., 2001;
BAKERet al.,2002; DE ROS et al., 2012) ou so incapazes de expressa-los(KAEBERNICKet

al., 2001). Kurmayer e Kutzenberger (2003) estimaram que a proporcao de genotipos toxicos
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dentro de col6nias de Microcystisfoi de 1 % - 38% numa amostra coletada no lago Wannsee
(Alemanha), enquanto que no lago Mikata (Japdo) genétipos potencialmente tdxicos
formavam 0,5 % - 35% do total da populacdo de Microcystis, o que foi positivamente
relacionado com a concentracéo de nitrato (YOSHIDA et al., 2007). Em um estudo conduzido
em laboratdrio, foi relatado o aparecimento de duas subculturas ndo-toxicas de Microcystis
que surgiram a partir de dois isolados independentes de culturas toxicas (SCHATZ et al.,
2005). Analises deSouthern blotmostraram que nas duas linhagens néo tdxicasfaltavampelo
menos 34kbdoagrupamento génico mcy.Além disso, Kardinaal et al. (2007) realizaram um
experimento de competicdo por luminosidade utilizando quatro linhagens de Microcystis,
sendo duas produtoras de microcistina e duas ndo produtoras. Os resultados de seus
experimentos demonstraram que as linhagens ndo-toxicas sempre prevaleciam em relacdo as
toxicas, mesmo quando os experimentos ofereciam uma grande vantagem inicial as linhagens
toxicas. Esses dados estdo de acordo com alguns estudos que verificaram uma maior de
producdo de microcistinas no inicio de floragcbes de Microcystis, em relacdo a fase de maior
multiplicacdo das células (JANSE et al., 2004; WELKER et al., 2003). Um estudo realizado
porWelker et al.(2003)mostrou que o isolamento de M. aeruginosa em meio de
culturasélidoselecionoupara linhagensndo toxicas, enquanto que o meio liquidofavoreceu as
linhagens produtoras de toxina. Assim, as diferentes técnicas de isolamento e de
cultivopodem selecionarparalinhagens toxicasoundo tdxicasdeM. aeruginosa.

Diversas outras possibilidades foram cogitadas para se tentar compreender uma possivel
perda dos genes sxt, dentre elas a hipdtese de que os genes tenham sido perdidos ap6s ataque
por virus cian6fago. Nesse sentido, uma busca com a ferramenta virtual CRISPR Finder
(http://crispr.u-psud.fr/Server/) revelou a presenca de pelo menos dois locos de CRISPR, com
sequéncias de repeticdes tendo 36 a 37 pb e (intercaladas com as repeticdes) 4 sequéncias de
“espagadores” (referentes a sequéncia do DNA exdgeno) de tamanho entre 34 e 40 pb. Além
disso, com a andlise do relatorio de BlastX apds o sequenciamento do genoma por SOLID, foi
possivel a deteccdo de contigs referentes a proteinas associadas ao sistema de CRISPR, a
saber: Casl, Cas2, proteina do grupo das DEAD/DEAH helicases (familia das Cas3), Casbe,
Cas6, Cscl, RAMP Crm2, Csc2, Cmr3, RAMP Cmr4 e Cmr6. Ainda assim, sem o0
conhecimento de qual regido do genoma era ocupada pelos genes sxt encontrados no inicio
deste projeto, ndo € possivel afirmar que a perda destes genes tenha sido causada de fato por
infeccdo de cianofagos.

A producdo de saxitoxinas pela M. aeruginosa SPC777 foi descrita em 2011

(SANT’ANNA et al., 2011) e alguns genes envolvidos na biossintese dessa toxina foram
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detectados e sequenciados neste estudo. Entretanto, na analise quimica ndo foi verificada a
producdo dessa toxina, conforme mencionado abaixo. A necessidade de producdo dessa
toxina pela célula cianobacteriana, ou seja, suafuncdo, ndo estd esclarecida. Talvez os
resultados contraditorios referentes a essa linhagem quanto a producéo de saxitoxinas possam
ser explicados quando a fungé@o dessa molécula for desvendada. Alguns estimulos ambientais
existentes na represa Billings podem ter favorecido a proliferacdo de células de M. aeruginosa
SPC777 produtoras de saxitoxinas, garantindo uma maior vantagem competitiva decorrente
da producdo de outro tipo de toxina além das microcistinas, cuja producdo também foi
detectada nesta linhagem. Em 2004, Frangopulos e colaboradores verificaram que algumas
linhagens de dinoflagelados do género Alexandrium apresentavam menor capacidade
competitiva em condi¢cbes de cultivo com limitacdo de fésforo e que tais linhagens eram
justamente as que produziam saxitoxinas em alta quantidade. Os resultados desse estudo
sugerem que a producdo de saxitoxinas por estes dinoflagelados provavelmente néo
representava uma demanda energética grande por parte das linhagens toxicas e que, desta
forma, poderia compensar a sua desvantagem competitiva por prejudicar a alimentacdo das
linhagens ndo-toxicas. De acordo com esta hipoOtese, Castro et al. (2004) verificaram um
aumento na producdo de saxitoxinas pela cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii C10
em condicdes de baixa temperatura (19 °C), sendo que a taxa de crescimento diminuiu nessas
condigdes. Por outro lado, em Aphanizomenon sp. LMECYA 31, a producdo se mostrou mais
elevada em temperatura de cultivo relativamente alta (28 °C) (DIAS; PEREIRA; FRANCA,
2002).

Além da possibilidade de oferecer uma vantagem competitiva, Pomati et al. (2004)
sugeriram um papel na homeostase celular das cianobactérias produtoras de saxitoxinas, uma
vez que estas atuam sobre canais de sodio. Estes autores verificaram uma correlagdo positiva
entre a producdo de saxitoxinas e a concentragdo de NaCl do meio. Ainda outros fatores
ambientais, como intensidade luminosa (CARNEIRO et al., 2009) e disponibilidade de
nitrogénio (YUNES et al., 2009) j& foram relatados como influenciando a producdo de

saxitoxinas.



113

5.6 Analises quimicas de microcistinas e saxitoxinas

Em publicacdo anterior (SANT’ANNA et al., 2011) foi detectada a producéo de [L-ser’]
microcistina-RR e goniautoxinas 1, 2, 3 e 4 em extratos deM. aeruginosa SPC777. As
analises realizadas envolveram HPLC-FLD (“HPLC-Fluorescent Detection on Line”) e
HPLC-MS. No presente trabalho, foram repetidas analises de HPLC e HPLC-MS/MS com o

objetivo de confirmar se a linhagem em questdo continuava a produzir tais toxinas.
5.6.1 HPLC

As saxitoxinas geram picos visiveis no HPLC quando sdo derivatizadas, o que pode ser
feito por dois tipos de oxidacdo: utilizando peroxido ou periodato (LAWRENCE;
NIEDZWIADEK; MENARD, 2005). Segundo os autores, as saxitoxinas hidroxiladas
(neosaxitoxina, toxina B2, goniautoxinas 1 e 4, toxinas C3 e C4) sb podem ser visualizadas
mediante oxidacéo utilizando periodato; ja as ndo-hidroxiladas (saxitoxinas, goniautoxinas 2 e
3, toxina B1, toxinas C1 e C2, descarbamoilsaxitoxina, descarbamoilgoniautoxinas 2 e 3) em
alguns casos podem até gerar picos apds a oxidagdo com periodato, porém sdo mais
claramente visualizadas se a oxidacdo for feita com perdxido. Portanto, os dois tipos de
oxidacdo foram testados para as amostras em anélise.

Algumas amostras analisadas por HPLC apresentaram picos aproximados aos dos
padrdes testados; entretanto, nenhuma apresentou exatamente o mesmo perfil cromatogréfico
(Tabela 19). Portanto, nédo foi possivel confirmar a producédo de saxitoxinas pela cianobactéria
M. aeruginosa SPC777. Uma limitacdo da técnica de HPLC est4d no fato de haver a
necessidade do uso de padrbes para a comparagdo com 0S picos obtidos para as amostras.
Assim, caso a linhagem estudada estivesse produzindo algum anélogo de saxitoxina para o
qual ndo houvesse padrdo, esse fato ndo seria conhecido. Portanto, a analise em HPLC-MS,

cujos resultados sdo descritos adiante, foi necessaria.
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Tabela 19— Tempos de retencdo obtidos para as amostras analisadas por HPLC

Ensaio 1
Amostra (cultivo / extragéo) Picos (tempos de retencéo) Oxidacéo
Padrdo STX 12.659/13.866 / 20.393 Perdxido
Padrdo GTX 2 8.690/22.407 / 23.319 Perdxido
ASM-1 / &cido acético 28.361 Peroxido
ASM-1/ HCI 26.449 / 28.368 Peroxido
JM/ HCI 15.782 / 26.468 / 28.385 Perdxido

Ensaio 2
Amostra (cultivo / extragéo) Picos (tempos de retencgéo) Oxidagédo
Padrdo GTX3 15.980 Periodato
Padrdo GTX1/4 5.537/8.643/22.957 Periodato
JM/ HCI 26.241/28.169 Periodato
JM / &cido acético 5.773/28.176 Periodato
BG / HCI 15.578 / 16.588 / 28.203 Periodato
BG / &cido acético 28.195 Periodato
ASM-1/ HCI 26.277/28.184 Periodato

Ensaio 3
Amostra (cultivo / extragéo) Picos (tempos de retencéo) Oxidacéo
Padrdo GTX 1/4 5.597/8.250/16.033 Periodato
Padrédo GTX 3 23.171 Perdxido
BG / acido acético 28.352/33.371 Perdxido
BG / HCI 15.773/16.860 / 28.402 Perdxido
JM / &cido acético 28.387 Perdxido
ASM-1 / acido acético 5.834/28.385 Periodato

5.6.2 Anélise por HPLC-MS/MS

Na analise por HPLC-MS/MS, assim como observado por HPLC, ndo foi detectada a
producdo de nenhum analogo de saxitoxina. Em relacdo as variantes de microcistina, a analise
por HPLC-MS revelou o ion m/z1036 (Figura 24), que corresponde a microcistina-YM
(BOTES, 1985).
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Figura 24— Espectro de massas em modo full scando extrato referente ao cultivo em
ASM-1, com destaque para 0 ionm/z 1036

A fragmentacdo do ion m/z 1036 foi realizada para a confirmacéo de que tal molécula se
tratava de uma microcistina. A andlise da fragmentacdo do ion m/z 1036 sugere que este
realmente se trata de uma variante de microcistina, uma vez que foram identificados os ions
m/z135, 213e 375 (Figura 25). O ion m/z 135 corresponde a um fragmento da cadeia lateral do
aminoacido Adda. Este é o ion caracteristico da fragmentacdo demicrocistinas (FRIAS et al.,
2006). O ionm/z 375 corresponde ao fragmento Adda’-Glu—MeDha + H e, por fim, o ion
m/z213 corresponde a Glu—MeDha + H, sendo Adda’ referente a parte central do Adda e Me
uma amino-metilagdo (WELKER et al., 2006). Além disso, é indicado na Figura 250ion

m/z1018, que corresponde a perda de agua pela molécula de m/z 1036.
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O espectro obtido nesta primeira analise e a constatacdo de que o agrupamento génico
mcy se encontra completo em M. aeruginosa SPC777 indicam que esta linhagem né&o perdeu a
capacidade de producdo de microcistinas, apesar de varios anos de manutencdo em
laboratdrio. Experimentos adicionais, como anélise por espectroscopia de RMN (ressonancia
magnética nuclear), poderdo caracterizar com maior preciséo qual é a variante de microcistina
que esta sendo produzida.

Existem aproximadamente 90 variantes estruturais de microcistina descritas, as quais
possuem em comum a estrutura ciclica bp-Ala-L-X-D-MeAsp-L-Z-Adda-b-Glu-Mdha, onde
Adda é o acido 3-amino-9-metoxi-2-6,8-trimetil-10-fenil-4,6-decadiendico, pb-MeAsp é o
acido 3-metil-aspartico, Mdha € N-metildeidroalanina e L-X e L-Z sdo posicdes de
aminoacidos variaveis que contribuem para as diferentes isoformas (HONKANEN et al.,
1990; RINEHART; NAMIKOSHI; CHOI, 1994). A producdo de varias isoformas de
microcistinas por uma unica linhagem de Microcystis é comum (WELKER et al., 2006).
Neste estudo, somentea produgdo da variante microcistina-YM foi detectada, embora no
estudo anterior (SANT’ANNA et al., 2011) a variante encontrada tenha sido [L-ser’]
microcistina-RR. Este fato pode ter sido decorrente da quantidade de toxinas produzidas e
passiveis de serem detectadas, ou seja, essa linhagem pode estar produzindo essas duas
variantes, mas as concentragdes variaram de acordo com as condigdes de cultivo. Além disso,
as diferencas nas condi¢des de cultivo podem ter seleciondo para a producdo especifica de
outra variante. Fato semelhante j& foi descrito para a linhagem M. aeruginosa NPLJ-4, cujo
cultivo em diferentes meios resultou na producdo de diferentes variantes de microcistinas
(ALVES, 2011).
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, foram caracterizados pela primeira vez alguns genes envolvidos na
biossintese de saxitoxinas em uma cianobactéria unicelular. A deteccdo de cinco genes sxt
apresentando alta proximidade filogenética com outros genes sxt de linhagens produtoras de
saxitoxinas € um indicativo de que em algum momento de sua historia evolutiva, a linhagem
Microcystis aeruginosa SPC777 produziu esta toxina e corrobora com os dados publicados
anteriormente com relacdo a producdo de analogos de saxitoxinas nesta linhagem. Além
disso, os dados obtidos neste estudo permitem realizar inferéncias sobre a evolucdo dos genes
sxt nesta linhagem, sugerindo mais fortemente uma origem ancestral do que a possibilidade de
transferéncia horizontal. A producdo de saxitoxinas, entretanto, ndo foi detectada, o que era
esperado, uma vez que somente cinco genes sxt foram encontrados e, diante do que se
conhece atualmente, sdo necessarios no minimo 21 genes sxt (comoem Raphidiopsis brookii
D9) para ocorrer a producao da toxina.

A alta proximidade filogenética e a similaridade da organizacdo estrutural do
agrupamento génico mcy observados para a linhagem brasileira M. aeruginosa SPC777 em
relagdo as outras linhagens de M. aeruginosa indicam também uma origem ancestral deste
agrupamento génico, sendo este o primeiro agrupamento génico mcy completamente
caracterizado em uma linhagem de M. aeruginosa da América do Sul. A deteccdo da
producéo de microcistina por esta linhagem confirmou sua toxicidade.

Perspectivas futuras incluem novo sequenciamento do genoma da M. aeruginosa

SPC777 e nova tentativa de localizacdo dos genes sxt na sequéncia do genoma completo.
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ANEXOA - Meios de cultura utilizados

Meio de cultura ASM-1 (GORHAM et al.,1964)
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Componentes Concentracéo Final no meio (g.L™)
NaNO; 1,7.107
MgCl,.6H,0 4,1.107
MgS0,4.7H,0 4,9.107
CaCl,.2H,0 2,9.10°
K,HPO, 1,74.10°
Na,HPO,.7H-0 2,66.10°
H3BO; 2,48.10°
MnCl,.4H,0 1,39.10°
FeCl;.6H,0 1,08.10°
ZnCl, 3,35.10*
CoCl,.6H,0 1,9.10°
CuCl, 1,4.10%
EDTA.Na, 7.44.10°

Meio de cultura BG-11 (ALLEN,1968)

Componentes Concentragéo Final no meio (g.L™)
NaNO; 15
K,HPO, 4.107

MgS0,.7H,0 7,5.10°

CaCl,.2H,0 3,6.107
Acido citrico 6.10°°
Citrato de amdnio férrico 6.10°°
Na,EDTA 1.10°3
Carbonato de sodio 2.1072
H3;BO; 2,86.10°
MnCl,.4H,0 1,81.10°
ZnS0,.7H,0 2,22.10*
Na,MO,.2H,0 3,9.10*
CuS0,.5H,0 7,9.10°
Co(NO3),.6H,0 4,9.10°

Meio de cultura JM (“Jaworski Medium”, THOMPSON; RHODES; PETTMAN, 1988)

Componentes Concentracéo Final no meio (g.L™)
Ca(NO3),.4H,0 2.107
KH,PO, 1,24.102
MgSO, 5.10°
NaHCO3 1,59.102
EDTAFeNa 2,25.10°
EDTA Na, 2,25.10°
H3BO; 2,48.10°
MnCl,.4H,0 1,39.10°
(NH,) 6M070,4.4H,0 1.10°
Cianocobalamina (Vitamina Byy) 4.10°
Tiamina HCI (Vitamina B,) 2,2.107
Biotina 2,2.107
NaNO; 8.102

Na,HPO,.12H,0 3,6.107
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ANEXO B - Arvores filogenéticas das sequéncias de aminoacidos das enzimas envolvidas na
biossintese de microcistinas em M. aeruginosa SPC777:McyA, McyB, McyC, McyD, McyE,
McyF, McyG, McyH, Mcyl eMcyJ

r Microcystis aeruginosa SPC777
# Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658871.1)
58 Microcystis aeruginosa K-139 (BAA83992.1)
100 1L Microcystis aeruginosa UV027 (AAL82382.1)
Microcystis aeruginosa PCC 7806 (CA090227.1)
———————— Anabaena sp. 90 (AA062586.1)
— Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29797.1)
100 L Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (CAQ48245.1)
Nodularia spumigena (NdaA, AAO64403.1)

100

P
01

Arvore filogenética (Méaxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoacidos de McyAde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.

831 Microcystis aeruginosa SPC777
66— Microcystis aeruginosa UV027 (AAL82383.1)
9 | Microcystis viridis NIES-102 (ABW93505.1)
Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658870.1)
Microcystis aeruginosa K-139 (BAA83993.1)
7100[[ Microcystis aeruginosa PCC 7813 (AAK61390.1)
o5 Microcystis aeruginosa PCC 7806 (CA090226.1 CA090226.1)
60] Planktothrix agardhii 213 (ABW93504.1)
100 |- planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (CAQ48246.1)
L L Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29798.1)
Anabaena sp. 90 (AA062587.1 AAD62587.1)

Nodularia spumigena NSOR10 (NdaA, AAO64403.1)

——

100

0.1

Arvore filogenética (Méaxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoacidos de McyBde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.
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100 — Microcystis aeruginosa PCC 9807 (ZP_18835300.1)
L Microcystis aeruginosa PCC 9443 (ZP_18826019.1)
100 — Microcystis aeruginosa UV027 (AAL82384.1)
[ Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AAF00962.1)
(L Microcystis aeruginosa PCC 7941 (ZP 18830832.1)
79| Microcystis aeruginosa SPC777
94 L Microcystis aeruginosa K-139 (BAA83994.1)
Microcystis aeruginosa PCC 9717 (ZP_18822248.1)
86 | [~ Microcystis viridis NIES-102 (ABW93498.1)
51 Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658869.1)
Planktothrix agardhii 213 (ABW93497.1)
100 UrPlanktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (CAQ48247.1)
g9[ Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29799.1)
62! Planktothrix rubescens No80 (CAG38928.2)
Anabaena sp. 90 (YP_006995590.1)
Nodularia spumigena (NdaB, AAO64402.1)

0.05
Arvore filogenética (Méaxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoacidos de McyCde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.

g4/~ Microcystis aeruginosa SPC777
L Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AAF00959.1)
100/ L Microcystis aeruginosa K-139 (BAB12210.1)
100 Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP 001658874.1)
[ Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (CAQ48241.1)
100 L Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29793.1)
‘ Anabaena sp. 90 (AA062584.1)
Nodularia spumigena (NdaD, AAO64405.1)

0.05

Arvore filogenética (Méaxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoacidos de McyDde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.

78I Microcystis sp. CYN10 (ACJ71241.1)
9}L Microcystis aeruginosa K-139 (BAB12211.1)
5 Microcystis aeruginosa SPC777
Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AAF00958.1)
100 [ Microcystis sp. CYNOG (ACJ71240.1)
100 Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658875.1)
[ Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (CAQ48242.1)
100L Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29794.1)

Anabaena sp. 90 (AA062582.1)
Nodularia spumigena (NdaF, AAO64407.1)

I ——
0.05

Arvore filogenética (Maxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoacidos de McyEde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.
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93— Microcystis aeruginosa SPC777
L Microcystis aeruginosa K-139 (BAB12212.1)
| Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AAF00963.1)
91— Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658876.1)
Anabaena sp. 90 (AA062581.1)

Nodularia spumigena NSOR10 (NdaG, AAO64408.1)

Arvore filogenética (Maxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoécidos de McyFde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.

65/ Microcystis aeruginosa SPC777

641 Microcystis aeruginosa K-139 (BAB12213.1)
100 t Microcystis aeruginosa PCC 7820 (AAX73195.1)

Microcystis aeruginosa PCC 7806 (CA090231.1)
100 Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658877.1)
| Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (CAQ48243.1)
100"Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29795.1)

Anabaena sp. 90 (AA062585.1)

Nodularia spumigena (NdaC, AAO64404.1)

—
0.05

Arvore filogenética (Maxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoécidos de McyGde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.

97— Microcystis aeruginosa SPC777
94f L Microcystis aeruginosa K-139 (BAB12214.1)
Microcystis aeruginosa PCC 7806 (CA090232.1)
L Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658878.1)
| Planktothrix rubescens NIVA-CYA 98 (CAQ48244.1)
100! planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29796.1)
Anabaena sp. 90 (AA062579.1)
Nodularia spumigena (Ndal, AAO64410.1)

100

S —
0.05

Arvore filogenética (Méaxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoacidos de McyHde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % est&@o apresentados em cada no.

{Microcystis aeruginosa K-139 (BAB12215.1)
L Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP 001658879.1)
100[ | Microcystis aeruginosa SPC777

Microcystis aeruginosa PCC 7806 (AAF00955.1)

Anabaena sp. 90 (AA062580.1)
Nodularia spumigena NSOR10 (NdaH, AAO64409.1)

Arvore filogenética (Maxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoécidos de Mcylde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.
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94— Microcystis aeruginosa SPC777
Microcystis aeruginosa K-139 (BAE93151.1)
Microcystis aeruginosa PCC 7806 (CA090234.1)
99 Microcystis aeruginosa NIES-843 (YP_001658880.1)
— Planktothrix agardhii No252 (ABZ02175.1)

100~ Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 (CAD29800.2)
Anabaena sp. 90 (AA062583.1)
Nodularia spumigena (NdaE, AAO64406.1)

100

0.02

Arvore filogenética (Maxima Verossimilhanca) da sequéncia de aminoacidos de McyJde M.
aeruginosa SPC777. Valores de reamostragem acima de 50 % estdo apresentados em cada no.



