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Identificação do gene mcyA em florações naturais de Radiocystis 
fernandoi, em um tributário do reservatório de Rosana, Brasil 
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e Sônia Maria Alves Pinto Prioli 

Universidade Estadual de Maringá, Av. Colombo, 5790, 87020-900, Maringá, Paraná, Brasil. *Autor para correspondência.  
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RESUMO. As cianobactérias são conhecidamente produtoras de toxinas. Dentro de uma 
mesma espécie, podemos encontrar variedades tóxicas e não-tóxicas, impossíveis de 
diferenciação apenas pela morfologia. A principal toxina produzida pelas cianobactérias é a 
microcistina. Esta proteína é biossintetizada por um grupo de genes conhecidos como mcy. 
A detecção destes genes a partir de PCR permite a distinção das variedades tóxicas e não-
tóxicas. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi investigar a ocorrência de florações 
produtoras de toxinas em um rio tributário do reservatório de Rosana, via amplificação do 
gene mcyA por PCR. Foram coletadas duas amostras de água da subsuperfície. As duas 
amostras coletadas no rio do Corvo foram dominadas pela espécie Radiocystis fernandoi e 
apresentaram resultados positivos para a presença do gene mcyA, confirmando o potencial 
tóxico dessa espécie. Os resultados representam alerta sobre a qualidade da água do rio do 
Corvo. A técnica PCR foi eficiente para a rápida detecção de cianobactérias produtoras de 
toxinas, inclusive podendo ser utilizada antes mesmo do agravamento das condições 
ambientais pela produção de toxinas, além de apresentar baixo custo. 
Palavras-chave: cianobactéria, toxina, PCR, Radiocystis fernandoi, mcyA. 

ABSTRACT. Identification of the mcyA gene in natural blooms of Radiocystis 
fernandoi from a tributary of the Rosana reservoir, Brazil. Cyanobacterias are known 
as toxin producers. Within the same species, toxic and non-toxic varieties can be found and 
it is impossible to differentiate them only by morphology. The most important toxin 
produced by cyanobacteria is microcystin. This protein is synthesized by a cluster of genes 
known as mcy. The detection of these genes by PCR allows the differentiation of the 
producing toxin strain from the non-producing toxin strain. Thus, the goal of this work was 
to investigate the occurrence of toxigenic blooms of cyanobacteria in the Corvo River 
through PCR amplification of mcyA gene. For this, two samples of blooms of cyanobacteria 
were collected in Corvo River. Both samples were dominated by Radiocystis fernandoi and 
presented positive results for the presence of the mcyA gene, which may confirm the 
potential toxigenicity for that species. These results are an alert about water quality in the 
Corvo River. Here we demonstrate that amplification of the mcyA gene by PCR is a fast, 
cheap and efficient method for the detection of toxin- producing cyanobacteria. 
Keywords: cyanobacteria, toxins, PCR, Radiocystis fernandoi, mcyA. 

Introdução 

As florações das algas são resultado de interações 
entre fatores físicos, químicos e bióticos, 
caracterizadas por um crescimento explosivo, 
autolimitante e de curta duração dos 
microrganismos de uma ou poucas espécies, 
frequentemente produzindo colorações visíveis nos 
corpos d’água (TORGAN, 1989). 

O gênero colonial Radiocystis, descrito por Skuja 
(1948) pertence à família Synechoccaceae, conforme 
o sistema de classificação de Komárek e Anagnostidis 
(1999). Radiocystis fernandoi Komárek & Komárková-
Legnerová é uma espécie planctônica de ocorrência

 

tropical. Esta espécie foi descrita baseado em 
material de um reservatório mesotrófico localizado 
no Estado de São Paulo, Brasil. Também foi 
encontrada no rio do Corvo, tributário de 
Reservatório de Rosana (rio Paranapanema), durante 
o outono de 2007. Komárek (2003) também 
registrou sua ocorrência na Indonésia, Sri Lanka e 
África do Sul. 

As cianobactérias são conhecidamente 
responsáveis por florações em ambientes de água 
doce e produtoras de cianotoxinas (CARMICHAEL, 
1994), o que pode afetar a biota aquática e terrestre 
(SIVONSEN; JONES, 1999). A toxina mais 



320 Fonseca et al. 

Acta Scientiarum. Biological Sciences Maringá, v. 33, n. 3, p. 319-324, 2011 

importante produzida pelas cianobactérias é a 
microcistina. A microcistina é uma hepatotoxina 
sintetizada por um grupo de dez genes denominados 
de genes da microcistina sintetase ou mcy (A-J), com 
55.000 pares de bases (pb). Os genes mcyA e mcyD 
estão diretamente ligados na biossíntese da 
microcistina (TILLETT et al., 2000). 

As hepatotoxinas têm efeito na inibição das 
fosfatases e representam um sério risco de 
intoxicação humana, agindo na promoção de 
tumores hepáticos, como demonstrado por Falconer 
et al. (1994). A presença de cianobactérias 
produtoras de microcistina em corpos de água é de 
relevante importância para a saúde pública. 

Algumas espécies de cianobactérias são 
identificadas como produtoras de microcistinas. As 
espécies produtoras são comumente encontradas na 
natureza em suas variedades produtora e não-
produtora. Não se sabe ao certo quais os 
mecanismos genéticos e ambientais responsáveis 
pelo controle da produção da microcistina, 
entretanto, sabe-se que em uma mesma espécie, 
podem existir variedades que apresentam os genes 
para a produção da microcistina e, portanto, passível 
de produzir tal toxina, dependendo exclusivamente 
da ativação ou não desses genes, e variedades que 
não apresentam esses genes, e não são capazes de 
produzir microcistinas. 

Não há como identificar se uma floração de 
cianobactéria é produtora ou não de microcistina, 
apenas por caracteres morfológicos, sendo necessária 
a análise da presença de toxina na água. A 
amplificação dos genes mcy via PCR (polymerase chain 
reaction) é uma forma alternativa para a identificação 
de variedades de cianobactérias com genótipo para 
produção de microcistina, Esse tipo de abordagem 
que relaciona a presença dos genes mcys com a 
produção de toxinas por cianobactérias, vem sendo 
utilizado em diversos gêneros, tais como: Microcystis 
(KURMAYER et al., 2003; VIA-ORDORIKA et al., 
2004), Planktothrix (KURMAYER et al., 2004), 
Leptolyngbya (RICHARDSON et al., 2007), 
Geitlerinema (RICHARDSON et al., 2007), Anabaena 
(KAEBERNICK et al., 2002), Nostoc 
(HISBERGUES et al., 2003), inclusive em amostras 
não cultivadas (OUAHID et al., 2005). A 
caracterização de variedades de cianobactérias tóxicas 
a partir de PCR apresenta resultados compatíveis aos 
obtidos com análises químicas de detecção de 
toxinas na água, tais como HPLC (High-Pressure 
Liquid Chromatography), MALDI-TOF MS 
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation Time-
Of-Light Mass Spectrometry) e ELISA (Enzyme 
Linked Immunosorbent Assay). Vários autores 

demonstraram a correlação entre presença dos genes 
mcys e detecção de microcistina na água (BAKER 
et al., 2002; BOARU et al., 2006; KURMAYER et al., 
2004; HISBERGUES et al., 2003; MANKIEWICZ-
BOCZEK et al., 2006; VIA-ORDORIKA et al., 
2004). 

A amplificação do gene mcyA via PCR permite a 
identificação de algas tóxicas antes da liberação de 
toxinas na água. Isso a torna vantajosa em relação às 
técnicas que utilizam como diagnóstico a presença 
de toxinas na água, além disso, é uma técnica rápida, 
barata e facilmente realizada em laboratórios de 
biologia molecular. 

Assim, a proposta deste trabalho foi utilizar a 
amplificação do gene mcyA, como marcador 
molecular, para confirmar a hipótese de que as 
florações de cianobactérias presentes no rio do 
Corvo é de uma variedade com genótipo para a 
produção de microcistina, assegurando que florações 
posteriores possam ser controladas, minimizando os 
efeitos tóxicos para a biota aquática. 

Material e métodos 

Foram coletadas, no rio do Corvo, afluente do 
reservatório de Rosana, localizado no Estado do 
Paraná, entre as coordenadas 22º36’S e 52º50’W, 
duas amostras com aproximadamente 150 mL de 
água da subsuperfície da coluna d'água, no mês de 
maio de 2007, quando apresentou floração de 
cianobactéria. Uma alíquota de cada amostra foi 
fixada para análise taxonômica, com solução de 
Transeau. As características morfométricas foram 
analisadas e classificadas de acordo com Komárek e 
Anagnostidis (1999), e outra alíquota foi mantida em 
geladeira até a extração do DNA.  

Para a extração do DNA total, 2,0 mL de cada 
amostra foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 
min. em eppendorf para concentração das células no 
fundo do tubo. Foram adicionados a cada tubo 500 
μL de tampão de extração (Tris-HCl 1M, pH 8,0; 
EDTA 0,5M, pH 8,0; β-mercaptoetanol 140 mM, 
NaCl 5M, CTAB 5% e Sarcosyl 10%) e lisozima  
(1 mg mL-1). As amostras foram encubadas em 
banho-maria a 37°C por 30 min. e adicionado 
proteinase K (50 μg mL-1) seguido por mais 2h em 
banho-maria a 60°C. Os restos celulares foram 
isolados do DNA por lavagem com 
fenol/clorofórmio. O DNA purificado foi precipitado 
com solução salina mais etanol durante 12h. Em 
seguida, o DNA foi lavado com etanol para retirar o 
excesso de sal e submetido a tratamento com RNAse 
em banho-maria a 37°C por 2h. A quantificação do 
DNA extraído foi realizada a partir de comparação 
com DNA do fago λ de concentrações de 25, 50 e  
100 ng, em gel de agarose 1%. 
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O par de “primers” PCβF (5’-
GGCTGCTTGTTTACGCGACA-3’) e PCαR (5’-
CCA-GTACCACCAGCAACTAA-3’) (NEILAN  
et al., 1995) foi utilizado na amplificação do 
espaçador intergênico das subunidades α e β do 
operon da ficocianina (PC-IGS), como controle 
positivo para a presença de DNA de cianobactéria na 
amostra. O par de “primers” mcyA-Cd1R (5′-
AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT-3′) e 
mcyA-Cd1F (5′-AAAATTAAAAGCCGTAT-
CAAA-3′) (HISBERGUES et al., 2003) foi utilizado 
na amplificação parcial do gene mcyA. A reação de 
PCR foi realizada seguindo as especificações 
propostas por Prioli et al. (2002) e consistiu dos 
seguintes passos: 95°C por 10 min., 35 ciclos de 
95°C por 90 s, 56°C por 30 s e 72°C por 50 s e um 
passo final de 72°C por 7 min. Após a reação de 
PCR, os fragmentos amplificados foram separados e 
visualizados em gel de agarose 1,5%, corados com 
brometo de etídeo. 

Resultados e discussão 

As análises taxonômicas demonstraram que as 
florações de cianobactéria foram compostas 
basicamente por exemplares da espécie Radiocystis 
fernandoi (KOMÁREK; KOMÁRKOVÁ-
LEGNEROVÁ, 1993) (Figura 1). Borges et al., 2008 
também observaram florações desta espécie no rio 
do Corvo, no ano de 2003. Os espécimes de 
Radiocystis fernandoi são descritos taxonomicamente 
como colônias subesféricas; células ovais ou esféricas 
com 5–8,5 μm de diâmetro, agrupadas 
irregularmente no centro da colônia e radiando em 
todas as direções para região periférica; conteúdo 
celular com visíveis aerótopos; apresenta divisão 
sucessiva em apenas um plano. 

A quantidade e qualidade dos DNAs extraídos 
foram suficientes para a realização das reações de 
PCR subsequentes. Os resultados da eletroforese em 
gel de agarose 1,5% estão representados na Figura 2. 
Com base na comparação com o padrão Ladder 100 
pb (Gibco BRL), pode-se constatar um fragmento 
de aproximadamente 650 pb para todas as amostras 
referentes à amplificação do espaçador intergênico 
das subunidades α e β do operon da ficocianina (PC-
IGS) (Figura 2A). Esse resultado confirmou a 
presença de DNA de cianobactéria nas amostras 
coletadas no rio do Corvo. A amplificação parcial do 
gene mcyA produziu um fragmento de 
aproximadamente 300 pb para as duas amostras 
(Figura 2B), indicando que, as florações de  
R. fernandoi analisadas, no rio do Corvo no mês de 
maio de 2007, possuem genótipo para a produção de 
microcistina. 

 

 
Figura 1. Foto registrada de floração de R. fernandoi no rio do 
Corvo, em maio de 2007; (A) aspecto geral da colônia, 
evidenciando a bainha mucilaginosa; (B) colônia evidenciando as 
células em alinhamento radial e a presença de Pseudanabaena 
mucicola (seta). Escala = 50 μm. 

Os gêneros Microcystis, Anabaena e Planktothrix são 
indiscutivelmente os gêneros produtores de 
microcistina mais comuns dentre as cianobactérias 
(HISBERGUES et al., 2003). O potencial tóxico de 
R. fernandoi também já foi evidenciado a partir de 
análises de microcistinas em populações de um 
reservatório no Estado do Pará (VIEIRA et al., 2003) 
e por Lombardo et al. (2006), que identificou três 
classes de toxinas produzidas por R. fernandoi. 
Estudos recentes têm demonstrado a presença de 
florações de R. fernandoi em reservatórios de água no 
Brasil.  

A presença de gene mcy também foi evidenciada 
em R. fernandoi. Anjos et al. (2006) demonstraram a 
presença do gene mcyB em populações de  
R. fernandoi em um reservatório do Estado de São 
Paulo. Seus resultados foram complementados com 

B 

A 



322 Fonseca et al. 

Acta Scientiarum. Biological Sciences Maringá, v. 33, n. 3, p. 319-324, 2011 

a detecção de toxina na água por meio de análises 
químicas (HPLC e LC-MS). Entretanto, o presente 
trabalho é o primeiro a constatar a presença do gene 
mcyA para Radiocystis fernandoi. 

 

 
Figura 2. Gel de agarose 1,5%. A) 1- Ladder 100 pb; 2 e 3- 
Fragmentos de 650 pb correspondentes ao PC-IGS, amplificado 
com os “primers” PCβF e PCαR; B) 1- Ladder 100 pb; 2 e 3 
Fragmentos de 300 pb correspondente ao gene parcial mcyA, 
amplificados com os “primers” mcyA-Cd1R e mcyA-Cd1F. 

A presença do gene mcyA está correlacionada 
com a produção de microcistinas (TILLETT et al., 
2000). Vários estudos anteriores demonstraram 
existir forte correlação entre a presença dos genes 
mcy e a produção de microcistina (BAKER et al., 
2002; BOARU et al., 2006; EL HERRY et al., 2008; 
HISBERGUES et al., 2003; VIA-ORDORIKA  
et al., 2004). Em alguns casos, a presença do gene 
não revelou produção de microcistina, 
provavelmente pelo fato de apresentar o genótipo 
inativo para a microcistina por algum fator 
ambiental, como por exemplo, luminosidade 
(KURMAYER et al., 2004). Porém, estes casos são 
muito raros e não devem limitar a aplicação desse 
método no monitoramento de cianobactérias 
hepatotóxicas (HISBERGUES et al., 2003). 
Portanto, apesar de não ter sido realizada análises 
químicas para a presença de microcistina na água, a 
identificação do gene mcyA nas florações de  
R. fernandoi no rio do Corvo é uma indicação 
indireta de que essas populações produzem, ou 
poderão vir a produzir microcistina em algum 
momento de seu ciclo de vida. 

Duas implicações importantes surgem dos 
resultados deste estudo. Primeira, a utilização de 
uma metodologia de diagnóstico com resposta rápida 
para a identificação de uma espécie de cianobactéria 
potencialmente tóxica, Radiocystis fernandoi em 
florações naturais, a partir de técnica convencional 
de PCR. Outra implicação é pertinente à saúde 

pública, esta abordagem permite a identificação da 
presença de cianobactérias possivelmente tóxicas em 
reservatórios d’água antes mesmo da liberação de 
toxinas na água. Este tipo de abordagem pode ser 
utilizado em programas de monitoramento 
permanente em corpos d’água, para que não haja 
problemas relacionados à ingestão de água ou 
alimentos contaminados. 

Medidas mitigadoras podem ser adotadas antes 
do agravamento das condições ambientais do 
sistema. Trabalhos recentes demonstraram que 
alguns fatores ambientais podem estar envolvidos 
no potencial tóxico das cianobactérias. Yoshida  
et al. (2007) demonstraram haver aumento no 
número de populações de Microcystis que possuem o 
gene mcyA, quando há aumento na concentração de 
nitrato. Dessa forma, deve-se realizar medidas 
mitigadoras para manter as concentrações de 
nitrato em níveis mais baixos em ambientes que 
foram detectadas espécies de cianobactérias que 
possuem o gene mcyA. 

A técnica utilizada neste trabalho se apresentou 
eficiente na rápida identificação de cianobactérias 
produtoras de toxinas. A aplicação de ferramentas 
moleculares no diagnóstico de cianobactérias 
tóxicas é limitada atualmente, pela disponibilidade 
de pessoas qualificadas no campo da biologia 
molecular e nas companhias de abastecimento de 
água. Este fato poderia ser solucionado pela  
maior integração entre estas companhias e as 
universidades públicas. 

Conlcusão 

Apesar dos resultados encontrados não serem 
confirmatórios de presença de toxina na água, eles 
devem ser interpretados como potencial perigo de 
intoxicação as populações ribeirinhas. A grande 
vantagem de utilizar a técnica de PCR é a 
possibilidade de prevenção da proliferação de 
cianobactérias potencialmente tóxicas antes mesmo 
da liberação de toxina na água. O monitoramento da 
qualidade da água com análise química de detecção 
de cianotoxinas deve ser feitas a fim de impedir 
possíveis intoxicações. 
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