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Resumo

As cianobactérias, bactérias aquéticas fotossintéticas, tém a capacidade de
formar densas florescéncias, conhecidas como “Cyanobacteria Harmful Algal Blooms”
(CyanoHABES). Estes levam ao decréscimo da qualidade da &gua, pela acumulagdo de
escumas superficiais e por originarem eventos tdxicos, visto que muitas espécies podem
produzir substancias nocivas biologicamente ativas (cianotoxinas). As cianotoxinas,
como cilindrospermopsina (CYN) e saxitoxina (STX), ttm uma vasta gama de
mecanismos de toxicidade, como efeitos hepatotdxicos, neurotdxicos, citotoxicos e
genotdxicos. Este grupo de moléculas pode ser quantificado por métodos de ELISA,
HPLC ou LC-Ms/Ms, métodos que devido ao elevado custo comprometem a sua
utilizacdo regular em processos de monitorizacao.

A presenca no fitoplancton de espécies toxigénicas pode ser detetada atraves de
genes especificamente associados a producdo de toxinas. Por exemplo, a biossintese de
CYN é codificada por genes do grupo (cluster) cyr e a de STX depende do cluster de
genes sxt. Por outro lado, véarios autores tém referido a sensibilidade de alguns
bioindicadores, utilizados em avaliacdo ecotoxicoldgica, como Thamnocephallus
platyurus e Daphnia magna a estes agentes quimicos de stress. Assim, o objetivo deste
trabalho foi estabelecer uma associagdo entre ferramentas toxicolégicas e a detecdo de
gendtipos toxigenicos, cyr e stx, no sentido de avaliar os riscos ambientais associados
aos CyanoHABS, de uma forma mais rapida e economicamente viavel.

Usou-se DNA extraido a partir de amostras ambientais frescas e preservadas, e
de isolados de culturas, testando diferentes primers especificos para cyr ou sxt na
amplificacdes de fragmentos daqueles genes. A presenca de amplicdes especificos para
estes genes foi comparada com os dados ecotoxicolégicos obtidos. Sendo a detecdo
transcriptdbmica da expressdo destes operfes ainda demasiado dispendiosa, e ndo
garantindo a presenca de genes a sua expressdo, a associacdo das ferramentas
ecotoxicoldgicas a detecdo de gendtipos toxigénicos parece ser um procedimento eficaz

para ajudar a prever riscos associados a CyanoHABS.

Palavras-chave: CyanoHABS; Biologia Molecular; Ecotoxicologia; Avaliagdo

de risco ambiental.



Abstract

Cyanobacteria are aquatic photosynthetic bacteria that may form dense blooms,
known as Cyanobacteria Harmful Algal Blooms (CyanoHABS). These decrease water
quality, may accumulate surface scums and originate toxicity events, since many
species can produce harmful, biologically active substances. Cyanotoxins, like
cylindrospermopsins (CYN) or saxitoxins (STX), may be quantified through ELISA
assays, HPLC or LC-Ms/Ms, methods that lack cost effectiveness for regular use in
toxicity screening. Such toxins have a wide range of toxicity mechanisms, with
hepatotoxic, neurotoxic, cytotoxic and even genotoxic effects, and may thus be detected
through the use of ecotoxicological assays. In fact, assays testing Thamnocephalus
platyurus mortality or the inhibition of mobility and/or reproduction of Daphnia magna
are known to successfully detect CYN and SXT toxicity. The presence of toxigenic
species may also be assessed through the screening for toxin production genes among
phytoplankton DNA. CYN biosynthesis is encoded by the cyr gene cluster and STX
depends on the sxt gene cluster. Toxigenic genera, producing either CYN or STX have
been detected in many environments. Thus, the main goal of this work was to evaluate
the association of ecotoxicological tools with the detection of toxigenic cyr or stx
genotypes, in order to assess environmental risks linked to CyanoHABs. We used DNA
extracted from fresh and preserved environmental samples, as well as from cultured
isolates in PCR amplification, testing different sets of specific primers for cyr or stx.
The presence of specific amplicons for these genes was compared with acquired
ecotoxicological data. While transcriptomic detection of the expression of cyr or sxt
operons is still not cost effective, and gene detection doesn’t guarantee their actual
expression, the association of ecotoxicological tools to the detection of toxigenic
genotypes seems the most effective procedure to help predict risks linked to toxicity of
CyanoHABs events.

Keywords: Cyanobacteria; CyanoHABs; Cyanotoxins; Molecular  Biology;
Ecotoxicology.
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1. Introducéo

As cianobactérias sdo procariotas fotossintéticos, sobretudo aquaticos, que
incluem muitas espécies potencialmente toxicas, sendo as principais cianotoxinas
detetadas as microcistinas, as cilindrospermopsinas (CYN) e as saxitoxinas (STX). A
problematica do desenvolvimento destas populacdes toxicas em aguas de superficie
destinadas a diversos usos (tais como consumo humano, rega ou recreio) tem vindo a
despertar um crescente interesse tanto a nivel da comunidade cientifica, como das
entidades publicas gestoras da dgua. De facto, os riscos associados ao desenvolvimento
de florescéncias de cianobactérias (em inglés “Cyanobacteria Harmful Algal Blooms” —
CyanoHABSs) incluem a eventual toxicidade para as espécies de ecossistemas
dulcaquicolas e para as populacdes humanas que utilizam essas aguas * 2.

A prevencdo de riscos para a saude publica envolve a monitorizagdo dos
CyanoHABs, mas a quantificagcdo corrente de cianotoxinas, sendo onerosa, apenas se
justifica perante a presenca de espécies produtoras. A identificacdo morfologica destas
espécies ndo € indicadora da toxina especifica potencialmente produzida, dado que na
mesma espécie se integram estirpes ndo produtoras e estirpes produtoras de diferentes
toxinas. Assim, a detecdo por métodos moleculares dos genes para a produgdo de uma
destas toxinas, associada a efetiva detecdo de toxicidade deveria contribuir para: (i)
melhorar a previsdo da potencial toxicidade dos CyanoHABSs; (ii) minimizar custos
analiticos na detecdo de toxinas; (iii) otimizar esforcos de monitorizacdo; (iv) e
proporcionar uma melhor avaliacdo de riscos, quer ambientais quer de saude publica.
Estas expectativas justificam os objetivos delineados para esta dissertacdo (cf. seccao
2).

1.1 Cianobactérias e CyanoHABs
As cianobactérias, também conhecidas como ‘“algas verdes e azuis”,
compreendem, pois, um diverso grupo de bactérias Gram-negativas, geralmente,
fotossintéticas oxigenicas que habitam uma vasta gama de ambientes terrestes e
aquaticos. O seu crescimento para além de ser regulado por variaveis do tipo bottom-up
(ou seja, pela competicdo por disponibilidade de nutrientes, intensidade da luz e
temperatura) e variaveis do tipo top-down (isto é, pelo parasitismo e predacéao) 34

controlado por varidveis ainda mal conhecidas, que podem incluir a ativagcdo de virus



especificos * °. Estima-se que tenham surgido hé cerca de 3,6 mil milhdes de anos, e
que tenham sido as primeiras produtoras de oxigénio na atmosfera primitiva .

Uma caracteristica das cianobactérias € a sua ampla distribuicdo geogréfica, que
se reflete na sua variacdo genotipica e fenotipica, podendo apresentar-se de diversas
formas, desde filamentos multicelulares, ovéides, esféricas e cilindricas . Podem ser
encontradas em ambientes limnicos e marinhos, mas a maioria das espécies coloniza
habitats terrestres, onde, por serem importantes produtores primarios, desempenham
papéis cruciais nos processos dos ecossistemas e no ciclo dos nutrientes " °. Surgem
também em ambientes extremos tais como oceanos ultraoligotroficos saturados em
oxigénio, e em crostas do solo de éreas semiaridas '°. As cianobactérias também
predominam nos sistemas de A&gua doce, onde se conseguem multiplicar
sustentadamente e, em condicdes favoraveis, formar florescéncias densas (designadas
como blooms) a superficie. Estes CyanoHABs podem ser toxicos, quando dominados
por espécies produtoras de cianotoxinas, especialmente sob condi¢des de eutrofizagdo,
isto é sob condicGes em que ocorre a acumulacdo de nutrientes, constituidos
principalmente por compostos inorganicos de fésforo (P) e azoto (N) " 2 13 g
sobretudo na sequéncia do aumento de nutrientes em aguas superficiais, induzido por
atividades humanas, que os CyanoHABs ocorrem ™, mas tém também sido detetados

em sistemas pristinos *°.

De facto, pensa-se que estes blooms, muitas vezes
monospecificos 4, sejam causados por uma complexa interacdo entre as concentracdes
de nutrientes, a intensidade da luz solar, a temperatura elevada, a turbidez, o pH, a
condutividade, a salinidade, a disponibilidade em carbono e as condi¢Bes de aguas
estagnadas ou com pouca corrente **. Estes blooms apenas se tornam visiveis quando
atingem elevadas concentraces de pigmentos °, mas néo existem diferencas, macro-
ou microscépicas, entre blooms toxicos e ndo toxicos, dominados pela mesma espécie ©.

A formacdo de blooms toxicos de cianobactérias ja foi detetada para varios
géneros de cianobactérias tais como Microcystis, pertencente a ordem Chroococcales,
Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Nodularia, pertencentes a ordem
Nostocales e Oscillatoria e Lyngbya pertencentes a ordem Oscillatoriales, entre outros
1317 A formacéo de CyanoHABs por parte destes géneros leva geralmente & diminuicao
da qualidade da agua, alteracdo do sabor e da cor, eventualmente com acumulagédo de
escumas superficiais e & perda de valor recreacional e de pesca ' & 1% 2 Asg
cianobactérias tém ainda a capacidade de explorar condicGes de estratificagdo da coluna

de agua, ao formarem vesiculas gasosas, com origem proteica, que sao estruturas ocas,
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inertes, cheias de gas, que lhes conferem menor densidade do que a da &gua e
promovem a sua flutuabilidade % %.

Uma das caracteristicas destes blooms superficiais é o facto de manterem altas
taxas de fotossintese, mesmo sob elevada radiacdo ultravioleta, por a formacgéo destas
vesiculas gasosas permitir a regulacdo da sua posicdo na zona eufética. Mantém-se
proximas ou afastadas da superficie, em funcdo da intensidade da radiacdo
fotossinteticamente ativa (PAR) e da densidade do préprio bloom % %%, Podem ainda
contribuir para o aumento da temperatura superficial da agua, devido a elevada absor¢édo
de energia da luz solar através dos varios pigmentos fotossintéticos e fotoprotetores que
possuem, como as clorofilas, os carotendides e as ficobiliproteinas (ficocianina,
aloficocianina, e ficoeritrina) 2%,

Muitas espécies de cianobactérias tém a capacidade de produzir uma grande
quantidade de péptidos quimicamente diversos e com propriedades variadas, aplicaveis
nas indUstrias farmacéutica e alimentar e ainda na agricultura °, isto é, substancias
biologicamente ativas que s&o coletivamente denominadas de metabolitos secundérios *
13 Estes compostos sdo sintetizados quando o crescimento natural e equilibrado cessa,
podendo induzir respostas toxicas. Estdo também associados a efeitos a nivel hormonal,
antineoplasico e antimicrobiano para a populacdo humana e animal, por afetarem ou
inibirem algumas vias envolvidas na regulagdo fisiolégica * # ?°. Os metabolitos
secundarios podem ter como funcdo o armazenamento de azoto, a protecdo contra
radiacdo ultravioleta (UV), a quelacdo de metais, a defesa contra a predacdo ou a
percecdo de quérum (quorum sensing) %’. Este dltimo é um mecanismo regulado por
elevadas densidades celulares, que resulta na modulacdo da expressdo génica por meio
de moléculas de sinalizacdo quimica % %.

Microcistinas, nodularinas, cilindrospermopsinas, anatoxinas e saxitoxinas sdo
exemplos de alguns metabolitos secundarios nocivos produzidos por cianobactérias,
neste caso conhecidos por cianotoxinas **. As cianotoxinas s&o consideradas um
mecanismo de protecdo, tendo-lhes sido atribuido, por diversos autores, um importante
papel nos mecanismos de defesa quimica, seja por conferirem as cianobactérias
vantagem na sobrevivéncia na predacdo por organismos de niveis troficos superiores,
seja por participarem na protecdo contra fatores fisioldgicos de stress * .

De facto, a dispersdo destas cianotoxinas em ambientes de agua doce, é vista

como uma Sséria ameaga a saude humana e ambiental por contaminagdo da &gua e



potencial acumulacdo de toxinas na cadeia alimentar ou exposi¢do a estas toxinas em
atividades balneares e recreativas.

Nem todos o0s blooms de cianobactérias sdo toxicos para as restantes espécies do
ecossistema L. Isto pode dever-se a: (i) producdo de baixas concentracdes de toxina das
estirpes e espécies responsaveis pelo bloom; (ii) baixa biomassa especifica das espécies
envolvidas; (iii) variacdo na sensibilidade das espécies; (iv) variacdes no volume de
agua ingerida pelos organismos, bem como a sua idade, sexo e a quantidade de alimento
presente no seu sistema gastrointestinal .

Visto poderem ocorrer blooms tdxicos e ndo tdxicos de uma mesma espécie, ndo
é possivel prever respostas fisioldgicas a presengca de espécies potencialmente
toxigénicas *!. Os fatores que influenciam a génese e toxicidade de CyanoHABs sdo
também genéticos, visto existirem estirpes portadoras e ndo portadoras de genes
associados & biossintese de cianotoxinas .

Apesar de serem conhecidos géneros de cianobactérias potencialmente
produtores de toxinas pertencentes a varias ordens, este trabalho focar-se-4 apenas na
ordem Nostocales, uma vez que é onde se inserem as cianobactérias associadas a sintese

de cilidrospermopsina (CYN) e saxitoxina (SXT).

1.2 Ordem Nostocales

A ordem Nostocales é geralmente composta por cianobactérias formadoras de
blooms. Membros desta ordem séo encontrados em diversos ambientes aquaticos, como
lagos e albufeiras de 4gua doce, estuérios, lagoas costeiras e no oceano. Muitas espécies
desta ordem produzem potentes cianotoxinas que tém estado associadas a mortes de
animais, deterioracdo da qualidade da 4gua e contaminacdo de marisco *2.

A capacidade de desenvolverem acinetos € uma caracteristica que confere as
espécies toxicas, pertencentes a esta ordem, uma vantagem competitiva 3> *. Este tipo
de células de dorméncia resiste a rotas de dispersdao longas, e a condi¢cGes pouco
favoraveis a sobrevivéncia das células vegetativas ** *. Além disso, a producéo de
células especializadas na fixacdo de azoto atmosférico, os heterocistos, favorece as suas
capacidades invasoras em ecossistemas de aguas oligotrdficas e aumenta o espetro de
ecossistemas passiveis de colonizacdo, mesmo na auséncia de fontes inorganicas

combinadas de azoto 3 *°.



Cylindrospemopsis raciborskii, Chrysosporum ovalisporum, Aphanizomenon
flos-aquae, sdo exemplos de espécies filamentosas plancténicas de &gua doce
pertencentes a esta ordem.

1.2.1 Cylindrospermopsis raciborskii
Comum em baixas latitudes e capaz de sintetizar toxinas perigosas tanto para

humanos como para animais (STX e CYN) *

, Cylindrospermopsis raciborskii
(Wolosynska) Seenayya & Subba Raju (1972) *" cresce sob condicdes variadas. Tem na
temperatura ambiente um fator limitante, situando-se a temperatura Otima de
crescimento entre os 25 e os 35 °C. A germinacdo dos seus acinetos também é
dependente da temperatura, ocorrendo apenas acima dos 22 °C *.

Apesar de comum em ecossistemas de agua doce de regides tropicais a
subtropicais, esta cianobactéria tem vindo a ser detetada em regiGes da Europa e
América do Norte 3 *°. Esta expansdo da sua distribuicio geografica tem sido atribuida

ao fenémeno do aquecimento global *°

, porém pode também dever-se ao aumento da
eutrofizacdo das aguas **.

Os tricomas desta espécie caracterizam-se por serem direitos ou ligeiramente
curvos, variando o seu comprimento entre os 50 e 250 pm. Os heterocistos
desenvolvem-se a partir das células terminais em uma ou em ambas as extremidades dos
tricomas, sdo solitarios, conicos, pontiagudos ou arredondados nas extremidades **
(Figura 1.2.1.1). Adjacentes ou ndo a estes surgem em muitos tricomas um ou mais

acentos.

o
‘“ a . s O &2 & .
Figura 1.2.1. 1 - Microfotografia de Cylindrospermospsis raciborskii em microscopia de

contraste de fase (Zeiss Axio Observer LD A-PLAN 40x/0,50 Ph2) de uma amostra da Ribeira
de Alcarrache de Setembro de 2015, fixada em Lugol.



1.2.2 Chrysosporum ovalisporum

Entre as espécies produtoras de CYN reconheceu-se em 1994 %, Chrysosporum
ovalisporum (Forti) E.Zapomelova, O.Skécelova, P.Pumann, R.Kopp & E.Janecek
(2012) **, anteriormente designada por Aphanizomenon ovalisporum (Forti 1911), como
também produtora de CYN. Esta espécie, para a qual se conhecem também estirpes nao
téxicas **, %, é considerada invasora e tem ampla distribuic&o. Tem vindo a desenvolver
diferentes estratégias de sobrevivéncia em consonancia com as mudancas climaticas a
nivel global, ja tendo sido detetada na Europa, mais concretamente em Portugal (no
ambito deste trabalho) e em Espanha, Italia e Grécia *, Médio Oriente, Australia e
América do Norte *,

Trata-se de uma cianobactéria filamentosa em que o comprimento dos tricomas
varia entre 50 e 500 um, sendo frequentemente possivel observar-se entre um e quatro
heterocistos no meio de cada tricoma 2°. Acinetos de forma oval também s&o passiveis
de ser visualizados quando as condicdes de crescimento sio desfavoraveis % (Figura
1.2.2.1).

Figura 1.2.2. 1 - Microfotografia de Chrysosporum ovalisporum em microscopia de
contraste de fase (Zeiss Axio Observer LD A-PLAN 40x/0,50 Ph2) de uma cultura
obtida a partir de uma amostra do Rio Ardila, em Setembro de 2015.

1.2.3 Aphanizomenon flos-aquae
Esta cianobactéria filamentosa, frequentemente encontrada em aguas eutréficas
de zonas temperadas *, tem uma temperatura 6tima de crescimento acima dos 20 °C,
sendo 0 seu crescimento dependente da intensidade da luz %’ e associado a elevadas

concentracdes de fosfatos inorganicos “.
Aphanizomenon flos-aquae Ralfs ex Bornet & Flahault (1886) “° tem um grande
potencial de formacdo de blooms sazonais em sistemas de agua doce e salobros (mar
Baltico), tendo também a capacidade de produzir varios compostos bioativos, tais como



CYN e diferentes alcal6ides neurotdxicos do grupo das STX, conhecidos como toxinas
PSP (“Paralytic Shellfish Poisons™) %,

Estirpes de A. flos-aquae caracterizam-se pela presenca de células distais hialinas,
acinetos longos e cilindricos, que podem atingir 91 um, e por uma longa distancia entre

os heterocistos e os acinetos > (Figura 1.2.3.1).

Figura 1.2.3. 1 - Microfotografia de Aphanizomenon flos-aquae em microscopia de
contraste de fase (Zeiss Axio Observer LD A-PLAN 10x/0,25 Ph1) de uma amostra in
vivo da albufeira do Arade (2010). Fotografia cedida por AquaExam, Lda.

1.3 Cianotoxinas e sua producéo

As cianotoxinas sdo um importante grupo de compostos quimicos do ponto de
vista da ecotoxicologia, toxicologia e quimica ambiental, que podem influenciar a
estrutura da comunidade de zooplancton, especialmente quando as cianobactérias sdo
dominantes no fitoplancton ’. S&o metabolitos secundarios téxicos produzidos por cerca
de 40 géneros de cianobactérias, entre o0s quais Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nostoc e Oscillatoria (Planktothrix) **. Sdo
consideradas contaminantes naturais e em geral sdo endotoxinas que se acumulam
intracelularmente no citoplasma, sendo apenas libertadas aquando da lise celular ou
excregdo *. Consistem, sobretudo, num conjunto de toxinas naturais, com uma elevada
gama de mecanismos de toxicidade, tendo efeitos a nivel hepatico, neuronal,
dermatolégico e citotdxico * °2. Podem levar & inibicdo da sintese proteica e séo,
atualmente, consideradas potencialmente carcinogénicas >. Sdo conhecidas por serem
causa de envenenamentos severos, que podem levar a doengas crénicas, como cancro, e

até morte '



As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com dois critérios: 6rgédo
afetado e estrutura quimica. Quanto ao primeiro, relativamente a vertebrados terrestres,
especialmente mamiferos, sdo classificadas em hepatotoxinas, neurotoxinas e
dermatoxinas ’. No que toca & sua estrutura quimica, sdo classificadas em péptidos
ciclicos (microcistinas e nodularinas), alcaloides (cilindrospermopsinas, anatoxinas e
saxitoxinas) e lipopolissacarideos (LPS) " 2. Considere-se ainda a anatoxina-a(s) que é
0 tnico composto organofosforado natural conhecido **.

Assim, as cianotoxinas podem ser definidas como biotoxinas responsaveis por
envenenamentos agudos e cronicos de seres humanos e animais selvagens e/ou

domésticos .

1.3.1 Cilindrospermopsinas

Cilindrospermopsinas (CYN) sdo toxinas produzidas por cianobactérias de
particular interesse devido a sua dispersdo de ambientes tropicais para ambientes
temperados, em aparente correlacdo com o fendmeno do aquecimento global, e cuja
presenca na Europa foi detetada pela primeira vez em 2002 .

CYN séo alcaldides cuja producdo foi primeiramente identificada em
Cylindrospermopsis raciborskii, em 1992 %. Desde entdo, outras espécies de
cianobactérias como Umezakia natans, Chrysosporum ovalisporum, Aphanizomenon
flos-aquae, Chrysosporum bergii, Anabaena laponica e Raphidiopsis curvata ja foram
identificadas como produtoras desta toxina, o que indica que a producdo desta toxina
ndo é especifica ™ ® 7. A ampla distribuicéo de espécies produtoras de CYN, juntamente
com a sua capacidade invasora, ameacga Vvir a tornar-se um grave problema na gestao de
aguas superficiais interiores, a escala global.

Este alcaldide é altamente ativo a nivel bioldgico, interferindo com varias vias
metabdlicas. Tem efeitos a nivel hepatotdxico, citotdxico e genotdxico e é considerado

55

como potencialmente carcinogénico A exposicdo a CYN pode levar ao

desenvolvimento de tumores, inducdo de microntcleos, perda de cromossomas ** e
danos a nivel da estrutura dos cromossomas devido a danos no centromero e no
cinetocoro *°. A toxicidade de CYN é mediada pela inibicdo da glutationa, um dos mais
importantes antioxidantes do organismo humano *®, e do citocromo P450 que participa
na ativacdo da metabolizacdo de compostos xenobiéticos *’. Consequentemente leva &

inibicdo da sintese proteica e a apoptose, por inibir a traducao ribossomal 53,40



Apls a ingestdo, a toxina afeta sobretudo o figado através da inibigéo

irreversivel da sintese proteica, levando a morte celular *.

Em mamiferos, o
envenenamento por CYN pode também causar danos a nivel do rim, timo e coracéo * .
Toxicidade ambiental, atividade antibacteriana, inibicdo do crescimento de plantas e
macréfitas aquéticas e da germinacéo de pélen sdo outros dos efeitos de CYN “°.

A LDs, de CYN apds administracdo intraperitoneal em ratinho é de 2,1 mg/kg
de peso corporal ao fim de 24 horas e 0,2 mg/kg de peso corporal ao fim de 6 dias ** *.

Atualmente encontram-se descritos dois andlogos da CYN, a 7-epi-
cilindrospermopsina, um epimero na ponte hidroxilo ligada ao carbono 7, e a 7-desoxi-
cilindrospermopsina, que carece do atomo de oxigénio ligado ao mesmo carbono
(Figura 1.3.1.1) 3. Estes compostos apresentam graus de toxicidade distintos, sendo

CYN considerada a mais téxica *.

— 0,SO

Figura 1.3.1. 1 — Estrutura quimica de cilindrospermopsina
(Adaptado de: Van Apeldoorn et al., 2007)

1.3.2 Saxitoxinas

As neurotoxinas do grupo das saxitoxinas (STX) s&o conhecidas como toxinas
PSP (“Paralytic Shellfish Poisons”), devido ao facto de os seus efeitos, principalmente
intoxicacOes paralisantes por marisco (PSP — “Paralytic Shellfish Poisoning”) terem
sido primeiramente descritos em humanos envenenados apds consumo de bivalves
contaminados * 7. Muitos casos de envenenamentos em humanos estdo associados a
ingestdo de marisco contaminado com saxitoxinas produzidas por dinoflagelados
marinhos, responséveis, por exemplo, por fenémenos como as marés vermelhas ’.

Os sintomas deste tipo de intoxicagdo em humanos surgem 30 minutos apés a
ingestdo do alimento contaminado, e comegcam por formigueiros e ardor nos labios,
lingua e garganta, aumentando até & total dorméncia da face . Outros sintomas podem

3

passar por transpiracdo, vomitos e diarreia °. Em casos de intoxicacdo aguda, a
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dorméncia pode atingir 0 pescoco e as extremidades, e progredir para fraqueza
muscular, perda de coordenacdo motora e paralisia 3. A dose letal de saxitoxina resulta
normalmente em faléncia cardiorrespiratdria devido a paralisia muscular °.

Blooms de espécies produtoras de STX podem, assim, ser nocivos para
humanos, animais aquéticos e terrestres %, levando & contaminag&o das aguas e a mortes
em massa de peixes, de animais domésticos e selvagens. Estas neurotoxinas acumulam-
se através da cadeia alimentar principalmente em organismos aquaticos filtradores,
como os moluscos bivalves. Além destes, 0s crustaceos aquaticos sao particularmente
resistentes a estas toxinas, podendo acumular niveis perigosamente elevados de toxinas
de PSP ao ingerirem plancton toxico °.

A capacidade de sintese de toxinas associadas a PSP tem uma distribuicdo
ampla, e inclui organismos marinhos e dulcaquicolas de dois dos trés ramos da arvore
da vida (Bacteria e Eukarya). Este facto € considerado pouco comum, por, em geral,
existir pouca convergéncia entre as estruturas dos metabolitos secundarios de
organismos provenientes de grupos filéticos tdo afastados. A biossintese de PSP em
cianobactérias e dinoflagelados € consistente e uma caracteristica herdada
geneticamente °.

Estas cianotoxinas sdo um grupo de alcaldides neurotdxicos produzidos
principalmente por dinoflagelados marinhos, dos géneros Alexandrium, Pyrodinium e
Gymnodinium, e cianobactérias de 4agua doce, como Anabaena circinalis,
Aphanizomenon sp., Aphanizomenon gracile e Cylindrospermopsis raciborskii *°,

A dose letal de STX resulta na paralisia dos musculos respiratérios, uma vez que
a saxitoxina se liga aos canais de sddio e calcio presentes nas membranas das células
neuronais, impedindo a passagem dos iGes atraves da membrana celular e bloqueando,
assim, a transferéncia do impulso nervoso >. Leva também a insuficiéncia cardiaca,
visto tratar-se de um potente bloqueador dos canais de calcio e potassio das células
musculares do coragdo . A ingestdo de 1 mg desta ficotoxina é suficiente para causar a
morte de um humano. STX conta com uma LDsy de 10 pg/kg de peso corporal em
ratinhos ap6s administracdo intraperitoneal °. Porém, os mamiferos podem possuir
diferentes sensibilidades a esta toxina devido a uma uUnica mutacdo na sequéncia de

aminoéacidos da subunidade alfa dos canais de sddio 3.

10



A designacao saxitoxina aplica-se ao composto principal do qual derivam 30
compostos, que diferem estruturalmente em quatro posi¢oes (R1 a R4 na Figura 1.3.2.1)
>3 As goniautoxinas (GTX) sdo alguns dos compostos que derivam de STX °.

R, R3

Figura 1.3.2. 1 — Estrutura quimica de Saxitoxina. “R” representa as posigdes
variaveis.
(Adaptado de: Schantz, 1986)

1.3.3 Genes que codificam para cilindrospermopsinas e saxitoxinas
A biossintese destes compostos mesmo dos peptidicos (microcistinas e
nodularinas) é realizada, por uma via ndo ribossomal, com recurso a complexos
enzimaticos denominados NRPS (“nonribosomal peptide synthetases”) e PKS
(“polyketide synthases”). Estas enzimas organizam de forma independente da
transcricdo e traducdo do mRNA, as unidades funcionais repetitivas (médulos), que sdo
sucessivamente adicionadas de modo a constituir a molécula final da cianotoxina *°.
NRPS e PKS encontram-se no grupo (cluster) de genes associados a produc¢édo
de toxinas e, geralmente, sio codificadas numa mesma ORF (“Open-reading frame™) **
% Cada médulo de PKS ou NRPS é constituido por um conjunto de trés dominios, que
atua nas reacdes centrais de formacdo de cadeias na biossintese do policetideo ou do
polipéptido: um dominio de adenilacéo responsavel pelo reconhecimento e ativacdo dos
aminoacidos, um dominio que atua como transportador sendo constituido por uma
proteina transportadora de péptidos (denominado de dominio PCP - "Peptidyl Carrier
Protein™) sendo responsavel pelo transporte para o respetivo centro catalitico e,
finalmente, por um dominio de condensagdo, responsavel pela formagdo da ligacao
peptidica ou policetidica *°.
O cluster de genes cyr associado a biossintese de CYN em estirpes de
C.raciborskii ¢ codificado por cerca de 42 kb e codifica para 15 ORFs (“Open-reading

frame”), nomeadas de cyr A a cyr O > Este cluster contém os genes necessarios para a
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biossintese (cyr A, cyr D, cyr F, cyr B, cyr E, cyr C, cyr I, cyr J e cyr N), regulacéo (cyr
0) e exportacéo de CYN (cyr K) *° (Figura 1.3.3.1 A).

Quanto ao cluster de genes associado a biossintese de STX pouco se conhece.
Sabe-se que € mais pequeno que o cluster cyr, sendo codificado por cerca de 35 kb, e
que codifica para 31 ORFs sxt > (Figura 1.3.3.1 B).

AGOBBL 00w D'.'[:wommooooma e000c @88© |-.

cyrfF cyrG cyrl cyrK L cytH J cyrA cyr8 cyrE M N cyrO

B“l' soce]l @i o)) ol i ~eijf ||Gl(]<]

sxtD sxtCsxtB SXtA sxtE sxtF G sxtH sxtl JKsxtl sxtM sxtNsxtXW sxtV U T S sxtR Q P sxtO sxtY sxtZ

}?eptldo Pol‘lcetldeo D Tailoring enzymes ' Transportador . Transposase
sintetase sintase =

Proteina [ ) ORF néo L) Transdugdo de M Disrupted gene
=y i sinal

desconhecida caracterizada

Figura 1.3.3. 1 - Genes que codificam para CYN (A) e STX (B) em C.raciborskii
(Adaptado de: Valério et al., 2010)

Através da realizacdo de testes que recorrem a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR — “Polymerase Chain Reaction”) convencional, ¢ possivel, de uma forma répida e
sensivel detetar alguns destes genes associados a biossintese de CYN e STX, e assim,
detetar populagdes de cianobactérias potencialmente toxicas em massas de agua. Para a
realizacdo deste tipo de testes &, apenas, necessaria a utilizacdo de primers (fragmento
de DNA iniciador) especificos para genes destes clusters .

Apesar dos avan¢os na genética molecular de diversas espécies de cianobactérias
terem vindo a revelar o conjunto de genes que codificam a producdo de CYN e STX, 0s
fatores determinantes da expressao destes genes séo, ainda, desconhecidos, uma vez que
nem sempre a presenca do gendtipo implica a sua expresséo fenotipica **. No entanto,
ndo existe producdo de cianotoxinas na auséncia daqueles genes, pelo que importa
poder diferenciar, em amostras naturais, as especies portadoras do gendtipo que as torna
potencialmente toxicas, das que ndo podem produzir toxinas. Tal implica a adaptacdo de
técnicas laboratoriais bem estabelecidas ao uso em amostras naturais, com matrizes bem

diversificadas, e a afericdo da sua fiabilidade.
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1.4 Meétodos de detecdo das toxinas

Na literatura encontram-se descritos diversos métodos (fisico-quimicos,
bioldgicos e analiticos) para detecdo das cianotoxinas em amostras de dgua e culturas de
células de cianobactérias ®. O recurso a métodos analiticos para detetar a presenca
destes metabolitos tem vindo a ganhar cada vez mais adeptos, visto que para além de
permitirem a quantificagdo das cianotoxinas, permitem também uma detecdo mais
sensivel e especifica .

O rastreio destas cianotoxinas em massas de agua €, frequentemente, efetuada de
forma réapida com recurso a métodos imunologicos, nomeadamente por ELISA (Ensaio
de Imunoabsorcdo Ligado a Enzima). Métodos analiticos, como a cromatografia liquida
de alta resolucdo (HPLC) e mais recentemente a cromatografia liquida associada a
espetrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) também tém vindo a ser empregues na
sua quantificacdo °* ®. Todos estes métodos apresentam vantagens e desvantagens que

se discutem de seguida.

1.4.1 HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolu¢ao)

E a técnica analitica de separacdo mais usada. A raz&o da sua popularidade deve-
se a sua capacidade de efetuar determinac@es precisas e separar compostos nao volateis,
e ao facto de possuir uma grande aplicabilidade a substancias com interesse primordial
para a industria e investigacdo cientifica. Mas, € uma técnica dispendiosa que requer o
uso de grandes quantidades de reagentes e tem uma baixa sensibilidade para compostos

mais simples % ©

, Sobretudo quando aplicada a amostras naturais em que as
percentagens de recuperacdo destes compostos pode ser fortemente afetada pela

composicao da matriz da amostra ®.

1.4.2 ELISA (Ensaio de Imunoabsorc¢ao Ligado a Enzima)

Este imunoensaio enzimatico (EIA — “Enzyme Immunoassay”) é uma técnica
bioquimica usada sobretudo em imunologia, para detetar a presenca de um anticorpo ou
antigene numa amostra.

Tem especificidade e sensibilidade suficiente para detetar mesmo quantidades
minimas de toxina, mas é suscetivel a erros por reatividades cruzadas originando falsos
positivos e exige sempre confirmacdo cromatografica  °" % % Os kits comerciais de

ELISA para cianotoxinas conhecidas parecem ser uma alternativa promissora, mas séo
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ainda muito dispendiosos sobretudo quando o numero de amostras a analisar €

reduzido.

1.4.3 LC-Ms/Ms (Cromatografia Liquida associada a Espectrometria
de Massa em tandem)

E uma poderosa ferramenta para a analise de vérios analitos numa grande
variedade de matrizes. Trata-se de uma técnica adequada para a monitorizagdo de
cianotoxinas, mesmo que estas se encontrem em baixas concentra¢cdes nas amostras de
agua. Ainda assim, é uma técnica dispendiosa que requer um grande investimento em
equipamentos e os resultados entre laboratorios podem ndo ser comparaveis se as

técnicas de extragdo e os métodos de anélise ndo tiverem sido intercalibrados ™ "% "> 7,

1.5 Avaliacéo indireta da toxicidade por cianobactérias
A monitorizacdo indireta da toxicidade por cianobactérias é em geral estimada
pela identificacdo da componente fitoplancténica natural das &guas, da qual as
cianobactérias fazem parte. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS),
valores abaixo das 20.000 células de cianobactérias/mL em &guas recreativas, acarretam
um risco baixo de efeitos adversos a curto prazo, tais como irritagdes dérmicas ou

> Para valores de células

doencas gastrointestinais, em adultos saudaveis
cianobacterianas superiores a 20.000 células e inferiores a 100.000 células/mL, existe ja
um risco moderado de efeitos adversos a curto prazo, além da possibilidade de se
observarem efeitos adversos a longo prazo em adultos saudaveis, dependendo das
espécies presentes "°. A possibilidade de intoxicacdes agudas e efeitos adversos a longo
prazo representa um grau de risco elevado, em locais onde ocorra formacédo de escumas
e haja risco de contacto direto, inalacdo ou ingestdo da agua .

Em &guas para producdo de agua potével, o primeiro nivel de alerta que
determina a necessidade de rastrear a presenca de toxinas é de 2.000 células/mL %

Nenhum destes valores guia discrimina entre espécies efetivamente tdxicas e nao
toxicas, mas na pratica tornou-se corrente avaliar o risco de toxicidade por

cianobactérias avaliando apenas a densidade das espécies potencialmente toxigénicas.

1.5.1 Detecao de genotipos toxigenicos
Na detecdo de genoOtipos toxigénicos, os testes ttm como alvo os genes

associados a biossintese de cianotoxinas, sendo possivel, de uma forma rapida e
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sensivel, detetar populacdes de cianobactérias potencialmente toxicas em massas de
4gua "°. O facto de a presenca do gene ndo implicar que ocorra producdo de toxina, e
existir a necessidade de avaliar impactos de eventuais inibidores de PCR provenientes

das amostras ambientais sdo as desvantagens associadas a este método.

1.5.2 Avaliacéo ecotoxicologica

A fim de se detetar os efeitos destas toxinas, recorre-se a ensaios
ecotoxicoldgicos que sdo usados devido a sua elevada sensibilidade com indicacdo de
potenciais impactos nos ecossistemas. Mas, a sua falta de especificidade torna muito
dificil a associagdo dos resultados a uma toxina especifica em amostras naturais '"* " ™.
No entanto, na presenca de espécies potencialmente toxigénicas resultados positivos
nestes ensaios poderao vir a ser indicadores da expressdo dos gendétipos detetados.

Os ensaios ecotoxicoldgicos podem ser utilizados para estimar a toxicidade de
amostras ambientais como aguas, solos ou sedimentos . Este tipo de testes, também
conhecidos como bioensaios, sdo ainda usados para determinar a quantidade de uma
substancia a que um organismo pode ser exposto para antever efeitos adversos .
Poder-se-4, assim, estabelecer a relacdo entre as concentracdes dos parametros quimicos
e de substancias perigosas com os efeitos bioldgicos observados em varias espécies do
ecossistema ®*.

A escolha do organismo de teste é de vital importancia para a validade do teste.
E necessario que se tenha informacao acerca das vantagens e desvantagens associadas
as espécies testadas, e, frequentemente, recomendado que estas representem diferentes

niveis troficos % &

Na detecdo de cianotoxinas, a sensibilidade de alguns
bioindicadores, utilizados em avaliacdo ecotoxicoldgica, como Thamnocephallus
platyurus e Daphnia magna ® podera vir a contribuir para a monitorizagdo da qualidade
da &gua. Neste tipo de avaliacdo recorre-se a ensaios de exposi¢do aguda e/ou a ensaios
de exposicao crénica, dependendo dos efeitos que se pretende analisar 3* .

Os ensaios de exposi¢do aguda, como os ensaios de mortalidade com D. magna
ou T. platyurus e de inibicdo de luz com Vibrio fischeri, sdo testes rapidos que
precedem o0s ensaios de exposicdo cronica, sendo, por isso, considerados métodos de
screening na avaliagdo toxicolégica ® ®. A imobilidade, mortalidade e luminescéncia,
s30 alguns dos parametros avaliados neste tipo de bioensaio .

Os ensaios de exposicao cronica avaliam os efeitos resultantes da exposi¢do aos

fatores de stress durante a totalidade do ciclo de vida da espécie, tendo a taxa de
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reproducdo, crescimento, frequéncia de mudas e malformagdes embrionarias %, como
parametros de avaliacdo.

Por se tratarem de invertebrados com ciclos de vida, que apesar de curtos, sdo
suficientemente longos para permitirem a detecdo de alteracdes ambientais de curto
prazo, por serem faceis de identificar quando comparados com algas ou bactérias, por
possuirem movimentos de dispersdo reduzidos, por terem regimes alimentares diversos
e por estarem presentes numa grande variedade de biétopos % ¥ D. magna e T.

platyurus sdo comummente usados na caracterizacdo do meio aquaético.

1.5.3 Daphnia magna

Trata-se de um crustaceo de dgua doce da ordem Cladocera, também conhecido
como pulgas de agua .

S&o organismos bastante utilizados em testes de toxicidade por se encontrarem
amplamente distribuidos nas massas de agua doce, serem importantes em muitas
cadeias alimentares e por serem uma fonte significativa de alimento para peixes . O
facto de possuirem um ciclo de vida relativamente curto, serem facilmente cultivados e
mantidos em laboratorio, serem sensiveis a varios contaminantes do ambiente aquatico
e terem dimensdes reduzidas, permitindo a utilizacdo de menores volumes de amostra e
agua de diluicdo do que os testes realizados com algas e peixes, sdo caracteristicas que
fazem com que D. magna seja cada vez mais usada neste tipo de analises ® . A sua
reproducdo assexuada, por partenogénese, garante organismos geneticamente idénticos

permitindo, assim, a obtencéo de organismos-teste com sensibilidade similar .

1.5.4 Thamnocephalus platyurus

T. platyurus, um crustaceo de agua doce pertencente a ordem Anostraca, é usado
como organismo-teste nos bioensaios devido ao nivel trofico que ocupa nos
ecossistemas aquaticos e por se tratar de um bom modelo para prever a toxicidade de
quimicos e poluentes nos ecossistemas 2°. Comparado com D. magna, este invertebrado
é considerado particularmente sensivel a inmeros quimicos e poluentes ambientais *
% e facil de usar como bioindicador & °*.
Por ser um consumidor primario nas teias alimentares aquaticas, esta espécie

tem uma elevada importancia a nivel cientifico e ecolégico .
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1.5.5 Vibrio fischeri

V. fischeri é uma bactéria marinha heterotréfica, Gram-negativa pertencente a
familia Vibrionaceae, que pode ser encontrada em &guas de regiGes temperadas e
subtropicais % %,

Trata-se de uma bactéria luminescente frequentemente encontrada em relagdes
simbidticas com animais marinhos. A sua bioluminescéncia é dependente de quorum
sensing e da expressdo de cinco genes, lux CDABE, regulados por lux R e lux I, que
compdem o operéo lux *.

Esta bactéria é usada para avaliar a toxicidade da agua induzida por amostras
ambientais, visto que a reducdo da luz emitida é proporcional aos efeitos inibitorios
produzidos pela amostra no crescimento da bactéria .

Assim, no rastreio da toxicidade de cianobactérias, tém sido usados organismos
indicadores, como Artemia salina ** ou Daphnia spp *. No entanto, estes métodos de
rastreio, com organismos aquaticos, tém-se concentrado maioritariamente na detecdo de
microcistinas e nodularinas *. Recentemente, alguns estudos apontam para o potencial
uso de espécies de cladoceros (ex: Daphnia magna) para a detecdo de saxitoxinas na
4gua, dada a sua sensibilidade *. Uma variedade de efeitos no zooplancton, em especial
sobre o grupo dos claddceros, tais como sobrevivéncia, crescimento, fecundidade e
comportamento alimentar %, tém sido descritos ap6s exposicdo a cianobactérias. Estes
estudos indicam que a utilizacdo deste grupo de bioindicadores pode ser uma mais-valia

na despistagem do seu risco ambiental.
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2. Objetivos

O objetivo global deste trabalho consistiu em verificar a viabilidade de incluir na
monitorizacdo de amostras naturais a associacao de ferramentas ecotoxicoldgicas com a
detecdo de gendtipos especificos de cianobactérias potencialmente produtoras de
cianotoxinas. Como se disse na secc¢do 1 pretendeu-se contribuir para (i) a melhoria da
previsdo da potencial toxicidade de CyanoHABS; (ii) a minimizacgéo de custos analiticos
na detecao de toxinas; (iii) a otimizacdo do esfor¢o de monitorizacdo; (iv) e uma melhor
avaliacdo de riscos quer ambientais quer de salde publica.

Assim, 0 objetivo principal deste trabalho foi contribuir para uma melhor
avaliacdo do risco associado a CyanoHABs, em particular dos frequentemente
dominados por espécies dos géneros Aphanizomenon, Chrysosporum e
Cylindrospermopsis, considerados como potencialmente produtores de CYN e STX.
Para tanto, foi necessario utilizar métodos que permitissem diferenciar os genotipos de
cianobactérias produtoras de CYN e/ou STX, adaptando a sua aplicacdo a amostras
naturais, frescas e preservadas, de modo a analisar casos de CyanoHABs previamente
caracterizados.

No sentido de cumprir este objetivo delinearam-se 0s seguintes objetivos
especificos:

a) Isolamento e manutencdo em cultura de cianobactérias filamentosas
potencialmente produtoras de CYN e STX, destinadas a servir de controlo
positivo em todas as analises ambientais;

b) Rastreio da eventual producdo de CYN e STX através de bioensaios com
organismos indicadores do grupo dos claddceros e bactérias;

c) Implementacdo de métodos moleculares de amplificacdo de sequéncias
especificas dos genes associados a producdo de CYN e STX;

d) Verificacdo da sua aplicabilidade em amostras naturais;

e) Comparacdo de avaliacBes de risco realizadas com e sem recurso a esta
metodologia.

O cumprimento destes objetivos permitira responder as seguintes questoes:

1) Serdo os isolados de cianobactérias filamentosas das albufeiras do sul de

Portugal mantidos em cultura portadores dos genes cyr e/ou sxt?
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2) Existem gendtipos cyr e/ou sxt nas amostras de CyanoHABs das albufeiras do
sul de Portugal (Alqueva, Bravura, Funcho, Odeleite e Beliche)? E em que
proporcao?

3) Sera possivel obter uma avaliacdo de risco de toxicidade mais fiavel através da
diferenciacdo genotipica da toxicidade potencial de cianobactérias?

4) Seré possivel a analise retrospetiva da toxicidade potencial de amostras fixadas
através da diferenciacdo de genotipos cyr e sxt?

5) Em que medida este tipo de abordagem permitira o posterior desenvolvimento

de ensaios ambientais que detetem diretamente a expressdo dos genes em causa?

Entre as varias cianotoxinas conhecidas, neste projeto optou-se pela avaliacdo de
risco e o desenvolvimento de metodologias de detecdo dos gendtipos associadas a
sintese de cilindrospermospinas e saxitoxinas, cianotoxinas que tém sido detetadas em

massas de 4gua portuguesas °’ e sobre as quais existe pouca informag&o cientifica.
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3. Material e Métodos

A fim de se cumprir os objetivos propostos delinearam-se quatro tarefas

numeradas de | a V.

3.1 Tarefas
e Tarefal
Realizou-se o isolamento e manutencdo em cultivo de estirpes ambientais de
cianobactérias potencialmente produtoras e ndo produtoras de cilindrospermopsinas
e/ou saxitoxinas, para, deste modo, se obter controlos positivos e negativos para genes
cyr e sxt em cultivos.
e Tarefall
Foi realizada a detecdo dos genes cyr e sxt e sua diversidade com recurso a
amostras preservadas, amostras frescas e as culturas em crescimento.
e Tarefalll
Com o desenvolvimento desta tarefa pretendeu-se avaliar a toxicidade associada
a expressdo dos genes cyr e sxt em amostras frescas, preservadas e cultivos. Deste
modo, foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos agudos, a partir de amostras frescas e
das culturas, nomeadamente: Teste de inibicdo de mobilidade com Daphnia magna %,

99,10 o Ensaio de

Teste de mortalidade com o crustdceo Thamnocephalus platyurus
inibicdo de luz com a bactéria Vibrio fischeri ' 12, Os resultados obtidos foram
comparados com o0s de ensaios realizados anteriormente nas amostras preservadas em
uso.
e TarefalV
Foi realizada a integracdo dos resultados obtidos nas respostas as tarefas

realizadas.

3.2 Area de estudo

A érea de estudo incluiu as principais albufeiras do distrito de Faro,
nomeadamente Bravura, Arade, Funcho, Odeleite e Beliche e um conjunto de massas de
agua do distrito de Beja, associadas ao Empreendimento de fins multiplos de Alqueva,

gerido pela Empresa de Desenvolvimento e Infraestruturas do Alqueva (EDIA).
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As colheitas no Distrito de Faro foram todas providenciadas pela Agéncia
Portuguesa do Ambiente, I.P. (APA), através dos servicos da Administracdo da Regido
Hidrogréfica do Algarve (ARH-Algarve), cuja colaboracédo se agradece.

Posteriormente e perante a auséncia das espécies alvo, nas amostras recolhidas
nas albufeiras do Algarve, foram realizadas recolhas de amostras de agua natural em
nove pontos do Baixo Alentejo, Sul de Portugal, assinalados na Figura 3.2.1.

Cinco dos pontos amostrados, Marina da Amieira, Ribeira de Alcarrache,
Monsaraz, Telheiro, Mourdo e Cais ancoradouro de Monsaraz, pertencem a albufeira de
Alqueva. Os principais usos para a agua desta albufeira, localizada na bacia hidrografica
do Guadiana, sdo a rega, a producdo de energia hidroelétrica e o abastecimento das
populacdes 1. A Barragem do Enxoé, também localizada na bacia hidrografica do rio
Guadiana, visa a manutencdo do caudal ecoldgico, o abastecimento de populacfes e a
criacdo de uma reserva de agua '**. A Barragem do Roxo, apesar de localizada na bacia
do Sado, encontra-se ligada a albufeira de Alqueva, o que permite manter estaveis 0s

niveis de 4gua para consumo humano, regadio e desportos nauticos %°.

- Km
0 20 40 80 120

Figura 3.2. 1 - Localizacdo geogréafica das massas de agua amostradas nos
distritos de Beja e Faro.
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O rio Ardila nasce em Espanha, na serra de Tentldia, e tem uma extensdo de 60
km até desaguar no Guadiana '°. Este rio é considerado um dos mais poluidos, sendo
classificado como critico no sistema Alqueva — Pedrogdo por trazer, desde Espanha,
excesso de matéria organica e nutrientes, promotores da sua eutrofizacdo %, e
concomitante potencial selecdo de estirpes toxicas > ®'. A ribeira de Safara, que
desagua no rio Ardila, € um curso de &gua portugués, localizado no concelho de Moura,

no distrito de Beja '%.

3.3 Recolha de amostras de agua natural (amostras frescas) para

identificacdo e quantificacdo de células de cianobactérias

Foram recolhidas amostras de agua em todos os locais assinalados na Figura
3.2.1, locais onde em trabalhos anteriores ** foram identificadas cianobactérias com
capacidade de produzir toxinas.

No distrito de Faro, as colheitas foram realizadas pela APA - ARH Algarve de
acordo com os métodos de amostragem recomendados pelo ex-INAG (atual APA —
Instituto da Agua) '°°, em 23 e 24 de fevereiro e 20 e 21 de julho de 2015.

No distrito de Beja, cada local de amostragem foi visitado quer a 18 quer a 25 de
setembro de 2015, realizando-se as amostragens a partir de cais ancoradouros quando
estes existiam, ou a partir da margem, com a menor perturbacdo possivel da zona para
ndo contaminar as amostras com sedimentos. Estas colheitas realizaram-se com recurso
a um garrafdo de 5 Litros (L) em polietilenotereftalato (PET) e a uma garrafa de 1,5 L
do mesmo material. Estes contentores foram de imediato colocados em gelo e no escuro
e transportados para o laboratorio, onde as amostras foram subdivididas em recipientes
de menor volume (1,5 L), e congeladas até a realizacdo dos testes ecotoxicoldgicos no
Laboratorio de Ecotoxicologia do Instituto Politécnico de Beja. Foram também
recolhidas trés aliquotas para tubos tipo Falcon de 50 mL: uma com 35 mL, que foi
congelada para posterior da extracdo de DNA, e outras duas com 50 mL, das quais uma

109

foi fixada com Lugol, com vista & observacdo em microscopia de inversdo ~, tendo a

terceira sido destinada ao cultivo em BG11.

3.4 ldentificacéo e contagem do numero de células
Previamente a iniciarem-se as analises molecular e ecotoxicologica das amostras
naturais, realizou-se uma breve andlise quantitativa do fitoplancton presente. Tendo em

conta o objetivo deste trabalho, esta anélise consistiu na identificacdo de cianobactérias
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potencialmente toxicas, dos generos Cylindrospermopsis e Aphanizomenon ou
Chrysosporum, determinagdo da densidade e calculo do biovolume dos organismos
pertencentes a estes taxa. Assim, com recurso ao microscopio 6tico de contraste de fase
(Leitz, Laborlux K, condensador ACHROPLAN) realizou-se um primeiro rastreio (fast
screening) das amostras que permitiu selecionar as que melhor se enquadravam nos
objetivos deste trabalho. Em seguida, e com recurso a camaras de sedimentagéo
realizou-se a sedimentacdo destas amostras. Esta camara consiste numa coluna vertical,
preenchida, neste caso, com um volume de 10 mL da amostra fixada com Lugol, com
uma base através da qual o seu contetdo pode ser observado com recurso ao
microscopio de inversdo, permitindo que as particulas sedimentem no fundo da cdmara
devido a forca gravitica *® (Figura 3.4.1).

Em microscopia de inversdo (Zeiss Axio Observer LD A-PLAN 40x/0,50 Ph2),
procedeu-se a contagem por quadriculas, como descrito no “Manual para a Avaliagdo da
Qualidade Bioldgica da Agua em Lagos e Albufeiras segundo a Directiva Quadro da
Agua - Protocolo de Amostragem e analise para o Fitoplancton”, e posteriormente a0

calculo da densidade de cianobactérias 1%,

, A —d
Figura 3.4. 1 - Sedimentacdo de uma amostra com recurso a uma camara de sedimentacao

3.5 Tarefa | - Isolamento e manutencdo em cultivo de estirpes ambientais
de cianobactérias potencialmente produtoras e ndo produtoras de CYN
e/lou SXT

Tendo como objetivo o isolamento, purificacdo e a manutencdo em cultivo de

estirpes ambientais de cianobactérias potencialmente produtoras e ndo produtoras de
CYN e/ou STX, para obtencdo de controlos positivos e negativos da presenca dos genes
cyr e sxt, realizaram-se diversos cultivos de cianobactérias. Estes foram submetidos a
diversos procedimentos e condi¢cdes de modo a selecionar as espécies alvo a partir de

culturas e amostras que ndo eram axénicas nem unialgais.

3.5.1 Separacao por citometria de fluxo ativada por fluorescéncia
O citémetro de fluxo utilizado (BD FACSAria™ I1) permitiu selecionar apenas

as células que apresentavam fluorescéncia correspondente a emissdo quer por clorofila a
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(excitagdo 440 nm e emissdo a 685 nm), quer por ficocianina (excitagdo a 617 nm e
emissdo a 646 nm). Estas foram separadas em dois grupos de acordo com a sua
dimensdo. Tratando-se da separacdo de espécies de cianobactérias filamentosas, foram
utilizados dois critérios para o isolamento destas microalgas: presenca de ficocianina e
tamanho dos tricomas.

Para a rece¢do das células isoladas foram previamente preparadas, na cdmara de
fluxo laminar, placas de 24 pogos com 2 mL por pogo de meio BG11 com adigdo de
vitaminas (ver seccdo 3.5.2). Assim, foram separados da amostra e acumulados em cada
poc¢o os tricomas que continham ficocianina e a dimensao definida. As placas obtidas

foram incubadas, - nas condi¢des acima mencionadas -, no fitoclima.

3.5.2 Manutengdo de cianobactérias ambientais em cultura
Os cultivos preliminares das estirpes a utilizar foram mantidos e purificados em
meio BG11 ™° (Anexo | - Preparagdo BG11), modificado de acordo com Ripka et al.

111 com adicdo de solucdo de vitaminas formulada por Guillard et al. **?

, contendo B1
(Tiamina), B7 (Biotina) e B12 (Cobalamina) (Anexo Il — Solugdo de vitaminas).

Os cultivos de C. raciborskii, marcados de C; a C4, foram selecionados a partir
de amostras previamente recuperadas das recolhas realizadas na albufeira do Alqueva
(AR — Algueva Reservoir), em setembro de 2012 e maio de 2013, no ambito do projeto
EcotoxTools (PTDC/AAC-AMB/103547/2008).

Estas culturas, bem como as restantes existentes no laboratério foram incubadas
em frascos de cultivo, estéreis, de poliestireno, com tampa ventilada (Sarstedt Ref.
83.1810.002), contendo 10 mL de meio BG11 a pH 7, no fitoclima a uma temperatura
de 25 % 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz por dia e intensidade média de 15
pmol-min™. A luz para esta incubacdo foi obtida em iguais proporcdes a partir de
lampadas simuladoras da luz do dia (“‘cool white” e “cool daylight”).

Nas repicagens seguintes, apds verificacdo por observagdo microscopica do
crescimento das espécies alvo, duplicou-se o volume de cultivo utilizando frascos de
maior volume (Sarstedt Ref. 83.1811.002). As culturas foram renovadas a cada duas
semanas por reparticdo em novos frascos e adicdo de meio de cultura fresco. Este

procedimento permitiu a manutencao das culturas em crescimento vegetativo ativo.
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3.5.3 Observacdo microscopica e selecdo dos isolados a cultivar
Para a selecdo das culturas a serem utilizadas durante este trabalho, aliquotou-se
cerca de 1 mL de cada amostra e de cada cultura, para tubos tipo Eppendorf de 2 mL,
para observacdo em microscopia de contraste de fase (Leitz, Laborlux K, condensador
ACHROPLAN) de modo a eliminar as culturas que entretanto se revelaram dominadas

por outras microalgas.

3.5.4 Ensaios de selecédo variando a radiacéo

N

violeta (UV) de outra microbiota acompanhante, em particular de espécies de
Synechococcus, particularmente sensiveis aos UVs 2,

Numa placa de 24 pocos, adicionou-se 2 mL de meio BG11 com adicdo de
vitaminas e 200 uL de cultura (um tufo), realizou-se a lavagem e passou-se para 0 pogo
seguinte (Figura 3.5.4.1). Ap0s se percorrer 0s pocos todos, expds-se a placa, durante 30

minutos, a luz UV a 365 nm.

1. 2 3 4 5 6
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Figura 3.5.4. 1 - Esquema da placa de 24 pocos utilizada exposta, durante 30 minutos,
a radiagdo UV a 365 nm, durante a realizacao dos ensaios de sele¢do por radiacéo.

3.5.5 Ensaios de selecdo variando a temperatura

Com a realizagéo deste ensaio pretendeu-se verificar diferencas no crescimento
de espécies de cianobactérias filamentosas e, assim, selecionar as estirpes de interesse.

Para tal replicaram-se as culturas (8 réplicas de cada cultura), nomeadas de A a P
(ver Tabela 1), incubando-se metade a 32 = 1 °C (réplica 1) e outra metade a 25 + 2 °C
(réplica 2), tal como representado na Tabela 1.

As culturas foram monitorizadas por microscopia de inversdo (Zeiss AXxio
Observer LD A-PLAN 40x/0,50 Ph2).
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Tabela 1 — Nomenclatura utilizada nos ensaios de selecdo variando a temperatura

Cultura Réplica 1 Réplica 2
(32+x1°C) (25+2°C)
Ci A;B;C, D, A;B,C,D,
C, E:F1GiH; E:F. G H,
C3 |1\]1 K1 L1 |2J2 K2 L2
Cy M;N; O; Py M, N, O, P,

3.5.6 Alteragdes ao meio BG11
Apds analise da composicdo do meio BG11 originalmente descrito por Stanier et

al . 110

, considerou-se a hipétese de, especificamente para C. raciborskii, este estar
limitado em Azoto (N) e em Fésforo (P). Assim, realizaram-se as seguintes alteracdes
ao meio original:

- Ao meio marcado como BG11 + P — adicionou-se 1 mL/L de uma solucédo de
KH,PO4 a 0,14% (p/v);

- Ao meio marcado como BG11 + N + P — adicionou-se 1 mL/L de uma solugéo
de KH,PO,4 a 0,14% (p/v) e 1 mL/L de uma solucéo de ureia a 0,42% (p/v);

Foram realizados 4 replicados destas culturas em frascos de cultivo (Sarstedt
Ref. 83.1810.002), contendo 10 mL de cada meio a pH 7. Todos os replicados foram
mantidos no fitoclima a uma temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas de
luz por dia e intensidade média de 15 pmol-min™.

3.5.7 Monitorizagdo  do  crescimento  das  culturas  por
espetrofotometria

Tracou-se, para as amostras de cada um dos replicados das culturas, um espetro
de absorcéo entre os 360 nm e os 840 nm, com leituras a intervalos de 10 nm, utilizando
o leitor espetrofotométrico de microplacas Biotek Synergy 4. Este espetro foi realizado
a fim de detetar os picos de absorvancia correspondentes aos pigmentos e selecionar 0s
melhor adequados ao acompanhamento do crescimento semanal das culturas. Optou-se
pela leitura das densidades Oticas para os comprimentos de onda A = 440 nm, A = 630

nm, A =680 nm e A =730 nm.
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Este procedimento teve também como objetivo mostrar qual dos trés meios de
cultura favorecia melhor o crescimento. Registou-se como To 0 momento a partir do
qual se inicia a analise de crescimento com os meios BG11 (11B), BG11 + P (11C) e
BG11 + N + P (11P). Para cada tempo de incubacdo as placas foram inoculadas de

acordo com o esquema representado na Figura 3.5.7.1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Legenda

A ) . . . . . . O Meio BG11 (11B) @ C,G, 11C
B| @ @ [ X N EOEGOES) ( @ c=uB @ c:iuuc
S X X X X X NONONON N N @ VoESUUD) @ ¢ e
RN N NONONCN N N N NN MeteRO WO @) gnr
E 0000000000 OO@ @ = @ cmur
r 900900000000 @® @ crus @ cr:uc
G| 1O OO0 OO QOO @ coeur @ cc.u
B CFEI ) ICICH O ) T @ c:ruc

Figura 3.5.7. 1 - Esquema da placa de 96 pocos utilizada para a monitorizacao do

crescimento das culturas por espetrofotometria.

3.6 Tarefa Il - Detecéo dos genes cyr e sxt e sua diversidade
A fim de se detetar 0s genes cyr e sxt recorreu-se a amostras frescas, as culturas
obtidas e a amostras preservadas em Lugol, recolhidas em diversos pontos da albufeira

do Alqueva em 2011 e 2012, e para as quais havia ja dados ecotoxicoldgicos.

3.6.1 Extracdo de DNA

Antes de se dar inicio ao protocolo de extracdo foi necessario realizar uma
preparacdo das amostras de culturas, de modo a serem eliminados residuos de meio que
podiam afetar o rendimento da extracdo. Aliquotaram-se cerca de 2 mL de cada cultura
para um tubo tipo Eppendorf. As culturas foram lavadas em tampédo Tris-EDTA
(AccuGENE™ [X TE Buffer — Lonza, 0,01 M Tris e 0,001 M EDTA, pH 7,4) por
centrifugacdes sucessivas a 10000 g numa centrifuga Heraeus Multifuge 3 S-R, a
primeira durante 20 minutos e a segunda durante 10 minutos. A lise das células de cada
pellet foi provocada pela sua submissdo, por trés vezes, a choques térmicos com as
seguintes duragdes: 30 minutos em gelo, 30 minutos a -20 °C e 30 minutos a
temperatura ambiente. Os pellets foram ou macerados em azoto liquido ou tratados com
lisozima (ver secgbes 3.6.2.1 e 3.6.2.2). Uma vez obtida a lise das células, utilizou-se o
Short Protocol do E.Z.N.A. Plant DNA Mini Kit (Omega Bio-tek), mas substituindo o

Ellution Buffer por 50 pL de agua ultra pura a 65 °C, no passo 24 do mesmo protocolo.
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Para a extracdo de DNA a partir de amostras fixadas em Lugol introduziram-se
passos de lavagem e preparacdo das amostras, adaptando o método descrito por
Bertozzini et al. *'*. Assim, ap6s homogeneizacdo, 50 mL das amostras fixadas foram
lavados duas vezes com solucdo de Ringer estéril, por centrifugacdo a 10000 g, durante
20 minutos, a 4 °C numa centrifuga Heraeus Multifuge 3 S-R e concentradas por
centrifugacdo nas mesmas condi¢Oes. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de TE e
transferido para um tubo tipo Eppendorf de 2 mL, que foi submetido a nova
centrifugacdo a 10000 g, durante 10 minutos, na centrifuga referida, e com o rotor
apropriado. A lise das celulas foi obtida pelo processo acima descrito e o0 Short Protocol
de E.Z.N.A. Plant DNA Mini Kit (Omega Bio-tek), usado como acima descrito.

Quanto as amostras naturais, no sentido de evitar a degradacdo do DNA pelas
DNases e enzimas de restricdo produzidas pelo elevado nimero de bactérias presentes
115" em especial se comparadas com as presentes nas culturas purificadas, foi necessario
realizar-se também um pré-tratamento destas amostras. Assim, foram realizadas
alteracdes ao protocolo inicial, com vista a reduzir o tempo decorrido entre a lise celular
e 0 inicio do processo de extracdo, concentrando 10x as amostras, através da
centrifugacdo a 5000 g, durante 20 minutos, de 100 mL de amostra divididos por dois
tubos tipo Falcon de 50 mL, com recurso a centrifuga Heraeus Multifuge 3 S-R,
descartando o sobrenadante. Cada pellet foi ressuspenso em 1 mL de TE e os dois pellet
da mesma amostra foram transferidos para um tubo tipo Eppendorf de 2 mL, que foram
centrifugados a 8000 g, durante 20 minutos, antes de submeter o respetivo pellet a
choques térmicos para lisar as células. Estes foram reduzidos comparativamente com o
processo acima descrito para uma incubacdo a -20 °C de 30 minutos, logo seguida de
outra de 5 minutos a 65 °C em banho termostatizado e 2 a 3 minutos a 37 °C antes de
iniciar o tratamento com lisozima e passar ao Short Protocol de E.Z.N.A. Plant DNA

Mini Kit (Omega Bio-tek), com a alteracéo ja descrita.

3.6.2 Tratamentos pré-extracdo de DNA
De modo a ser maximizado o rendimento das extracOes de DNA, adicionaram-se
passos intercalares de tratamento das amostras de culturas, apés a limpeza de residuos
de meio, e das amostras naturais, com lisozima e com DNase e lisozima. Adicionou-se
DNase para se eliminar o DNA da microbiota acompanhante presente na amostra, antes
de se extrair o DNA cianobacteriano. A lisozima foi adicionada para degradar o

peptidoglicano presente na parede celular das cianobactérias.
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O tratamento com DNAse e lisozima foi realizado apds a eliminacéo de residuos
de meio que podiam afetar o rendimento da extracdo, e o tratamento s6 com lisozima

seguiu-se ao procedimento dos choques térmicos para fragilizagéo da parede celular.

3.6.2.1 Tratamento com lisozima e DNase

Incubou-se cada pellet com 1 uL de DNase a 2 U/uL em banho, a 37 °C durante
30 minutos. A DNase foi entdo inativada a 65 °C, em banho, durante 15 minutos.
Adicionou-se entdo 10 pL de uma solucdo lisozima (L6876 Sigma-Aldrich) a 100
mg/mL e 90 pL do tampéo P1 (solucdo de ressuspensdo das células) de E.Z.N.A. Plant
DNA Mini Kit (Omega Bio-tek), para uma incubacéo de 2 horas, a 37 °C, em banho. A
inativacéo da lisozima foi feita em banho, a 65 °C durante 10 minutos, antes de dar
inicio ao Short Protocol de E.Z.N.A. Plant DNA Mini Kit (Omega Bio-tek), mas
utilizando no passo 3 apenas 510 pL do tampédo P1, em vez dos 600 pL mencionados.

Manteve-se a modificacdo ja descrita para o passo 24.

3.6.2.2 Tratamento com lisozima
Ap6s o procedimento dos choques térmicos adicionou-se os 10 uL da solucéo
lisozima a 100 mg/mL e 90 pL do tampéo P1 (solucdo de ressuspensdo das células) de
E.Z.N.A. Plant DNA Mini Kit (Omega Bio-tek), para uma incubacdo de 2 horas, a 37
°C, em banho, como descrito em 3.6.2.1. A inativagdo da lisozima e a extragdo de DNA
prosseguiu também como descrito em 3.6.2.1.
Para o tratamento com lisozima em amostras naturais reduziu-se o tempo de

incubacdo com lisozima para 90 minutos.

3.6.3 Detecédo do DNA gendmico extraido
A presenca de DNA gendémico foi confirmada por meio de eletroforese em gel
de agarose a 1% (SeaKem® LE Agarose) numa solucdo tampéo de Tris-Acetato EDTA
1x (5 PRIME TAE 50x, 2 M Tris-Acetato e 0,05 M EDTA, pH 8,3) com uma voltagem
de 60V por um periodo de 5 minutos, seguida de 75V por um periodo de 30 minutos.
Ao gel adicionou-se 5 pL do corante “EZ-Vision® In-Gel Solution” a uma
concentracéo de 1:10000. Nos pocos do gel foram carregados 5 pL de DNA e 4 pL de
Loadding Buffer 5x concentrado. O “GeneRuler™ DNA Ladder Fermentas 1 kb” foi o
marcador utilizado ao longo do trabalho (Figura 3.6.3.1).
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
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Figura 3.6.3. 1 - GeneRuler™ DNA Ladder Fermentas 1 kbp

3.6.4 Selecdo de primers

Selecionaram-se a partir da literatura fragmentos iniciadores (primers) para
genes especificos associados a producdo de CYN e STX, nomeadamente para regides
dos operdes cyr e sxt, para verificacdo da viabilidade da sua utilizacdo na amplificacdo
das regides alvo. Também se utilizaram primers especificos para os géneros alvo,
nomeadamente Cylindrospermopsis e Aphanizomenon, independentemente da sua
toxigenicidade. Para além destes, utilizaram-se, como controle positivo das condicdes
de PCR, primers especificos para o rDNA 16S de cianobactérias em geral.

Assim, foram utilizados varios pares de primers (Thermo Fisher Scientific), dos
quais um com especificidade para uma sequéncia nucleotidica comum a cianobactérias,
0 gene do16S rRNA (Cyanl08 F e Cyan 377 R), de acordo com Urbach et al. ¢ e
Rinta-Kanto *’. Entre os pares de primers especificos para C. raciborskii, Cyl 2/Cyl 4
118 amplificam uma regido do gene rpoCl (subunidade y da RNA polimerase
dependente do DNA) e os pares PKS M4/ PKS M5 *° e K18/ PKS M5 % para regites
codificantes de policetideo sintases de cilindrospermopsina. Para as péptido sintases de
CYN comuns a C. raciborskii e a Aphanizomenon sp. selecionaram-se 0s primers PS
M13 e PS M14 ° A fim de se amplificar uma regido do gene rpoC1 e uma regido do
gene nifH, que codifica para a nitrogenase do género Cylindrospermopsis,

selecionaram-se, respetivamente, os pares rpoC1 F/R *** e Nif H F/R ***. Tendo uma
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regido do gene cyr J (gene essencial na biossintese de CYN) de cianobactérias com
capacidade de sintetizarem CYN como alvo recorreu-se ao par Cynsul F/Cylnam R %
para a amplificar.

Para detecdo de genes, necessarios a producao de saxitoxinas, escolheram-se 0s
pares de primers Sxt A4 F/R *°, Oct F/IR *°, Sxt B F/IR >°, Sxt W F/R %3, Sxt V F/R &,

apesar de ainda ndo ser claro que genes sdo essenciais a sintese de uma saxitoxina.

3.6.5 Amplificacdes dos fragmentos de DNA alvo

As reacoes de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase), com um volume final de
reacdo de 25 uL, foram preparadas de acordo com o material disponivel em laboratorio.
As PCRs foram realizadas num termociclador DOPPIO (VWR), de acordo com as
Tabelas 2 e 3, compostas por 20 pmol de cada primer, 0,2 mM de dNTPs, DMSO a 2%,
1x Mg Free PCR Buffer, 2,5 mM de MgCl, e 1,25 U/uL de Go Tag G2 Flexi DNA
polimerase (Promega). A esta reacdo foram ainda adicionados 13,38 pL de agua
ultrapura estéril e 2 uL de DNA. Nas Tabelas 2 e 3 encontram-se as condi¢des de reagdo
cumpridas para cada reacdo. Os produtos de PCR foram armazenados a 4 °C até se
proceder a eletroforese para confirmacdo dos resultados. Na separacao por eletroforese
em gel de agarose a 1%, foram usadas as mesmas condi¢des que para visualizacdo de
DNA gendmico. Nos pogos do gel foram carregados 5 pL de DNA e 2 pL de Loadding
Buffer a 1X. “GeneRuler™ DNA Ladder Fermentas 1 kb” foi o marcador utilizado ao
longo do trabalho (Figura 3.6.3.1).

Foi utilizada agua ultrapura como controlo negativo em todas as reacdes de
PCR. Como controlo negativo da especificidade dos primers utilizaram-se estirpes de
cianobactérias, Microcystis aeruginosa PCC 7820 e Limnothrix sp., conhecidas por

serem produtoras de toxina, mas nenhuma das em estudo.
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Tabela 2 - CondicGes das reacdes de PCR dos primers que tém como alvo 0s genes associados a

producdo de cilindrospermopsina

Espécie/Género

Primer

Gene Alvo

Protocolo PCR

Fonte

Cyan 108 F

Cyan 377 R

16S Cyano
(rDNA 16S)

95°C, 2 min.
95°C, 30 s.
30x 56 °C, 1 min.
72°C, 30s.
72 °C, 5 min.

Urbach et al , 1992

Urbach et al., 1992

(modificado por
Rinta-Kanto, 2005)

C.raciborskii

Cyl 2

Cyl 4

rpoC1l

94 °C, 2 min.
94°C, 30s.
35x 45°C, 30s.
72°C, 30s.

72 °C, 15 min.

Wilson et al , 2000

PKS M4

PKS M5

PKS specific
primers

94 °C, 4 min.
94°C, 10s.
30x 55°C, 20s.

72 °C, 1 min.

72 °C, 7 min.

Schembri et al.,
2001

C.raciborskii/
Aphanizomenon sp.

K18

PKS

94 °C, 10 min.
94°C, 30 s.
30x 45°C, 30s.

72 °C, 1 min.

72 °C, 7 min.

Fergusson & Saint,
2003

PS M13

PS specific
primers/
cyr B

PS M14

PS specific
primers/
cyr A

94 °C, 4 min.
94°C, 10 s.
30x 55°C, 20s.

72 °C, 1 min.

72 °C, 5 min.

Schembri et al.,
2001

Cianobactérias
produtoras de CYN

CynsulF

CylnamR

cyrJ

94 °C, 3 min.
94 °C, 10s.
30x 65 °C, 20s.
72 °C, 1 min
72 °C, 7 min.

Mihali et al., 2008

Cylindrospermopsis

NifH F

NifH R

nifH

95 °C, 2 min.

95°C, 1 min.

30x 48°C, 30s.

72 °C, 1 min.

72 °C, 5 min.

rpoC1 F

rpoC1 R

rpoC1

95 °C, 2 min.

95°C, 1 min.

30x 48°C, 30s.

72 °C, 1 min.

72 °C, 5 min.

Gugger et al., 2005
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Tabela 3 — CondicGes das reacdes de PCR dos primers gue tém como alvo 0s genes associados

a producdo de saxitoxina

Espécie/Género

Primer

Gene Alvo

Protocolo PCR

Fonte

C. raciborskii

Sxt A4 F

Sxt A4 R

sxt A4

94 °C, 5 min.
94 °C, 30s.
35x 61°C, 30s.
72 °C, 30s.
72 °C, 7 min.

OctF

OctR

sxt |

94 °C, 5 min.
94 °C, 30s.
35x 61°C, 30s.
72°C, 90 s.
72 °C, 7 min.

SxtB F

SxtBR

sxt B

94 °C, 3 min.
94 °C, 30s.
35x 53°C, 1 min.
72 °C, 1 min.
72 °C, 7 min.

Hoff-Risseti et al.,
2013

C. raciborskii

Sxt X F

Sxt XR

sxt X

95 °C, 2 min.
94°C, 15s.
30x 53°C, 1 min.
72 °C,1mine30s.
72 °C, 7 min.

SxtW F

Sxt WR

sxt W

95 °C, 2 min.
94°C, 15s.
30x 53°C, 1 min.
72 °C,1mine 30s.
72 °C, 7 min.

SxtV F

SxtV R

sxtV

95 °C, 2 min.
94°C, 15s.
30x 53°C, 1 min.
72 °C,1mine30s.
72 °C, 7 min.

Soto-Liebe et al.,
2010
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3.7 Tarefa lll - Rastreio da toxicidade

Previamente a realizacdo dos testes ecotoxicologicos acima descritos, com
recurso a uma camara de Neubauer, determinou-se a densidade das cianobactérias em
cultura. Realizou-se também a inducdo de condicdes de stress nas cianobactérias em

124 ¢ Rzymski et al. *°, a uma

cultura, uma vez que de acordo com Kaplan et al.
temperatura de 25 °C se observa uma maior concentracdo intra e extracelular de CYN
em culturas de C.raciborskii quando expostas a uma intensidade de luz superior a
necessaria para o0 seu crescimento 6timo.

Assim, replicaram-se as culturas, colocando metade das réplicas no fitoclima a
uma temperatura de 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz por dia e intensidade
média de 64 pmol-min™ — condigdo de stress. Os restantes cultivos foram mantidos
também a temperatura de 25 + 2 °C, mas com fotoperiodo de 16 horas de luz por dia e
intensidade média de 15 umol-min™ — condicdo normal.

Em ambas as condigdes, as repicagens das culturas continuaram a ser realizadas
com regularidade, mantendo sempre as culturas “mae”. Em fungdo destas repicagens
obtiveram-se resultados para diferentes tempos de exposicdo das culturas as duas

condigdes stress e normal.
As Tarefas 1l e 11 foram realizadas para as culturas nestas variadas condi¢des.

3.7.1 Testes de disco-difusdo em Agar
Seguindo-se 0 método descrito por Kirby e Bauer, em 1966, realizou-se este
teste com o objetivo de se fazer um screening da producao de toxina nas culturas *%.

Este teste foi realizado das duas formas abaixo descritas:
A) Impregnou-se 2 discos de papel de 6 mm em 8 placas com meio Agar tipo
Mdiller-Hinton (MH) inoculado com Escherichia coli. Os discos foram colocados em
posicdes simétricas e em cada um inoculou-se 20 pL de cada cultura de
cianobactérias. Em cada placa de Petri testou-se uma cultura crescida na condigéo
ditas normal (marcado com N) e o respetivo replicado colocado sob condigdes de
stress (marcado com L), a fim de verificar eventuais diferengas na inibi¢do de E.coli
(Figura 3.7.1.1).

As placas de Petri foram incubadas overnight na estufa a 37 °C. Cumprido o

periodo de incubag&o inspecionou-se a formacéao de halos de inibicao.
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Figura 3.7.1. 1 - Teste de disco-difusdo em agar realizado com as culturas.
L — cultura exposta a condic6es de stress; N — cultura mantida nas condi¢fes normais de
crescimento.

B) Impregnou-se 4 discos de papel de 6 mm em 8 placas com meio Trypticase Soy Agar
(TSA) inoculado com Escherichia coli. Aliquotou-se 2 mL de cada cultura de
cianobactérias e centrifugou-se a 10000 g durante 20 minutos, recuperou-se 0S
sobrenadantes, sem perturbar o pellet, que foi posteriormente macerado em azoto
liquido, para novos tubos tipo Eppendorf de 2 mL. Em cada placa de Petri testou-se
uma cultura crescida na condi¢cdo normal e o respetivo replicado colocado sob
condicdes de stress. Os 4 discos foram colocados em posicdes simétricas, 2 discos
para inocular, cerca de 10 pL dos pellets (condi¢des normais — N — e condicdes de
stress — L) e 2 discos para se inocular 20 pL de cada sobrenadante (condigdes
normais — N — e condicdes de stress — L) (Figura 3.7.1.2).

As placas de Petri foram incubadas overnight na estufa a 37 °C. Ap6s o periodo

de incubacdo foi-se inspecionar a formacdo de halos de inibicao.

Figura 3.7.1. 2 - Teste de disco-difusdo em Agar realizado com os sobrenadantes e pellet das
culturas. L — cultura exposta a condicdes de stress; N — cultura mantida nas condi¢bes normais
de crescimento; P — Pellet; S — Sobrenadante.
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3.7.2  Ensaios ecotoxicoldgicos

Neste trabalho foram realizados ensaios ecotoxicologicos agudos recorrendo a
organismos de dois niveis troficos: decompositores (V.fisheri) e consumidores primarios
(D.magna e T.platyurus). Os bioensaios realizados em amostras frescas de Setembro de
2015 e em culturas nas quatro condi¢bes descritas anteriormente, de modo a se
confirmar se os efeitos obtidos podem ou néo estar correlacionados com as toxinas em
estudo. Os resultados obtidos permitiram determinar a eventual toxicidade de cada uma
das amostras e sempre que possivel o ECso (concentragdo que promove um efeito letal
em 50% da populacédo exposta) foi determinado.

Os ensaios realizados foram:

3.7.2.1 Teste de Inibicado de Mobilidade com Daphnia magna

Por se tratar de um ensaio agudo é um teste rapido que tem como objetivo
determinar o efeito de substancias contaminantes ou amostras ambientais na
imobilidade ou mortalidade do crustdceo Daphnia magna, ap6s 48 horas de exposicao
% Os ensaios foram realizados com juvenis, de idade inferior a 24h isolados de origem
entre 0 3° e 0 5° nascimento, obtidos a partir de uma cultura controlada a decorrer no
Laboratorio de Ecotoxicologia da Escola Superior Agraria de Beja. Este ensaio foi
também realizado para as culturas. Nos ensaios utilizou-se 0 meio ASTM como
controlo negativo.

O teste segue o protocolo descrito na norma ISO (International Standards
Organization) 6341 de 1996 %,

O ECs (%) foi calculado tendo em conta o nimero total inicial de organismos.
Estes valores foram calculados a utilizando o “método de Probit” recorrendo ao

software de andlise estatistica Minitab®15.

3.7.2.2 Teste de mortalidade com o crustaceo Thamnocephalus
platyurus
Trata-se de um teste rapido que tem como objetivo determinar o efeito de
substancias contaminantes presentes em amostras de agua, na mortalidade das larvas do
crustaceo, apds 24 horas de exposicdo % %.
Este teste foi realizado com recurso a THAMNOTOXKIT F ™, seguindo-se as
indicacBes descritas por MicroBioTests Inc® (Persoone, 1999) %,
Os valores de ECsy (%) foram calculados tendo como parametro de avaliagdo a

percentagem de mortalidade dos organismos-teste. Estes valores foram calculados a
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utilizando o “método de Probit” recorrendo ao software de andlise estatistica
Minitab®15.

3.7.2.3 Ensaio de inibicédo de luz com a bactéria Vibrio fischeri
O ensaio baseia-se na medi¢do da diminui¢do da luminescéncia, isto € dos niveis
de expressdo do operdo lux, de uma suspensdo de bactérias liofilizadas de V. fischeri
(estirpe NRRL-B-11177), quando na presenga de uma série de dilui¢es de amostras de
agua (0; 6,25; 12,5; 25; 50; 100% (v/v)) em NaCl a 2%.

Foi determinada a inibicdo da emissdo de luz desta bactéria quando em presenca
de uma amostra de dgua em comparagdao com um controlo ndo toxico, NaCl a 2%, a
uma temperatura de 15 = 0,5 °C. Este ensaio foi também realizado para as culturas
apenas gquando a sua turbidez ndo afetava a emissao de luz por parte de V. fischeri.

O pH das amostras foi mantido entre 6,5-7,0. Para cada amostra a
bioluminescéncia foi lida antes e depois do periodo de incubacdo (30 minutos). Foi
ainda realizada uma medicao aos 15 minutos do periodo de incubacéo.

Este ensaio foi realizado conforme o protocolo do “Dr Lange luminescent
bacteria test” que segue o procedimento descrito na norma 1SO 11348-2 de 1998 1%,

A percentagem ECs, de cada amostra foi determinada pela avaliagdo da
percentagem de inibicdo de luz. Estes valores foram calculados usando o software

LUMISsoft 4™,

3.8 Tarefa IV - Validagdo da avaliacao da toxicidade potencial

A fim de se integrar os resultados obtidos nas respostas as tarefas realizadas

realizou-se a:

- Comparagcdo das identificagdes moleculares e morfoldgicas;
- Avaliacdo convencional da toxicidade potencial com base na morfologia das
espécies detetadas e sua comparagcdo com o0s resultados dos ensaios de
toxicidade;
- Comparacéo dos resultados positivos para toxicidade e a presenca de gendtipos
Cyr+ e sxt+;
- Avaliacdo da diversidade de genotipos cyr+ e sxt+ detetados;
- Andlise comparativa da avaliacdo de risco por métodos convencionais que

inclui a detecdo de genotipos especificos.
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4. Resultados
4.1 ldentificacdo dos géneros e contagem de cianobactérias nas amostras
naturais
Apos a realizagdo de um primeiro screening com recurso ao microscopio o6tico e
ao microscépio oOtico de inversdo, obtiveram-se 0s resultados descritos na Tabela 4.
Devido a baixa densidade de cianobactérias e outros organismos potencialmente
toxicos, as amostras da Barragem do Enxoé, Rio Ardila e Ribeira de Safara, dominadas

por diatoméaceas e organismos do filo Chlorophyta, foram descartadas.

Tabela 4 — Organismos observados apos identificagdo microscopica

Local de amostragem Géneros/organismos observados
Ribeira de Alcarrache Aphanizomenon; Cylindrospermopsis
Marina da Amieira Aphanizomenon; Cylindrospermopsis; Microcystis
Monsaraz, Telheiro Aphanizomenon; Cylindrospermopsis
Cais ancoradouro de Monsaraz Aphanizomenon; Cylindrospermopsis
Barragem do Roxo Aphanizomenon; Cylindrospermopsis
Mouréo Aphanizomenon; Cylindrospermopsis
Barragem do Enxoé Diatoméceas; Cloroficeas
Rio Ardila Diatoméceas; Cloroficeas *
Ribeira de Safara Cloroficeas

* Recentemente (ja em 2016) durante o cultivo destas cloroficeas, no ambito de
outro trabalho, detetaram-se multiplos tricomas de Chrysosporum ovalisporum, cuja

avaliagéo ja ndo foi possivel incluir nesta dissertacéo.
Em funcgdo dos resultados obtidos em microscopia, realizou-se a contagem em

microcopia de inverséo e o posterior calculo da densidade de cianobactérias *°, apenas

para os locais mencionados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Densidade de cianobactérias (células/mL) em cada um dos locais de amostragem

Local de Amostragem Densidade de cianobactérias (cel/mL)
Ribeira de Alcarrache 3,45x10°
Marina da Amieira 7,43x10°
Monsaraz, Telheiro 1,15x10°
Cais ancoradouro de Monsaraz 1,15x10°
Barragem do Roxo 1,33x10°
Mouréo 1,54x10°

4.2 Tarefa |

4.2.1 Separagéo por citometria de fluxo ativada por fluorescéncia

Na purificacdo de isolados de Cylindrospermopsis raciborskii utilizou-se as
culturas obtidas a partir das placas de 24 pogos, contendo os tricomas de cianobactérias
filamentosas, separados por citometria de fluxo ativada por fluorescéncia (FACS) e
provenientes de amostras da albufeira de Alqueva de setembro de 2012 e maio de 2013.
A observacdo em microscopia de contraste de fase destas culturas permitiu visualizar
diversos tipos de col6nias de cianobactérias, ndo se encontrando qualquer das amostras
em estado unialgal. Verificou-se contudo a predominancia de cianobactérias
filamentosas. Assim, parte destas culturas acabaram por ser descartadas por se
revelarem dominadas, umas por filamentos de Limnothrix sp. e outras por células
croococoides de Synechococcus sp. A sucessiva purificacdo por repicagem das restantes
permitiu obter isolados de C. raciborskii, como o representado na Fig. 1.2.1.1. Nao foi,
no entanto, possivel obter isolados de Chrysosporum ovalisporum e Aphanizomenon

flos-aquae em tempo (til.

4.2.2 Ensaios de sele¢édo variando a radiacéo
A realizacdo deste ensaio teve como objetivo a inibig&o por radiagéo ultra violeta
(UV) da microbiota acompanhante das espécies alvo em particular de Synechococcus
sp..
A partir da observagdo em microscopia de inversao (Zeiss Axio Observer LD A-
PLAN 40x/0,50 Ph2) da placa de 24 pogos exposta, durante 30 minutos, a luz UV, a

365 nm, selecionaram-se 0s melhores pogos para que o seu contetido fosse colocado em
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frascos de cultura (Sarstedt). Assim, foram transferidos para diferentes frascos de
cultura os conteidos dos pogos B1 e C1 (representado a azul na Figura 4.2.2.1) e dos

pocos B2 e D2 (representado a vermelho na Figura 4.2.2.1).

Legenda

Q Cultura C,H, . Cultura C,F, + C,G,
Q Cultura C,G, ‘ Cultura C,E, + C,G,
Q Cultura C,F,

|

Q Q Q Q Cultura C,E,

Figura 4.2.2. 1 - Esquema da placa de 24 pocos utilizada exposta, durante 30 minutos, a
luz UV a 365 nm, durante a realizac8o dos ensaios de selecdo por radiacao.

O 0O W »

o) X IO
L JOX JOIL

Apesar de se ter eliminado, assim, a contaminag¢do por Synechococcus sp., nao
foi possivel garantir a viabilidade das culturas obtidas, tendo-se optado por nédo as
utilizar em extracdes de DNA. Com efeito, ndo teria sido possivel garantir a preservacao

dos seus genes apds uma prolongada exposicao a radiacdo UV.

4.2.3 Ensaios de selecdo variando a temperatura

Este ensaio pretendeu verificar diferencas no crescimento das espécies
filamentosas e selecionar as estirpes de interesse.

A monitorizacdo das culturas por microscopia de inversdo permitiu verificar um
melhor crescimento das culturas incubadas a 25 + 2 °C (réplica 2), pelo que se passou a
utilizar os isolados de C. raciborskii obtidos para esta réplica 2 da cultura C, (C:E,,
CaF2, C,G2, CoHy).
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4.2.4 Monitorizacdo do crescimento das culturas com alteracbes ao
meio BG11

Tal como referido em 3.5.6 considerou-se a hipotese de, para C. raciborskii, 0
meio BG11 estar limitado em N e em P, tendo-se por isso realizado alteracdes ao meio
original.

Apo6s quatro semanas de monitorizacdo verificou-se que 0s compostos
adicionados nédo favoreceram o crescimento das culturas de cianobactérias. Nas culturas
as quais se adicionou BG11 + P (11C, meio ao qual se adicionou-se KH,PO4 a 0,14%
(p/v)), e nas culturas as quais foi adicionado BG11 + N + P (11P, meio com adicdo de
KH,PO4 a 0,14% (p/v) e ureia a 0,42% (p/v)), os tempos medios de duplicacdo
respetivamente de 10,0+1,2 dias e 29,3+4,1 dias foram muito superiores aos obtidos
para BG11, que em média foram de 6,4+0,6 dias. Este resultado é visivel nos graficos
abaixo apresentados (Figuras 4.2.4.1) que refletem a monitorizacdo por

espetrofotometria semanal do crescimento realizada para 680 nm.

. meio 11C
meio 11B a5
3
25 g 2
g / 2 11C C2E2
g2 ——11B C2E2 <5 2E2
g ——11B C2F2 57 —11C C2F2
S 15 ° 11C C2G2
= 11B C2G2 2G2
2 / £l
. ——11B C2H2 = —11C C2H2
= g
g 205
205 ’
0 : : : ‘ 0 : ‘ ‘
TO T1 T2 3 TO T1 T2 T3
Tempo Tempo
meio 11P

(]

——11P C2E2
L5 7 ——11P C2F2

11P C2G2
——11P C2H2

Densidade otica (680 nm)

T0 T1 T2 T3
Tempo

Figura 4.2.4. 1 - Monitorizacao do crescimento das culturas de cianobactérias realizada para 0s
680 nm
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4.3 Tarefa Il
4.3.1 Tratamentos pré-extracdo de DNA

A fim de se maximizar o rendimento das extracbes de DNA adicionaram-se
passos intercalares de tratamento das amostras de culturas, ap6s a limpeza de residuos
de meio de cultura, com lisozima e com DNase e lisozima.

ApoGs a extracdo de DNA com cada um dos pré-tratamentos, realizou-se uma
PCR com os primers Cyan 108F e 377R, que tém como alvo regibes especificas do
gene 16S de cianobactérias, uma sequéncia nucleotidica comum a cianobactérias, de
modo a se entender assim se, efetivamente, o tratamento das amostras previamente a
extracdo de DNA contribuiu para aumentar o rendimento deste procedimento. No gel de
eletroforese representado na Figura 4.3.1.1, o grupo A corresponde a amostras pré-
tratadas com lisozima e DNAse antes da extracdo de DNA, o grupo B a amostras pré-
tratadas com lisozima antes da extracdo de DNA e o grupo C a amostras que nao

sofreram qualquer pré-tratamento.

Bp
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Figura 4.3.1. 1 - Visualizacdo em gel de agarose dos amplicGes obtidos com os primers Cyan
108F e 377R para extratos de DNA obtidos por uma 12 eluicdo com tampdo e uma 22 eluicéo
com &gua ultrapura.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — Microcystis aeruginosa PCC 7005; 3 -
Stafilococcus aureus NCTC G571; 4 — agua ultrapura estéril; 5 — Cultura 11C-CH, 1%luicdo; 6

- Cultura 11C-CH, 2%luicdo 7 — Cultura 11P-CH, 1%luicéo; 8 — Cultura 11P-CH, 2%luicao;
9 — Cultura 8P-CE, 1%luicgdo; 10 — Cultura 8P-CE, 2%luicdo; 11— Cultura 11B-CE, 1%luicdo;
12 - Cultura 1lB-C2E2 2%luicdo; 13 — Cultura 1lB-C2E2 1%luicdo; 14 - Cultura 1lB-C2E2
2%luicdo; 15 — Cultura 110-(32H2 1%luicdo; 16 - Cultura 11C'Csz 2%luicdo; 17 — Cultura
11P-CH, 1%luicdo; 18 — Cultura 11P-CH, 2%luicdo; 19 — Cultura C3® 22 eluicdo; 20 - CJF,
2°%luigdo. Gel corado com SYBR® GREEN adicionado ao Loadding Buffer.
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Como se pode observar, para a maioria das culturas mantidas no laboratério nao
se justificou qualquer pré-tratamento. No entanto, para as amostras naturais sé foi
possivel obter DNA gendmico em quantidade amplificavel, recorrendo a incubagdo com
lisozima como pré-tratamento (Figura 4.3.1.2). Esta figura ilustra a amplificacdo por
PCR para o mesmo par de primers usando, como controles negativos relativamente a
DNA de cianobactérias, a agua ultrapura estéril e o DNA de uma estirpe de
Staphylococcus aureus e como controle positivo da amplificagdo o DNA de Microcystis
aeruginosa. Confirmando os resultados apresentados na Tabela 5 da sec¢éo 4.1, todas as
amostras colhidas em setembro de 2015 na bacia do sistema de Alqueva demonstraram

ter cianobactérias.

de agarose dos amplicGes obtidos com os primers

Figura 4.3.1. 2 - Visualizacdo em gel
Cyan 108F e 377R.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — &gua ultrapura estéril; 3 —
Staphylococcus aureus NCTC G571; 4 - Microcystis aeruginosa PCC 7005; 5 — Mouréo
(2015); 6 — Monsaraz, Telheiro (2015); 7 — Ribeira de Alcarrache (2015); 8 -
Barragem do Roxo (2015); 9 — Marina da Amieira (2015); 10 — Cais ancoradouro de
Monsaraz (2015).

Resultados positivos para o fragmento alvo de 230 bp real¢ados a negrito. Gel corado em

™
post-staining com GelRed .

4.3.2 Selecao de primers
Com base nos dados da literatura os primers selecionados para a detecdo de
genes especificos cyr e sxt, utilizados para posterior amplificacdo das regides alvo
através de andlise de PCR estdo indicados na Tabela 6, em que se explicita para cada
um, o gene alvo e a respetiva espécie ou género de cianobactérias, a sequéncia de
nucleotideos, a dimensdo em pares de bases do amplicdo esperado e a referéncia ou

fonte da sequéncia selecionada.
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Tabela 6 - Sequéncias selecionadas de primers especificos para os diversos ORFs alvo

Espécie/Género Gene Alvo Primer Sequéncia Pb Fonte
108F 5' - ACGGGTGAGTAACRCGTRA - 3 Urbach et al., 1062
16S Cyano (rDNA 16S ) 377R 5'- CCATGGCGGAAAATTCCCC - 3' 2% Urbach et al., 1992 (modificado
por Rinta-Kanto, 2005)
cyl2 5-GGCATTCCTAGTTATATTGCCATACTA - 3
C-raciborskil rpoC1 Cyl4 5-GCCCGTTTTTGTCCCTTTCGTGC - 3 305 Wilson et al., 2000
PKS K18 5' - CCTCGCACATAGCCATTTGC - 3 42 Fergusson & Saint , 2003
C raciborskii/Aphanizomenon sp. cyr B (PS) PS M13 5'- GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC - 3 o
cyr A (PS) PS M14 5.GATGGAACATCGCTCACTGGTG-3'
PKS PKS M4 5-GAAGCTCTGGAATCCGGTAA-3' Schembri et al., 2001
C.raciborskii PKS PKS M5 5 -AATCCTTACGGGATCCGGTGC-3 650
nifH F 5- CGTAGGTTGCGACCCTAAGGCTGA - 3
nifH nifH R 5- GCATACATCGCCATCATTTCACC - 3' 297
Cylindrospermopsis oC1L F 5 - ACCATTAACTACCGCACCCT-3' Gugger et al ., 2005
rpoC1 rpoC1 R 5 -TTGTCAATTACCCGCAGACG-3 380
Cianobastérias produtoras de cynsulf F 5- ACTTCTCTCCTTTCCCTATC - 3 . .
cilindrospermopsin cyrJ cylnam R 5'- GAGTGAAAATGCGTAGAACTTG - 3 "
SxtA4F 5' - GGACTCGGCTTGTTGCTTC - 3
SXtA4 Sxt A4 R 5' - CCAGACAGCACGCTTCATAA - 3 200
OctF 5 - TGCCGTTTTGTGCTTAGATG - 3
sxtl OctR 5' - GGACGGAAGGACTCACGATA - 3' S5 Hoff-Risseti et al., 2013
SxtB F 5' - TTTGTAGGRCAGGCACTT - 3
sxtB SxtB R 5- ATCATCGGTATCATCGGTAG -3 400
SXAF 5 - CTCCTCTTCGGTATTGGCGG - 3'
SXEA SXtAR 5' - GCGGTTCCCGTTATTCTTGC - 3' 3600
SXIN F 5 - CTGCTAGTTTGCGGCTGGTG - 3
sxiN SxtN R 5' - CCCCCTCTGAACGGTTACGA - 3 1045
C. raciborskii SxtX F 5' - AAAAAGTGCAAGTTAAGAGG - 3 SotorLiebe etal, 2010
sxtX SxtX R 5' - TAAAACACGGGGACTACATC - 3 921
SXW F 5 - ACTTAGGTAAAGCGGCTTTG - 3'
SXtW SXtW R 5' - GCGCTACACCACCAGTATTA - 3' 430
SxtV F 5' - CCTGCTACAACTTTAATACT - 3'
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sxtV

SxtV R

5'- AGCTTAGTAAAGAACAACT - 3

1829
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4.3.3 Amplificacdes dos fragmentos de DNA alvo

Os resultados das amplificacbes obtidas por PCR para as culturas de

cianobactérias e para as amostras naturais de albufeiras do sul de Portugal colhidas em

setembro de 2015, encontram-se sumariados nas Tabelas 7 e 8, em que para cada par de

primers se indica o numero da Figura com o gel ilustrativo do resultado, e para cada

tipo de DNA extraido se o resultado foi positivo ou negativo.

Tabela 7 — Resultados das amplificagcBes para genes associados a produgdo de cilindrospermopsinas, em

que “+” indica uma amplificagdo positiva e

Ce_ce

indica que ndo houve qualquer amplificagdo.

Primers

Amostras

Frescas ‘

Ribeira de Alcarrache

Cyan
108F/377R

K18/M5

M4/M5

M13/M14

NifH F/| r
NifH R

poCl F/
rpoC1l R

Cynsulf F/
Cylnam R

Cyl 2/
Cyl 4

Marina da Amieira

Monsaraz, Telheiro

Cais ancoradouro de Monsaraz

Barragem do Roxo

Mourdo

Culturas

|

Normal (carotendides)

Normal (verdes) C2F2

Normal (verdes) C2E2

Stress (verdes)

Stress (senescéncia)

Controlos ‘

Agua ultrapura

+| +| +|+ ]|+ + |+ +| +| +]|+

Stafilococcus aureus NCTC G571

Microcystis aeruginosa PCC 7005

Microcystis aeruginosa PCC 7820

Limnothrix sp.

Figura

43.1.2

4.3.3.2,

8.1; 8.2

4.3.3.3;

8.3;8.4

8.5; 8.6;
8.7

4334

433.1




Tabela 8 - Resultados das amplificacdes para genes associados a producdo de saxitoxinas, em que “+”

indica uma amplificac@o positiva e

_ce

indica que ndo houve qualquer amplificacao.

Normal (carotendides)

Primers Sxt A4 F/| Oct F/|Sxt A F/|SxtB F/| Sxt N F/| Sxt V F/| Sxt W F/[ Sxt X F /

Amostras SxtA4R | OctR |SxtAR| SxtBR [ SXINR | SxXtVR | SXtWR | Sxt X R
Frescas

Ribeira de Alcarrache - - - - - - - -
Marina da Amieira - - - - - - - -
Monsaraz, Telheiro - + - - - - - -
Cais ancoradouro de Monsaraz - + - - - - - -
Barragem do Roxo - + - - - - - -
Mouréo - - - + - - - -

Normal (verdes) CoF2

Normal (verdes) Co2E2

Stress (verdes)

Stress (senescéncia)

Agua ultrapura

Controlos

Microcystis aeruginosa PCC 7820

Limnothrix sp.

+

Figura

8.9

4.3.3.5

8.10

4.3.3.6

8.11

8.13

8.12

8.14

Nas amostras ambientais do Algarve, devido a baixa densidade de organismos

fitoplanctonicos presentes, ndo foi possivel extrair DNA amplificavel por primers para

genes de cianobactérias.

Em todas as amostras colhidas em setembro de 2015 no Alentejo foi detetada,

através da amplificacdo com os pares de primers Cyan 108 F/Cyan 377 R (Figura

4.3.1.2) e Cyl2/Cyl4 (Figura 4.3.3.1), a presenca de cianobactérias e do género

Cylindrospermospsis respetivamente. Nesta figura, relativamente ao par de primers Cyl

2 e Cyl 4 os amplicbes de dimensdo idéntica a do fragmento alvo, especifico de C.

raciborskii surgem ndo so para todas as amostras naturais colhidas na bacia hidrografica

do Alqueva em setembro de 2015, mas também para todas as culturas desta espécie,
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sendo negativos os controles negativos constituidos por agua ultrapura, por DNA de
Microcystis aeruginosa e de Limnothrix sp.. Estes controles ajudaram a confirmar a
especificidade deste par de primers.

Com recurso a Tabela 7 foi possivel verificar que, no caso das amostras naturais,
o0s resultados para os pares de primers PKS M4/M5, K18/M5 e M13/M14, foram todos
negativos, ndo se tendo detetado genes de policetideo sintases e péptido sintetases quer
de C. raciborskii, quer de Aphanizomenon sp. nestas amostras. Ja nos isolados das
culturas nas diversas condicdes obtiveram-se amplificacBes positivas para todas as
condigdes com o par K18/M5 (Figura 4.3.3.2) e amplificacdes positivas para as culturas
da condicdo normal para o par M13/M14 (ver Anexos). Na Figura 4.3.3.2, para além do
fragmento alvo de 450 bp indicador da presenca do gene da policetideo sintase de
cilindrospermopsina, detetou-se uma banda de aproximadamente o dobro da dimenséo
para as amostras positivas. Apesar de haver amplificacdo de um fragmento de DNA de
Microcystis aeruginosa (pogo 8), este resultado foi considerado negativo por a
dimensdo ser ligeiramente superior a do fragmento alvo.

Para o par M4/M5 (Figura 4.3.3.3), cujo alvo é uma PKS associada a biossintese
de CYN em C.raciborskii, apenas se obteve amplificacdo para C. raciborskii de
Lucefécit (setembro 2012), usado como controle positivo e para Limnothrix sp., usado

como controlo negativo.

Bp

10000
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5000
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3500
3000
2500
2000
1500
1000

750

I , A G G s

-....-..n-.....

Figura 4.3.3. 1 - Visualizaco em gel de agarose dos amplicBes obtidos com os primers Cyl 2 e Cyl
4.
1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — &gua ultrapura estéril; 3 - Cultura CE,4-

Cultura CF; 5 - Cultura em stress de luz e estando em senescéncia; 6 - Cultura em condicao

normal na qual houve libertacdo de carotendides; 7 - Cultura em stress de luz mas mantendo-
se verde; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 - Ribeira de Alcarrache
(2015); 11 — Mourdéo (2015); 12 - Marina da Amieira (2015); 13 - Barragem do Roxo (2015);
14 - Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz, Telheiro (2015).

Resultados positivos para o fragmento alvo de 305 bp realgados a negrito. Gel corado em post-

L. ™
staining com GelRed
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Figura 4.3.3. 2 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplicdes obtidos com os primers K18
e M5.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — 4gua ultrapura estéril; 3 — C. raciborskii
de Lucefécit Setembro 2012; 4 - C. raciborskii de Mour&o Setembro 2011 (fixada com
Lugol); 5 — Cultura CZE2 2%luicdo; 6 — Cultura C2F2 2%luicdo; 7 — Limnothrix sp.; 8 -
Microcystis aeruginosa PCC 7820.

Resultados positivos para o fragmento alvo de 450 bp realgados a negrito. Gel corado com
EZ Vision® adicionado a agarose.
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Figura 4.3.3. 3 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplicGes obtidos com os primers M4 e
M5.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — &gua ultrapura estéril; 3 — C. raciborskii
de Lucefécit Setembro 2012; 4 - C. raciborskii de Mourdo Setembro 2011 (fixada com
Lugol); 5 — Cultura CE, 2%luicdo; 6 — Cultura CF, 2%luicdo; 7 — Limnothrix sp.; 8 -
Microcystis aeruginosa PCC 7820.

Resultados positivos para o fragmento alvo de 650 bp realgados a negrito. Gel corado com EZ
Vision® adicionado a agarose.
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Apds amplificacdo com o par de primer Nif H F/Nif H R que tem como alvo o
gene da nitrogenase no género Cylindrospermopsis (nifH) (Figura 4.3.3.4), obtiveram-se
amplificagdes positivas para ambas as amostras de Monsaraz, Telheiro e Cais
ancoradouro, para a cultura em condicdo normal na qual houve libertacdo de
carotenoOides e para a cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia.

A detecdo de rpoC1, atraves do par de primers rpoC1l F/rpoCl R, e de cyr J,
amplificado pelo par Cynsulf F/Cylnam R, ndo deu quaisquer resultados positivos quer
nas amostras naturais, quer nas amostras de culturas.

Na detecdo de genOtipos sxt, representada na Tabela 8 apenas se obteve
resultados positivos para sxt I, amplificado pelo par Oct F/Oct R (Figura 4.3.3.5), e para
sxt B, amplificado pelo par sxt B F/sxt B R (Figura 4.3.3.6). Nestas amplificac0es
apenas se obteve-se resultados positivos para as amostras naturais. As restantes

amplificacdes tendo como alvo genes associados a biossintese de STX foram negativas.
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Figura 4.3.3. 4 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplices obtidos com os primers NifH F
eR.
1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — 4gua ultrapura estéril; 3 — Cultura CE,4-

Cultura Cze; 5 - Cultura CzE2 em stress luminoso e estando em senescéncia; 6 - Cultura em

condigdo normal na qual houve libertacdo de carotendides; 7 - Cultura em stress de luz mas
mantendo-se verde; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 - Ribeira de
Alcarrache (2015); 11 — Mouréo (2015); 12 - Marina da Amieira (2015); 13 - Barragem do
Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz, Telheiro (2015).

Resultados positivos para o fragmento alvo de 297 bp realgados a negrito. Gel corado em post-

L. ™
staining com GelRed .
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Figura 4.3.3. 5 - Visualizacdo em gel de agarose dos amplicBes obtidos com os primers Oct F e R.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura CE ; 4 -
Cultura CF,:5- Cultura em stress luminoso e estando em senescéncia; 6 - Cultura em condicéo

normal na qual houve libertagdo de carotendides; 7 - Cultura em stress de luz mas mantendo-se
verde; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 - Ribeira de Alcarrache
(2015); 11 — Mourdo; 12 - Marina da Amieira (2015); 13 - Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais
ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz, Telheiro (2015).

Resultados positivos para o fragmento alvo de 923 bp realgados a negrito. Gel corado em post-

o ™
staining com GelRed .
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Figura 4.3.3. 6 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplicGes obtidos com os primers Sxt B F e R.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura CE; 4 -
Cultura CZFZ; 5 - Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia; 6 - Cultura exposta a
luz normal na qual houve libertagdo de carotendides; 7 - Cultura exposta excesso luz mas estando
verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 - Ribeira de Alcarrache (2015);
11 — Mouréo (2015); 12 - Marina da Amieira (2015); 13 - Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais
ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz, Telheiro (2015).

Resultados eventualmente positivos para o fragmento alvo de 400 bp realgados a negrito. Gel corado

™
em post-staining com GelRed .
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Com recurso as Tabelas 7 e 8 foi possivel verificar-se que houve uma maior
detecdo de gendtipos cyr para os isolados de culturas de cianobactérias e uma maior
detecdo de gendtipos sxt nas amostras naturais.

Como referido anteriormente, a confirmacéo dos resultados apds a realizacao das
amplificacdes por PCR foi realizada por meio de géis de eletroforese. As Figuras 4.3.3.1
a 4.3.3.6 sdo exemplos de alguns dos géis de eletroforese com os resultados
apresentados nas Tabelas 7 e 8, os restantes encontram-se nos Anexos Ill e IV. Estas
figuras mostram amplificacdes positivas para genes associados a sintese de
cilindrospermopsina em amostras de culturas (Figuras 4.3.3.2 a 4.3.3.4) e saxitoxina

para amostras frescas e de culturas (Figuras 4.3.3.5 e 4.3.3.6).

4.4 Tarefa lll
4.4.1 Inducdo de condicdes de stress nas cianobactérias em cultura

Dentro de cada condi¢édo (stress e normal) variou-se o tempo de exposicdo das
culturas a luz, obtendo-se, assim quatro condigdes diferentes, representadas na Figura
44.1.1:

- A - Cultura em stress de luz mas mantendo-se verde (cor dita “saudavel” para
este tipo de cultura) — média de 47 dias expostas a luz;

- B - Cultura C,E; em stress luminoso e estando em senescéncia — média de 128
dias expostas a luz;

- C - Culturas, com cor verde, em condi¢do normal (culturas C,E; e C,F;) —
média de 39 dias expostas a luz;

- D - Cultura em condicdo normal na qual houve libertacdo de carotendides
(tendo uma cor alaranjada) — média de 88 dias expostas a luz.

Figura 4.4.1. 1 - Condigdes das culturas de cianobactérias.
A e B correspondem as culturas expostas a stress luminoso (stress);
C e D correspondem a culturas mantidas em condi¢des normais de crescimento (normal).
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Na Tabela 9 estdo indicadas as densidades das culturas, mantidas nas quatro

condigBes anteriormente descritas, determinadas com recurso a uma camara de
Neubauer.

Tabela 9 - Densidade de cianobactérias (células/mL) em cultura em cada uma das condi¢des de
crescimento.

Condigdes de crescimento Densidade (cel/mL)
Normal (carotendides) 2,14x10’
Normal (verdes) 1,07x108
Stress (verdes) 8,20x10’
Stress (senescéncia) 4,26x10’

4.4.2 Testes de disco-difusdo em agar
Apos a realizagdo dos testes de disco-difusdo em agar, com o objetivo de se
fazer um eventual rastreio da toxicidade das culturas, os resultados obtidos mostram que
Escherichia coli ndo foi inibida pelas culturas, visto que ndo ocorreu a formacdo de

halos de inibi¢do, independentemente de se inocular diretamente a cultura (A) ou de se

inocular o pellet e respetivo sobrenadante, apés centrifugacdo de 2 mL de cultura (B)
(Figura4.4.2.1).

Figura 4.4.2. 1 - Teste de disco-difusdo em agar:

A) Realizado com as culturas;

B) Realizado com os sobrenadantes e pellet das culturas.

L — Cultura exposta a condigdes de stress; N — Cultura mantida nas condi¢des normais de

crescimento; P — Pellet; S — Sobrenadante.
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4.4.3 Ensaios ecotoxicoldgicos

Os resultados obtidos ap6s a realizagdo dos ensaios ecotoxicoldgicos para as

amostras de &guas e para as culturas, encontram-se descritos nas Tabelas 10 e 11,

respetivamente.

Pela analise dos resultados descritos na Tabela 10, é possivel verificar que quer

na exposicdo aguda de 48 horas com D. magna quer na de 24 horas com T. platyurus

ndo foi observada qualquer toxicidade nas seis amostras de dgua em estudo. Ja através

do rastreiro por V. fischeri as amostras da Ribeira de Alcarrache e de Monsaraz,

Telheiro revelaram alguma toxicidade.

Tabela 10 - Toxicidade aguda das amostras de dgua em estudo nas espécies Vibrio fischeri,
Thamnocephalus platyurus e Daphnia magna.

(%) ECso
Vibrio fischeri | Vibrio fischeri Daphnia | Thamnocephalus
Local de amostragem
15 min 30 min magna platyurus

Ribeira de Alcarrache 64,10 (x0,12) 47,82 (+£0,06) Nao toxica 1,30 (x0,18)
Marina da Amieira Né&o toxica Néo tdxica N&o toxica
Monsaraz, Telheiro 82,18 (£0,10) 66,64 (+0,12) Nao toxica Nao toxica
Cais ancoradouro de . o .

Néo toxica Né&o toxica Né&o toxica
Monsaraz
Barragem do Roxo Nao tdxica Néo toxica 3,14 (£2,03)
Mouréo Nao tdxica Né&o toxica Né&o toxica

Com recurso a Tabela 11, é possivel verificar que tanto nas exposi¢des agudas

de 48 horas com D. magna como no rastreio por V. fischeri, foi detetada toxicidade nas

amostras de culturas de cianobactérias testadas.
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Tabela 11 - Toxicidade aguda das
fischeri e Daphnia magna

culturas de cianobactérias em estudo nas espécies Vibrio

(%) ECso
) ] Vibrio fischeri | Vibrio fischeri ]
Condicéo de crescimento ) ) Daphnia magna
15 min 30 min

Normal (carotendides)

93,53 (+0,02)

47,84 (0,01)

35,59 (+3,70)

Normal (verdes)

Stress (verdes)

N&o determinado

45,67 (3,33)

78,54 (+6,60)

Stress (senescéncia)

84,21 (+0,09)

57,89 (+0,01)

93,40 (£3,04)

Em uma das amostras crescida nas condi¢fes normais (normal) e em uma das

expostas a stress luminoso (stress), ndo foi possivel realizar o ensaio de inibigdo de luz

com a bactéria V. fischeri por ambas terem como fator comum: a cor. Tendo este ensaio

por base a medi¢do da diminuicdo da luminescéncia desta bactéria, a cor escura das

culturas funcionaria como factor de interferéncia.
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5. Discussao

5.1Tarefa |

O isolamento e purificacdo de estirpes produtoras de CYN e STX revelou-se um
processo moroso e dificil, ndo tendo sido possivel obter em tempo Util culturas unialgais
de Chrysosporum ovalisporum e Aphanizomenon flos-aquae, apesar de transientemente
estas espécies terem surgido nalgumas culturas.

Ja relativamente a Cylindrospermopsis raciborskii a multiplicidade de
procedimentos utilizados permitiu a obtencdo e manutencdo de culturas dominadas por
esta espécie. O elevado tempo de duplicacdo destas culturas em BG11 (6,4+0,6 dias)
justificou perfeitamente a morosidade de todo o processo, que contribuiu para o atraso
na finalizacdo deste trabalho. Relativamente as técnicas utilizadas na purificacdo dos
isolados desta espécie concluiu-se que a FACS, ao selecionar apenas células com
ficocianina e clorofila a, foi sobretudo til para eliminar a maior parte da bacteriobiota
acompanhante, ndo sendo no entanto eficaz para a separacdo taxonOmica de
cianobactérias filamentosas. Tricomas de idéntica dimensao pertencentes a espécies e
até a ordens diferentes, foram selecionados simultaneamente e a mucosidade associada
ao crescimento de algumas destas filamentosas permitiu também nalguns casos a
recolha simultanea de células de picocianobactérias como as de Synechococcus sp..
Estas foram de algum modo muitas vezes favorecidas nas condi¢Bes correntes de cultivo
utilizadas no fitoclima do Laborat6rio de Ecologia Molecular e Microbiana, redundando
na perda de culturas. Assim, com a selecdo por FACS apenas se conseguiu dar inicio a
culturas quer de Limnothrix sp., quer de C. raciborskii, culturas que foram sendo
purificadas por repicagens sucessivas e submissdo a elevadas temperaturas para
eliminacdo de microbiota acompanhante. Apesar de os préprios tempos de duplicacdo
das culturas indicarem estarem estas limitadas por algum factor, a suplementacdo do
meio BG11 com fosforo ou com fosforo e ureia diminui visivelmente as taxas de
crescimento, chegando a quadriplicar os tempos de duplicagdo. Assim, nas condicdes de
cultivo descritas o meio BG11, descrito por Ripka et al.'"*, foi o que mais favoreceu o
crescimento de C. raciborskii (Figura 4.2.4.1).

Os valores médios de densidade de cianobactérias, nestas massas de agua,
(Tabela 5) rondaram as 8,42x10° células/mL. Como referido na introducdo, de acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO — World Health Organization), so valores

abaixo das 20.000 celulas de cianobactérias/mL em aguas recreativas correspondem a
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um risco baixo de efeitos adversos a curto prazo, tais como irritacbes dérmicas ou

> Para valores de células

doencas gastrointestinais, em adultos saudaveis
cianobacterianas superiores a 100.000 células/mL, existe risco de efeitos adversos a
curto prazo como intoxicacGes agudas, além da possibilidade de se observarem efeitos
adversos a longo prazo " sobretudo em locais onde ocorra formagéo de escumas e haja
risco de contacto direto, inalagdo ou ingestdo da agua "°. Assim, as florescéncias
detetadas em setembro de 2015 deverdo ser motivo de elevada preocupacdo para as

entidades gestoras da dgua.

5.2 Tarefall

Apesar da analise da Figura 4.3.1.1 parecer indicar que pré-tratamentos seriam
desnecessarios, verificou-se para as amostras naturais que a introducdo de passos de
pré-tratamento aumentou o rendimento da extracdo de DNA. Observou-se também a
reduzida diferenca entre os rendimentos de extragdo correspondentes as amostras pré-
tratadas com lisozima e DNase e as amostras pré-tratadas somente com lisozima, pelo
que se passou a utilizar este ultimo tratamento.

Quanto a detecdo de gendtipos de estirpes toxigénicas por primers especificos,
os resultados sugerem a necessidade do aprofundamento dos estudos sobre os genes
indispensaveis a produgdo das toxinas CYN e STX, de modo a desenhar primers de
maior especificidade. Obtiveram-se amplificacdes com DNA de Microcystis aeruginosa
e Limnothrix sp. para policetideo sintases envolvidas na sintese de CYN e para genes
associados a biossintese de STX (Figuras 4.3.3.2 a 4.3.3.5). Este resultado ndo era
esperado, visto que estas estirpes apesar de conhecidas por também sintetizarem
cianotoxinas, estas diferem a nivel de classe, estrutura quimica e via de biossintese.

Ainda no ambito da detecdo de genotipos cyr em culturas de cianobactérias
(Tabelas 7 e 8), obteve-se repetidamente, por via de eletroforese, mais do que uma
banda por amostra (Figura 4.3.3.2). Assim, é possivel que a regido amplificada possa
corresponder a um gene homologo presente em outra estirpe ou espécie. O facto de as
analises supramencionadas se terem realizado em culturas ndo puras, possiveis
polimorfismos do cluster ou a inespecificidade do primer utilizado podem ter
contribuido para estes resultados. De facto, os primers utilizados foram desenhados e
considerados especificos para estirpes da Australia e Brasil, locais onde estas

cianobactérias s&o encontradas com maior frequéncia e estudadas ha mais tempo 2% 128
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Por outro lado, a programacao incorreta dos ciclos de PCR, bem como a
contaminacdo ou uso de concentracdes erroneas de reagentes **" '?® foram excluidos
como indutores de resultados inesperados. Para todas as amplificagdes foi cumprido o
programa de PCR recomendado pelo autor correspondente, além de ter sido introduzido
um controlo negativo contendo agua ultrapura estéril que ndo revelou qualquer
contaminagéo.

Foram também usadas as quantidades de reagentes descritas como
recomendadas para a polimerase em uso. A degradacdo do DNA **" 1% em uso foi
também descartada, por este resultado surgir intermitentemente em amplificacGes e
amostras dispares.

Em suma, quaisquer fatores exteriores que potencialmente pudessem influenciar
os resultados descritos nas (Figuras 4.3.3.2 a 4.3.3.5), foram descartados. Assim,
assumiu-se que a metodologia aqui descrita foi correta e que os resultados que dela
advieram foram crediveis (Tabelas 7 e 8).

Assinale-se, no entanto, as implicacGes para trabalhos futuros do facto de se ter
obtido resultados diferentes, em termos de amplificacbes dos genes do operdo cyr, para
culturas em diversos estados fisiologicos, por submissdo a condigdes de stress
luminoso. Tratando-se de replicados das mesmas culturas, ndo faria a partida qualquer
sentido que os genes de umas fossem diferentes dos das outras, sobretudo porque dado
os elevados tempos de duplicacdo ndo tera sido possivel a selecdo de estirpes
geneticamente diferenciadas. Pde-se, portanto a hipétese, de haver rearranjos das
sequéncias genéticas do operdo cyr, descrito como flanqueado por transposées ** que
inviabilizem a detecéo das sequéncias alvo.

Em nenhuma cultura ou amostra se detetou o gene cyr J, alvo do par de primers
Cynsulf F e Cylnam R (Figura 8.8 Anexo III), gene dado como indispensavel a
producao de CYN, por sé ter sido encontrado em estirpes produtoras. Este resultado
inviabilizaria a partida que qualquer toxicidade observada nos ensaios ecotoxicoldgicos
pudesse ser associado a CYN. No entanto, a presenca de genes para diversas sintetases,
sugere alguma capacidade toxigénica, sobretudo se considerarmos que as estirpes de C.
raciborskii até agora isoladas em Portugal ndo eram produtoras de CYN, mas de toxinas
desconhecidas *’.

Quanto a detegdo de genotipos Sxt apenas se detetaram sequéncias homologas
para 0 gene sxt I, nas amostras da albufeira do Roxo e nas de Alqueva ao nivel de

Monsaraz e ao nivel de Mourdo detetou-se o gene sxt B. Estes resultados concomitantes
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com a presenca de toxicidade ao nivel quer de Monsaraz (Telheiro), quer na albufeira
do Roxo, ndo permitem ainda a extrapolacdo quanto & origem da toxicidade, dado o
fraco desenvolvimento dos estudos genéticos sobre o operdo sxt em espécies de
cianobactérias.

Saliente-se, no entanto, que até agora 0 gene sxt | sé foi detetado em isolados
produtores de saxitoxinas.

Note-se ainda que o gene sxt B foi também observado na cultura de Limnothrix
sp. (Oscillatoriales), um género a que se atribui a producdo de uma toxina desconhecida,

ainda ndo isolada, designada por limnotrixina.

5.3 Tarefa Ill

O facto de a realizacdo de testes de disco-difusdo em meio Miller-Hinton (MH)
ndo ter revelado formacao de halos de inibi¢cdo em quaisquer culturas era esperado, dada
a fraca difusdo da toxina no meio e a seletividade da propria Escherichia coli que,
certamente contribuiram para 0 mesmo tipo de resultado final em testes anteriores em
gue se usou microcistinas. O objetivo deste ensaio foi apenas de o de tentar obter um
critério para selecdo das amostras e culturas a submeter a testes ecotoxicoldgicos.

A exposicdo da bactéria V. fischeri as culturas em diferentes condi¢Bes de
cianobactérias em estudo (Tabela 11), permitiu concluir que as culturas em condi¢des
normal de crescimento, mas nas quais ocorreu a libertacdo de carotenoides, tém um
ECso menor do que as culturas senescentes mantidas em stress luminoso.

Na condicdo normal foram necessérias 2x10" células/mL de cianobactérias ao
fim de 15 minutos de exposicdo, e 1,2x10’ células/mL, ao fim de 30 minutos do ensaio,
das 2,14x10’ células/mL da sua concentracdo inicial, para promover um efeito letal em
pelo menos 50% dos organismos expostos. J& na condicdo stress foram necessarias
3,59x10" células/mL, ap6s 15 minutos, e 2,47x10" células/mL, apés 30 minutos de
exposicdo, das 4,26x10” células/mL da sua concentragdo inicial de cianobactérias, para
se obter 0 mesmo resultado.

Depois da exposicdo aguda de D. magna durante 48 horas a culturas de
cianobactérias (Tabela 11), verificou-se uma concordancia com a situagdo anteriormente
descrita. As culturas da condicdo normal necessitaram de 7,61x10° células/mL (normal
(carotendides)) e 4,89x10’ células/mL (normal (verdes)), o que corresponde a,
aproximadamente, 35,6% e 45,7%, respetivamente, da sua concentracdo inicial. J& no

caso das culturas da condicdo stress, foram necesséarios 3,98x10" células/mL (stress
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(senescéncia)) e 6,44x10" células/mL (stress (verdes)), isto &, cerca de 93,4% e 78,5%
das suas concentracdes iniciais (Tabela 9), respetivamente.

De acordo com Neilan et al. **

, a disponibilidade de nutrientes e a intensidade
luminosa sdo dos principais fatores envolvidos na sintese e libertacdo de toxinas por
parte das cianobactérias. Neste caso, 0 Unico factor de stress foi um aumento
significativo da luminosidade, ndo estando as culturas limitadas em nutrientes nem em
termos de area disponivel (uma vez que eram realizadas repicagens regulares), e a
temperatura se manteve constante. Estes resultados ndo corroboram pois a implicacédo
do stress luminoso na producéo de toxinas.

No que respeita aos resultados obtidos através da realizacdo de ensaios de
toxicidade em amostras naturais (Tabela 10), verificou-se que para as amostras da
Marina da Amieira, Cais ancoradouro da Barragem do Alqueva e Mourdo ndo foi
detetada qualquer toxicidade. No caso das amostras da Ribeira de Alcarrache, Telheiro,
Monsaraz e Barragem do Roxo foi detetada alguma toxicidade. Apos a exposicdo de
V.fischeri, obtiveram-se ECs, de 64,10% (15 minutos) e 47,82% (30 minutos) na
amostra de Alcarrache, e respetivamente 82,18% e 66,64%, aos 15 e 30 minutos de
exposicdo da bactéria, para a amostra do Telheiro de Monsaraz. Ja a exposicdo de T.
platyurus as amostras naturais revelou ECso de 1,30% para a Ribeira de Alcarrache e
3,14% para a amostra da Barragem do Roxo. Estes resultados podem ser justificados
devido a: (i) diferencas de sensibilidade dos trés bioindicadores utilizados em relacédo
aos contaminantes/poluentes presentes nas varias amostras; e/ou (ii) auséncia de
producdo de toxina por parte das cianobactérias detetadas na amostra. De facto, T.
platyurus tem sido considerado melhor bioindicador para detecdo de cianotoxinas,

sendo particularmente suscetivel a estas **.

5.4 Tarefa IV

A realizacdo dos ensaios ecotoxicoldgicos, permitiu pois confirmar a presenca
de toxicidade sendo necessario associar estes resultados aos dos gendtipos detetados
para sugerir as cianobactérias como origem desta toxicidade.

No entanto, com os resultados obtidos ndo é possivel garantir que a toxicidade
detetada se deva a presenca de cianotoxinas ou de outros fatores quimicos de stress
como inseticidas ou herbicidas anteriormente detetados na albufeira de Alqueva 3 %,
Resultados de avaliagdo ecotoxicolégica de pesticidas realizados por Palma, P. et al. **e

Palma, P. ®, mostraram que o crustaceo D. magna apresenta sensibilidade para este
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inseticidas. Tal facto suporta a hipotese de que a toxicidade detetada se possa dever a
acdo das cianotoxinas em estudo.

Para uma andlise mais eficaz, seria necessario recorrer a analise das toxinas
presentes por LC- MS/MS ou a andlise transcriptomica para se determinar os niveis de
transcritos associados a biossintese destas toxinas. Efetivamente as analises em LC-
MS/MS chegaram a estar previstas, com o apoio da Prof® Doutora Concei¢cdo Mateus,
mas tiveram de ser adiadas, devido a sucessivos problemas com o equipamento. Estas
analises teriam permitido associar os genoétipos detetados a presenca de toxina e esta a
toxicidade detetada.

Na auséncia de qualquer analise genotipica, as avalia¢ces do risco toxicoldgico
associado a CyanoHABs tém vindo a assumir, como sendo potencialmente toxicas,
todas as células de espécies em que ja foi detetada toxicidade em qualquer parte do
mundo ***. Este tipo de abordagem, ainda que precaucionista, ndo permite estabelecer
relacBes fidveis com os niveis de toxina e de ecotoxicidade detetados ***. Nao tendo sido
possivel com este trabalho apresentar um método definitvo que permitisse superar esta
situacdo, fez-se, no entanto, uma primeira abordagem, a diferenciacdo molecular da
presenca de estirpes que com verdadeira toxicidade potencial por serem portadoras do
respetivo gendtipo. Pretende-se em abordagens posteriores investigar métodos de
detecdo rapida destes genes e da sua expressdo, dispensando assim as morosas e
dispendiosas analises de multiplas toxinas e eventualmente quantificar apenas a que
pode efetivamente estar presente.

Para além de ser simples, répida e economicamente viavel, a detecdo de
cianobactérias tdxicas com recurso a métodos moleculares podera vir a ser
extremamente sensivel, especifica e compativel com analises de alto rendimento. O
recurso a este tipo de testes ja promoveu avancos significativos na area da qualidade da

dgua .

6. Conclusdo
Apdbs o cumprimento dos objetivos estabelecidos e analise dos resultados
obtidos foi possivel encontrar resposta para as questdes colocadas na seccéo 2.
Assim, verificou-se que os isolados de cianobactérias filamentosas das albufeiras

do sul de Portugal mantidos em cultura séo portadores de genes cyr (C. raciborskii) e/ou
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sxt (Limnothrix sp.). Nas amostras frescas também foi possivel verificar-se a presenca
destes genotipos nas albufeiras do Baixo Alentejo.

Uma analise retrospetiva da toxicidade potencial de amostras, fixadas com
solucdo de Lugol, sO teria sido possivel para amostras armazenadas por um periodo

inferior a 12 meses 1%

, tempo apo6s o qual este fixante se degrada e a extracdo de DNA
viadvel para anélises moleculares deixa de ser possivel. Este facto inviabilizou a
integracao neste trabalho dos dados ecotoxicoldgicos obtidos em 2011 e 2012.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que a associacao de
ferramentas ecotoxicologicas a detecdo de genotipos especificos de producdo de
cianotoxinas, na analise de amostras naturais, s6 serd uma verdadeira mais valia ap6s
estudos genéticos mais aprofundados que permitam o desenho de primers mais
adequados. Este tipo de screening das amostras naturais sera sem duvida mais eficiente,
na medida em que os resultados podem ser obtidos num curto periodo de tempo e de
forma menos dispendiosa. Com a realizacdo de analises moleculares e tendo em conta
os fatores promotores do crescimento das cianobactérias, serd mais facil prever, com
antecedéncia, a ocorréncia de blooms potencialmente toxicos e selecionar o tipo de
toxina a rastrear.

Os resultados demonstram também que as densidades de cianobactérias
potencialmente tdxicas sdo motivo de elevada preocupacdo para as massas de agua

amostradas.
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8. Anexos

o Anexo | - Preparacao do meio de cultura BG11
(Adaptado de Stanier et al. (1971) e modificado por Ripka et al. (1979))

1. Esterilizar &gua desionizada, a 121 °C durante 25 minutos, e deixar arrefecer;

2. Adicionar de forma ordenada as solugbes stock da Tabela 12, ja preparadas e
previamente esterilizadas, na cAmara de fluxo laminar vertical;

3. AcertaropHentre 7,0e 7,2;

4. Armazenar o meio BG11 a temperatura ambiente.

Tabela 12 - Nutrientes que constituem o meio nutritivo BG11 e respetivas dilui¢cbes adicionados

a 4gua desionizada estéril para a solucéo final

Nutrientes Solucéo stock Volume de solucéo stock
(gL™h (mL.L™)

NaNO; 150,0 10,0
K,HPO, 6.0 1,0
MgS0O,.7H,0 15,0 1,0
CaCl,.2H,0 7.2 1,0
Na,CO3™ 4,0 1,0
Acido citrico 1,2 1,0
Citrato de ferro 111* 1,2 1,0
EDTA 0,2 1,0
Solucdo de metais traco (Tabela 13) 1,0

*As solucoes stock 5 e 7 devem ser filtradas por filtro de seringa (Acrodisc) de 0,45 pm

antes de serem adicionadas.

A solucdo de metais traco foi preparada de acordo com a Tabela 13.
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Tabela 13 - Nutrientes que constituem a solucdo de metais traco e respetivas diluicBes

adicionados a agua desionizada estéril para a solucéo final

Nutrientes para a solucédo de metais

Solucao stock (g.L™)

tra(}o
H3BO3 2,86
MnCl,.4H,0 1,81
ZnS04.7H,0 0,222
NaMo,.5H,0 0,390
CuS04.5H,0 0,079
Co(NO3).6H,0 0,049
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o Anexo Il — Solucéo de Vitaminas
(Adaptado de Guillard & Ryther (1962) e de Guillard (1975))

1. Para a preparacdo da solucdo de vitaminas sd0 necessarios 0s seguintes
reagentes:
+ Vitamina B 12 (Cobalamina)
+ Vitamina B 7 (Biotina)

+ Vitamina B 1 (Tiamina)

2. Preparacéo das solucGes stock de acordo com a Tabela 14:

Tabela 14 - Preparagdo das solugdes stock das vitaminas B12 e B7 utilizando como solvente
agua destilada

Reagentes Solugo (g.L ™)
Vitamina B 12 55
Vitamina B 7 5
Vitamina B 1 0,1

3. Esterilizar 10 minutos a 110°C

4. Apos arrefecer, fazer aliquotas de 1 mL e conservar a -20°C
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o Anexo Il — Resultados das amplificacdes para genes associados a

producéo de cilindrospermopsinas

Figura 8. 1 - Visualizacdo em gel de agarose dos amplic6es obtidos com os primers K18 e M5.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura em stress
de luz e estando em senescéncia; 4 - Cultura em condicdo normal na qual houve libertagdo
de carotendides; 5 — Cultura em stress de luz mas mantendo-se verde; 6 - Limnothrix sp..
Resultados positivos para o fragmento alvo de 450 bp real¢ados a negrito na legenda.

Gel corado com EZ Vision® adicionado a agarose.
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Figura 8. 2- Visualizagdo em gel de agarose dos amplices obtidos com os primers K18 e M5.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — &gua ultrapura estéril; 3 - Cultura em
condicdo normal na qual houve libertacdo de carotendides; 4 - Ribeira de Alcarrache
(2015); 5 — Mourdo (2015); 6 - Marina da Amieira (2015); 7 - Barragem do Roxo (2015); 8 -
Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 9 — Monsaraz, Telheiro (2015); 10 — Limnothrix sp.; 11
- Microcystis aeruginosa PCC 7820.

Resultados positivos para o fragmento alvo de 450 bp realcados a negrito na legenda. Gel

™
corado em post-staining com GelRed .
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Figura 8. 4 - Visualizacdo em gel de agarose dos amplicdes obtidos com os primers M4 e M5.
1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 - Microcystis
aeruginosa PCC 7820; 4 — Cultura em stress de luz e estando em senescéncia; 5 - Cultura em
condi¢do normal na qual houve libertacdo de carotendides; 6 — Cultura em stress de luz mas
mantendo-se verde.

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 650 bp. Gel corado em post-staining com

™
GelRed .
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Figura 8. 3- Visualizacdo em gel de agarose dos amplices obtidos com os primers M4 e M5.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 - Ribeira de Alcarrache
(2015); 4 — Mourédo (2015); 5 - Marina da Amieira (2015); 6 - Barragem do Roxo (2015); 7 - Cais
ancodouro de Monsaraz (2015); 8 — Monsaraz, Telheiro (2015); 9 — Microcystis aeruginosa PCC
7820; 10 — Limnothrix sp..

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 650 bp. Gel corado em post-staining com

™
GelRed -
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Figura 8. 5 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplicGes obtidos com os primers M13 e M14.
1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 - Cultura exposta a
luz normal na qual houve libertacdo de carotendides; 4 - Ribeira de Alcarrache (2015); 5 -
Mourdo (2015); 6 - Marina da Amieira (2015); 7 - Barragem do Roxo (2015); 8 - Cais
ancoradouro de Monsaraz (2015); 9 — Monsaraz, Telheiro (2015); 10 - Microcystis aeruginosa
PCC 7820; 11 — Limnothrix sp..

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 597 bp. Gel corado em post-staining com

™
GelRed .
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Figura 8. 6 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplicdes obtidos com os primers M13 e
M14.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — C. raciborskii
de Lucefécit Setembro 2012; 4 - C. raciborskii de Mourdo Setembro 2011 (fixada com
Lugol); 5 — Cultura C2E2 2%luicdo; 6 - Cultura Cze 2%luicdo; 7 — Limnothrix sp.; 8 -
Microcystis aeruginosa PCC 7820.

Resultado positivo para o fragmento alvo de 597 bp realcado a negrito. Gel corado com EZ
Vision® adicionado a agarose.
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Figura 8. 8 - Visualizacdo em gel de agarose dos amplicdes obtidos com os primers M13
e M14.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — 4gua ultrapura estéril; 3 — Cultura em
stress de luz e estando em senescéncia; 4 - Cultura em condi¢do normal na qual houve
libertacdo de carotenodides; 5 — Cultura em stress de luz mas mantendo-se verde; 6 —
Limnothrix sp..

Resultados positivos para o fragmento alvo de 597 bp real¢ados a negrito. Gel corado
com EZ Vision® adicionado a agarose.
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Figura 8. 7 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplicdes obtidos com os primers
Cynsulf F e Cylnam R.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura
CE,;4- Cultura CF,:5- Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia;

6 - Cultura exposta a luz normal na qual houve libertacdo de carotendides; 7 - Cultura
exposta excesso luz mas estando verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa
PCC 7820; 10 - Ribeira de Alcarrache (2015); 11 — Mour&o (2015); 12 - Marina da
Amieira (2015); 13 - Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz
(2015); 15 — Monsaraz, Telheiro (2015).

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 780 bp. Gel corado em post-staining

™
com GelRed .
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o Anexo IV — Resultados das amplificacdes para genes associados a

producéo de saxitoxinas
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Figura 8. 9 - Visualizacdo em gel de agarose dos amplicBes obtidos com os primers Sxt
AdFeR.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura
CE,4- Cultura CF:5- Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia; 6 -

Cultura exposta a luz normal na qual houve libertacdo de carotendides; 7 - Cultura
exposta excesso luz mas estando verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa
PCC 7820; 10 - Ribeira de Alcarrache (2015); 11 — Mourdo (2015); 12 - Marina da
Amieira (2015); 13 - Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz
(2015); 15 — Monsaraz, Telheiro (2015).

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 3600 bp. Gel corado em post-staining

™
com GelRed .

Figura 8. 10 - Visualizagdo em gel de agarose dos amplicfes obtidos com os primers Sxt A
FeR.
1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 - Cultura C E ;

4 — Cultura Cze; 5 - Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia; 6 - Cultura
exposta a luz normal na qual houve libertacdo de carotendides; 7 - Cultura exposta excesso
luz mas estando verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 -
Ribeira de Alcarrache (2015); 11 — Mourdo (2015); 12 - Marina da Amieira (2015); 13 -
Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz,

Telheiro (2015).
Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 1405 bp. Gel corado em post-staining

™
com GelRed .
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Figura 8. 12- Visualizacdo em gel de agarose dos amplicGes obtidos com os primers Sxt N F e
R.
1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura CE ; 4

- Cultura CF,:5- Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia; 6 - Cultura

exposta a luz normal na qual houve libertacdo de carotendides; 7 - Cultura exposta excesso
luz mas estando verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 -
Ribeira de Alcarrache (2015); 11 — Mourdo (2015); 12 - Marina da Amieira (2015); 13 -
Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz,
Telheiro (2015).

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 1405 bp realgados a negrito. Gel corado

™
em post-staining com GelRed .

10000 1 2 3 4 5 3 7 8 ) 10 11+ 12 13 14 15
~ ) A 4t ~y - — "
8000 i e U R IRt OB RO R U iR e O Rl W

3500 ! gl
3000 Ve

Figura 8. 11 - Visualizacdo em gel de agarose dos amplicfes obtidos com os primers Sxt W
FeR.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura C E ;
4 — Cultura CF,5- Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia; 6 - Cultura
exposta a luz normal na qual houve libertacdo de carotenoides; 7 - Cultura exposta excesso
luz mas estando verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 -
Ribeira de Alcarrache (2015); 11 — Mourdo (2015); 12 - Marina da Amieira (2015); 13 -
Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz,
Telheiro (2015).

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 430 bp. Gel corado em post-staining com

™
GelRed .
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Figura 8. 13- Visualizagdo em gel de agarose dos amplicoes obtidos com os primers Sxt V
FeR.
1 —Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — agua ultrapura estéril; 3 — Cultura C E ;

4 — Cultura CF,:5- Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia; 6 - Cultura

exposta a luz normal na qual houve libertacdo de carotenoides; 7 - Cultura exposta excesso
luz mas estando verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820; 10 -
Ribeira de Alcarrache (2015); 11 — Mourdo (2015); 12 - Marina da Amieria (2015); 13 -
Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz,
Telheiro (2015).

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 1829 bp. Gel corado em post-staining

™
com GelRed .
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Figura 8. 14 - Visualizagcdo em gel de agarose dos amplices obtidos com os primers Sxt X
FeR.

1 — Marcador (Escala DNA de 250 bp a 1 kbp); 2 — &gua ultrapura estéril; 3 — Cultura
C2E2; 4 - Cultura C2F2; 5 - Cultura exposta a excesso de luz e estando em senescéncia; 6 -

Cultura exposta a luz normal na qual houve libertagdo de carotendides; 7 - Cultura exposta
excesso luz mas estando verdes; 8 — Limnothrix sp.; 9 - Microcystis aeruginosa PCC 7820;
10 - Ribeira de Alcarrache (2015); 11 — Mouréo (2015); 12 - Marina da Amieira (2015); 13
- Barragem do Roxo (2015); 14 - Cais ancoradouro de Monsaraz (2015); 15 — Monsaraz,
Telheiro (2015).

Sem resultados positivos para o fragmento alvo de 921 bp. Gel corado em post-staining

™
com GelRed .
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