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Resumo

As cianobactérias sdo organismos procarioticos que habitam ambientes terrestres e
aquéticos. Apesar da diversidade de estudos j& efectuados acerca da ocorréncia destes
organismos em sistemas dulciaquicolas, muito permanece ainda por esclarecer. A
proliferacdo de cianobactérias ocorre essencialmente nos meses de verdo, no entanto,
recentemente, tém-se observado casos de persisténcia destes organismos e da producéo
de cianotoxinas ao longo do ano. A deteccdo precoce de estirpes de cianobactérias
toxicas em amostras de agua € indispensavel para a prevencédo de problemas de saude
publica, permitindo a aplicacdo atempada de medidas correctivas.

O objectivo deste trabalho foi monitorizar o aparecimento de cianobactérias e suas
toxinas (microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsina) por diferentes metodologias,
Microscopia, PCR e PCR em tempo Real, ELISA, HPLC e MALDI-TOF MS, e optimizar
os volumes de amostragem necessarios para essa monitorizacao.

A albufeira do Torréo, no rio Tamega, foi o local escolhido por apresentar um historial
de aparecimento de florescéncias de cianobactérias toxicas. Dois locais de amostragem
foram seleccionados, um junto a cidade do Marco de Canaveses, onde existe um local de
captacdo de agua para consumo, e um outro local, a jusante, junto a barragem
hidroeléctrica do Torrdo. As amostragens realizaram-se entre o final do Veréo e principio
do Outono, de modo a verificar a persisténcia de cianobactérias para além dos meses
mais quentes.

Na albufeira do Torréo verificou-se, além de ocorréncia de cianobactérias, a producéo
de microcistinas, com valores sempre mais elevados no Marco, até 10,62ug/L de MC-LR
equivalente, do que no Torrdo. As espécies M. aeruginosa e A. flos-aquae mostraram ter
ciclos alternados de dominéncia, com a primeira a dominar nas duas primeiras datas e a
segunda nas ultimas. M. aeruginosa aparentou ser a principal produtora de microcistinas.
Nas amostras naturais verificou-se a ocorréncia simultanea, dentro da mesma espécie de
M. aeruginosa, de estirpes potencialmente produtoras de microcistinas e outras nao
produtoras. Verificou-se que de uma maneira geral, volumes tdo pequenos como de
50mL parecem ser suficientes para analises moleculares. Quanto maior a quantidade de
cianobactérias, de sedimentos e de inibidores naturais, menor devera ser o volume
amostrado.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que uma analise multidisciplinar parece
ser a mais acertada para a monitorizacdo de cianobactérias e suas toxinas.

O uso de técnicas moleculares em combinagcdo com técnicas que permitem a
guantificacdo da toxina providenciam uma informacdo completa para proteccdo da

populagéo de riscos para a saude.






Abstract

Cyanobacteria are procariotic organisms that inhabit terrestrial and aquatic
environments. In spite of the relatively high number of studies concerning the occurrence
of these organisms in freshwater ecosystems, much remains for clarifying. Proliferation of
cyanobacteria occurs essentially in warmer months, however, recently, cases of
persistence of these organisms and production of cyanotoxins throughout the year have
been observed. The early warning of toxic cyanobacteria strains in water samples is
essential for prevention of public health problems, allowing the prompt application of
corrective measures.

The aim of this study was to monitor the occurrence of cyanobacteria and their toxins
(microcystin, nodularin and cylindrospermopsin) using different methodologies, like
microscopy, PCR and Real-Time PCR, ELISA, HPLC and MALDI-TOF MS, and to
optimize sampling volumes collection.

Torréo reservoir, in Tamega river, was chosen because of the history of cyanobacteria
blooms and toxins appearance. Two sampling locations were selected, one next to the
city of Marco de Canaveses (Marco), near a water supply for human consumption, and
another site, downstream, next to Torrdo hydroelectric-power dam (Torrdo). Samples
were collected between the end of the summer and beginning of autumn, in order to
guantify the persistence of cyanobacteria beyond the hottest months.

In Torrdo reservoir apart from the occurrence of cyanobacteria, we detected the
production of microcystins, with the highest values in all sampling dates for Marco:
10,62pg/L of MC-LR equivalents. M. aeruginosa and A. flos-aquae showed a seasonal
cycle of dominance, with the first one dominating in the two first sampling dates and the
second in the last ones. According to the results, M. aeruginosa seems to be the main
microcystin producer. In environmental samples we detected the simultaneous occurrence
of potentially microcystin producing strains and non producing ones of M. aeruginosa. It
was also confirmed that small sampling volumes, such as 50mL, seems to be enough for
molecular analyses. As big the amount of cyanobacteria, sediments and natural inhibitors,
as small should be the sampling volume.

The results of this study suggest that a multidisciplinary analysis seems to be the best
way to monitor cyanobacteria and their toxins in freshwaters.

Molecular techniques in combination with techniques that allow the quantification of
the cyanotoxins provide complete information for population protection from health risks.
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Introducéo

1. Introducédo

1.1. Biologia das cianobactérias

As cianobactérias sdo organismos procarioticos fotossintéticos, gram-negativos
(Adams e Duggan 1999; Mankiewicz et al. 2003). Contrariamente a maioria dos
procariotas, apresentam uma grande diversidade morfolégica, fisiologica e metabdlica
(Adams e Duggan 1999; Dittmann e Wiegand 2006). Morfologicamente compreendem
organismos unicelulares, coloniais ou formas filamentosas multicelulares (WHO 1999).

Registos fésseis apontam para a existéncia de cianobactérias, tanto unicelulares,
como filamentosas, h& pelo menos 3,5 bilides de anos, tendo sofrido poucas alteracdes
até aos dias de hoje (Adams e Duggan 1999). Assim, estes organismos encontram-se
entre os pioneiros da vida na terra, tendo provavelmente sido dos primeiros produtores de
matéria organica e libertadores de oxigénio para a atmosfera primitiva (WHO 1999). A
taxa de evolucdo extremamente lenta deve-se provavelmente a elevada capacidade de
tolerdncia destes organismos (Adams e Duggan 1999), ocorrendo principalmente em
aguas superficiais, onde toleram diferencas elevadas de salinidade, temperatura e
intensidade luminosa (Funari e Testai 2008). Podem ainda ocorrer em rochas e solos,
desertos e regides vulcanicas (WHO 1999).

Podem formar associagfes simbidticas com uma grande variedade de organismos
como fungos, bridfitas, pteridofitas, gimnospérmicas e angiospérmicas (Adams e Duggan
1999; WHO 1999).

Sao organismos fotoautotréficos, que realizam a fotossintese de modo semelhante a
realizada nos cloroplastos de algas eucarioticas e plantas superiores (Adams e Duggan
1999). O facto de serem organismos fotossintéticos, e devido as suas caracteristicas
morfoldgicas e ao seu tamanho, inicialmente as cianobactérias foram classificadas como
“algas azuis-verdes”. Contudo, quando nos anos 70 se comecou a aperceber da sua
natureza procariética, 0 nome de cianobactéria foi comecando a ser mais aceite (Adams
e Duggan 1999).

Contrariamente as microalgas eucarioticas, as cianobactérias ndo possuem organelos
subcelulares delimitados por membranas (WHO 1999). Apesar de possuirem um
mecanismo de fotossintese semelhante ao das algas, ndo possuem cloroplastos (Adams
e Duggan 1999; Mankiewicz et al. 2003) e os pigmentos fotossintéticos encontram-se nos
tilacéides (WHO 1999). Elas contém clorofila-a, carotenos, xantofilinas, c-fitocianina azul
e c-ficocianina vermelha, sendo que as duas Ultimas sdo exclusivas das cianobactérias
(Mankiewicz et al. 2003).



Introducéo

As caracteristicas das cianobactérias tém dificultado a sua classificagdo. Inicialmente
foram classificadas segundo o Cddigo de Nomenclatura Internacional de Botéanica, devido
ao facto do principal pigmento fotossintético ser a clorofila-a e de realizarem fotossintese
oxigénica. O aparecimento da microscopia Optica e os testes bioguimicos acabaram por
fazer com que estes organismos fossem classificados no reino das bactérias, por serem
organismos procariontes, passando a ser regidos pelo Cddigo de Nomenclatura
Bacteriologica (WHO 1999; Dittmann e Wiegand 2006).

Um dos processos mais caracteristicos do metabolismo das cianobactérias € a
capacidade de fixacdo de azoto (Mankiewicz et al. 2003). Géneros de espécies
filamentosas, como Anabaena, Aphanizomenon e Nostoc, podem possuir células
especializadas, heterocistos, que permitem a fixagdo do azoto (WHO 1999). Em
condicbes ambientais de limitacdo de azoto estas espécies de cianobactérias séo
favorecidas. Podem igualmente possuir células de resisténcia a condi¢des ambientais
extremas, denominadas de acinetos (Adams e Duggan 1999), tendo ainda a capacidade
de armazenar no citoplasma nutrientes essenciais e metabolitos (WHO 1999).

Muitas espécies de cianobactéria apresentam ainda vesiculas gasosas. Estas séo
inclusdes citoplasméticas, que permitem que estes organismos se possam ajustar
verticalmente na coluna de agua (WHO 1999), posicionando-0s na zona eufética, onde
podem realizar a fotossintese devido a presenca de luz, ou atingir camadas mais
profundas, ricas em nutrientes (Dittmann e Wiegand 2006). E portanto, um mecanismo de
importancia ecoldgica para as espécies planctonicas.

As cianobactérias possuem um metabolismo secundario bastante activo. Metabolitos
secundarios referem-se aos compostos que ndo sdo usados pelo préprio organismo no
seu metabolismo primario, ou seja, na divisdo celular ou metabolismo, incluindo
compostos que actuam como hormonas, antibidticos, aleloquimicos e toxinas
(Carmichael 1992; Vasconcelos 2001). Toxinas sdo metabolitos secundarios que tém
efeitos adversos noutros tecidos, células ou organismos (Carmichael 1992; Pearson e
Neilan 2008). Contudo, nem todas as cianobactérias produzem compostos téxicos,
havendo, no entanto, uma larga dispersdo mundial dos géneros potencialmente
produtores (Carmichael 1992).

A eutrofizagdo é um processo natural de aumento da producdo biolégica em
ecossistemas aquaticos, sendo o aumento dos niveis de nutrientes, especialmente de
compostos de fosforo e azoto, apontados como a principal causa (Vasconcelos 2006).
Alguns lagos séo naturalmente eutrofizados mas na maioria dos ecossistemas aquaticos,
0 aumento de nutrientes tem origem antropogénica, resultantes de efluentes industriais e
domésticos ou de escoamento de terrenos agricolas (pesticidas e fertilizantes)

(Mankiewicz et al. 2003; Vasconcelos 2006). A construcdo de barragens nos rios tem
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igualmente sido apontada como aceleradora do processo de eutrofizacdo (Vasconcelos
2006).

A eutrofizacdo tem causado uma diminuicao da qualidade das aguas, trazendo sérios
problemas para o uso desta, nomeadamente aguas para consumo (WHO 1999). O
desenvolvimento massivo de macrofitas aquéticas e o aparecimento de florescéncias de
fitoplancton sdo sinais deste fendmeno (Vasconcelos 2006). A ocorréncia de
florescéncias de fitoplancton é o fendmeno mais comum em aguas eutrofizadas podendo
ser responsaveis por danos a nivel do ecossistema e da saude humana. Embora exista
uma grande diversidade de grupos de fitoplancton capazes de formar florescéncias, os
gue causam os efeitos mais negativos em termos de diminuicdo da qualidade das aguas
sao os dinoflagelados, as diatomaceas e as cianobactérias (Vasconcelos 2006).

Florescéncias de cianobactérias ocorrem intensivamente em &aguas de superficie
eutrofizadas (lagos, albufeiras e rios) (WHO 1999; Mathys e Surholt 2004; Akcaalan et al.
2006). O aparecimento das florescéncias pensa-se ser causada por uma complexa
interaccdo entre a concentragdo de nutrientes, luz solar, temperaturas elevadas, turbidez,
pH, condutividade, salinidade, carbono disponivel e existéncia de correntes fracas ou até
aguas estagnadas (Apeldoorn et al. 2007).

Alguns dos efeitos das florescéncias de cianobactérias sdo uma diminuicdo da
transparéncia das aguas, elevadas alteracdes dos niveis de oxigénio e a libertacdo de
toxinas (WHO 1999; Mankiewicz et al. 2003; Vasconcelos 2006).

Devido a producdo de toxinas pelas cianobactérias, a Organizacdo para o
Desenvolvimento e Cooperacdo Econdmica (OECD- Organization for Economic Co-
Operation and Development) classificou estes organismos como patogénicos
emergentes, ainda que nao possuam a capacidade de colonizar ou invadir hospedeiros
(OECD 2005).

Embora muitos dos trabalhos de cianobactérias se foquem apenas nos aspectos dos
impactos negativos destes organismos nos ecossistemas, tém aumentado o nimero de
trabalhos que mostram que as cianobactérias sdo capazes de produzir compostos com
uma actividade bioldgica de interesse, podendo ser usados, por exemplo, na industria
farmacéutica (Singh et al. 2005). Além do mais, estes organismos sdo importantes
produtores primarios, possuindo um papel crucial nos ecossistemas (Codd et al. 2005;
Dittmann e Wiegand 2006).
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1.2. Cianotoxinas

A diminuicdo da qualidade das aguas e o aumento da eutrofizagdo das 4guas doces
traduzem-se numa maior ocorréncia e persisténcia de florescéncias de cianobactérias
(Carmichael 1992). Uma vez que as florescéncias de cianobactérias sdo potenciadas por
processos de eutrofizacdo, a ocorréncia de florescéncias toxicas tende a aumentar em
tamanho e duracdo, traduzindo-se numa maior probabilidade de os humanos serem
expostos a niveis causadores de toxicidade aguda (Carmichael 1992; Bittencourt-Oliveira
2003).

Segundo Carmichael (1992) as toxinas de cianobactérias sdo a maior fonte natural de
biotoxinas em aguas doces superficiais. O aparecimento de florescéncias téxicas de
cianobactérias é conhecido por todo o mundo, podendo causar efeitos agudos ou
crénicos em animais domésticos e selvagens, organismos aquaticos, aves e humanos
(Vasconcelos 2001; Codd et al. 2005; Sangolkar et al. 2006; Apeldoorn et al. 2007).

O problema causado por cianotoxinas e o aparecimento de florescéncias comegou a
ser tido em atencdo através de documentacdes de intoxicacdes animais, sendo que o
primeiro caso verdadeiramente documentado remonta a 1878, na Australia, onde foi
descrito o envenenamento de gado apds o consumo de dgua de um lago contaminado
por cianobactérias (WHO 1999). Apos este estudo, varios trabalhos comecaram a surgir
focando o potencial toxico das cianobactérias, sendo que a evolugdo e descoberta de
novas toxinas continua a acontecer. Hoje, mais de 84 variantes de cianotoxinas estao
descritas, embora apenas uma pequena fraccdo delas esteja bem documentada (WHO
1999) (mudar a referéncia). Os efeitos das cianotoxinas nos animais ndo sédo os Unicos
reportados. Contudo, até a data ainda nao foi reportado nenhum caso de morte humana
por ingestao de cianotoxinas. O caso mais grave, envolvendo humanos, ficou conhecido
como o “sindrome de Caruaru”, tendo ocorrido na cidade de Caruaru, no Brasil (Azevedo
et al. 2002). Neste incidente, mais de 60 pessoas morreram ap0s uma sessdo de
hemodidlise, realizada com aguas nao devidamente tratadas de um reservatorio
eutrofizado (Azevedo et al. 2002).

Estima-se que mais de 40 géneros diferentes de cianobactérias seja produtores de
toxinas contudo, os géneros mais importantes sdao Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nodularia, Nostoc e Oscillatoria (Planktothrix)
(Vasconcelos 2001; Apeldoorn et al. 2007). Cada cianotoxina pode ser produzida por
mais do que uma espécie e, dentro da mesma espécie de cianobactéria, podem ser
produzidas diferentes toxinas (WHO 1999; Funari e Testai 2008).

A contaminacdo por cianotoxinas em humanos pode ocorrer por ingestdo, inalacéo,

contacto dérmico e por modo intravenoso (Vasconcelos 2001). Para além do problema
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directo de contaminacdo das aguas superficiais, as cianotoxinas podem-se acumular ao
longo da cadeia trofica, produzindo diversos sintomas de intoxicacao e efeitos crénicos,
0s quais sao dificeis de diagnosticar e prevenir, ja tendo sido reportados varios casos de
elevadas mortalidades de peixes e animais domeésticos (Bittencourt-Oliveira 2003).

Os compostos téxicos produzidos pelas cianobactérias sdo quimicamente diversos,
podendo a classificacdo dos diferentes tipos de toxinas se basear nos seus efeitos nos
organismos afectados. Segundo esta classificacdo, existem 5 classes de toxinas
produzidas pelas cianobactérias de agua doce: hepatotoxinas (microcistinas e
nodularinas), neurotoxinas (anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxina), citotoxinas
(cilindrospermopsina), dermatoxinas (Mankiewicz et al. 2003; Dittmann e Wiegand 2006;
Sangolkar et al. 2006). A guinta classe refere-se aos lipopolissacarideos (LPS), os quais
possuem diversos efeitos adversos nos organismos afectados (Mankiewicz et al. 2003;
Dittmann e Wiegand 2006; Sangolkar et al. 2006).

Estas toxinas, nos ecossistemas aquéticos encontram-se na sua maioria no interior
das células, sendo libertados quando ocorre a lise celular (Mankiewicz et al. 2003;
Sangolkar et al. 2006; Funari e Testai 2008), embora também possa ocorrer libertagdo
activa da toxina durante o crescimento celular (WHO 1999; Sangolkar et al. 2006; Funari
e Testai 2008). O aparecimento de estirpes tdxicas e néo toxicas de cianobactérias ndo €
possivel de prever, além de que diferentes estirpes de uma mesma espécie podem nao
ser téxicas ou produzir diferentes toxinas (Sangolkar et al. 2006; Apeldoorn et al. 2007).
Outros dos problemas que se levantam reside no facto de que os quimicos usados para
controlar e erradicar as florescéncias de cianobactérias contribuem para a libertagéo da
toxina, como é o caso de alguns algicidas (Sangolkar et al. 2006; Funari e Testai 2008).
Uma vez libertadas na agua, a persisténcia das toxinas no ambiente vai depender da
eficiéncia de degradacéo (fotblise, hidrélise e degradacao bacteriana) (Funari e Testai
2008).

De todas as cianotoxinas até a data encontradas, as hepatotoxinas, como as
microcistinas, sdo as que ocorrem com maior frequéncia, tanto a nivel mundial, como a
nivel de Portugal (Martins et al. 2009). A cilindrospermopsina ainda nao foi detectada em
Portugal mas, a principal espécie produtora, Cilindrospermopsis raciborskii tem sido
identificada, estando actualmente classificada como uma espécie invasora (Saker et al.
2003). Assim, as toxinas pesquisadas no presente trabalho incluiram hepatotoxinas e

citotoxinas, seguindo-se um resumo sobre estas.
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1.2.1. Hepatotoxinas: microcistinas e nodularinas

As hepatotoxinas s&@o péptidos ciclicos, compreendendo as microcistinas e as
nodularinas (Vasconcelos 2001; Bittencourt-Oliveira 2003; Funari e Testai 2008).

As microcistinas diferem das nodularinas no contetdo de aminoécidos. Ambos
contém um aminoacido hidrofébico Unico, ADDA, apenas presente neste tipo de toxinas,
o qual é indispensavel para a actividade biol6gica destas moléculas, pelo que, qualquer
alteracdo a nivel da cadeia deste aminoacido, conduz a uma reducao da toxicidade das
hepatotoxinas (WHO 1999; Vasconcelos 2001; Mankiewicz et al. 2003; Dittmann e
Wiegand 2006; Msagati et al. 2006).

As microcistinas constituem um dos principais grupos de cianotoxinas devido a sua
ocorréncia mundial e elevada toxicidade, sendo a cianotoxina que mundialmente é mais
reportada (WHO 1999; Apeldoorn et al. 2007). Podem ser produzidas por inUmeros
géneros, como Microcystis, Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon,
Anabaenopsis, entre outros (Akcaalan et al. 2006; Sangolkar et al. 2006). O nome destas
hepatotoxinas deriva da primeira espécie de cianobactéria em que a toxina foi detectada,
Microcystis aeruginosa (Carmichael 1992). Sdo um grupo de heptapeptidos ciclicos (D-
Ala-L-X-D-MeAsp-L-z-Adda-D-Glu-Mdha) compostos por aminoacidos comuns como
alanina, arginina, triptofano, leucina, e um aminoacido especial, o ADDA. (Vasconcelos
2001; Sangolkar et al. 2006). Existem cerca de 70 isoformas diferentes (Rlcker et al.
2007) até a data identificadas, com diversos niveis de toxicidade (Bittencourt-Oliveira
2003; Akcaalan et al. 2006). As variantes de microcistina sdo formadas por substituicdo
dos locais dos aminoacidos, por metilacdo ou desmetilacdo da molécula, por variagbes a
nivel da estrutura da cadeia ADDA, ou por modificagdes no acido D-glutamico, inferindo
estas variagOes na toxicidade (Mankiewicz et al. 2003; Sangolkar et al. 2006). Na figura 1
encontra-se a estrutura quimica da microcistina-LR, a variante mais comum de
microcistina, caracterizada pela presenca de leucina (L) e arginina (R), nas posicdes 2 e
4 da molécula (Funari e Testai 2008).

As nodularinas tém uma estrutura similar as microcistinas, diferindo no nimero de
aminoacidos (Vasconcelos 2001). Sdo constituidas por 5 aminoéacidos, ja tendo sido
isoladas 7 variantes, todas elas na espécie Nodularia spumigena (Mankiewicz et al. 2003;
Akcaalan et al. 2006). Na figura 2 encontra-se representada a estrutura quimica de uma

nodularina.
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Figura 1 - Estrutura quimica da microcistina-LR, caracterizada pela presenca de leucina (L) e arginina (R)

como L-aminoécidos nas posi¢cdes 2 e 4 (Funari e Testai 2008).
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Figura 2 - Estrutura quimica de uma nodularina (Funari e Testai 2008).

A actividade biolégica de microcistinas e nodularinas é semelhante. As hetatotoxinas
causam disrupcdo do figado, por aumento do volume deste e choque hipovolémico
(hepatomegalia) (Mankiewicz et al. 2003).

As vias de intoxicacdo podem ser por ingestdo, inalacdo ou absor¢cdo cutanea
(Mankiewicz et al. 2003). As hepatotoxinas sao resistentes a digestdo sendo
posteriormente transportadas para o figado. Uma vez que sdo sollveis em agua, ndo
conseguem penetrar as membranas lipidicas directamente (WHO 1999). Assim, o
hepatotropismo das microcistinas faz-se através de transportadores de membrana, como
o sistema de transporte do &cido biliar, levando a inibicdo nos eucariéticos de proteinas
fosfatases enzimaticas especificas, tipo 1 ou 2A (PP1 ou PP2), ligando-se
covalentemente a estas, nas células do figado. Estas sdo importantes componentes na
manutencdo da estrutura e funcdo celular (Vasconcelos 2001). Assim, a ligacdo das
microcistinas a proteinas fosfatases provoca um aumento da fosforilagcdo de vérias
proteinas citosdlicas e do citosqueleto envolvidas na transducao de sinais (Mankiewicz et
al. 2003; Funari e Testai 2008). A niveis elevados de exposi¢cao os hepatécitos perdem
volume, conduzindo a hemorragia hepatica (Vasconcelos 2001). O sangue vai
progressivamente ocupando 0s espacos entre as células (hemorragia intra-hepatica),
levando a morte por choque hipovolémico (Vasconcelos 2001; Dittmann e Wiegand
2006).

A inibicao das proteinas fosfatase por hepatotoxinas quebra o balanco natural dos

processos celulares, resultando em proliferacdo celular e promoc¢do de tumores, ou
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apoptose e morte celular (Vasconcelos 2001; Mankiewicz et al. 2003; Dittmann e
Wiegand 2006).

A severidade da toxicidade induzida por hepatotoxinas vai depender dos niveis e
duracdo da exposicdo, que influenciam a quantidade de toxina absorvida, destoxificada e
excretada (Mankiewicz et al. 2003; Funari e Testai 2008), podendo ocorrer efeitos
crénicos ou agudos (Sangolkar et al. 2006)

Segundo Funari e Testai (2008), a agéncia internacional para estudos do cancro
(IARC - International Agency for Research on Cancer) classificou, com base nos
trabalhos relativos a promocao de tumores pelas microcistinas, a microcistina-LR como
possivel carcinogénico para humanos (grupo 2B).

Para além dos hepatdcitos, as hepatotoxinas podem afectar outras células. A inibigcéo
da actividade PP1 e PP2 pode ocorrer em qualquer célula eucaridtica, embora necessite
de transportadores para atravessar as membranas celulares (Mankiewicz et al. 2003).

Estas toxinas tém igualmente a capacidade de se bioacumular ao longo da cadeia
trofica, normalmente causando efeitos crénicos, resultando num problema acrescido de
saude publica (Dietrich e Hoeger 2005; Apeldoorn et al. 2007). Existem numerosos
trabalhos que reportam ainda a acumulagcdo de microcistinas em organismos aquéticos,
assim como em vegetais irrigados por agua contaminada (Apeldoorn et al. 2007). Nos
tltimos anos, tém também comecado a surgir estudos sobre a exposicéo involuntaria, em
humanos, a microcistinas através de suplementos alimentares (Saker et al. 2007b)

O valor guia de microcistina-LR (MC-LR) em aguas para consumo foi introduzida pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO) (WHO 1999), com um limite recomendado de 1ug
de MC-LR por litro. O mesmo valor foi transposto para a legislacdo portuguesa, através
do decreto-lei 306/2007 de 27 de Agosto.

1.2.2. Citotoxinas: cilindrospermopsina

A cilindrospermopsina (CYN) é um alcaléide que possui uma guanina ciclica ligada ao
grupo hidroximetiluracil (figura 3), sendo produzida por varias espécies como
Cylindrospermopsis raciborskii, Umezakia natans, Anabaena bergeii, Aphanizomenon
flos-aquae, Aphanizomenon issatschenkoi, Aphanizomenon ovalisporum, Raphidiopsis

curvata, e Lyngbya wollei (Falconer e Humpage 2006; Apeldoorn et al. 2007).
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Figura 3 - Estrutura quimica da cilindrospermopsina (Funari e Testai 2008).

A cilindrospermopsina foi descrita inicialmente como uma toxina produzida pela
espécie C. raciborskii, uma cianobactéria tropical e subtropical. Contudo, esta
cianobactéria tem vindo a ser reportada em latitudes mais temperadas, tendo-se tornado
uma espécie comum em habitats de aguas temperadas por todo o mundo (WHO 1999;
Saker et al. 2003; Falconer e Humpage 2006). Recentemente, tem sido detectada a
presenca da cianotoxina em florescéncias e culturas de C. raciborskii da Europa (Blahova
et al. 2009; Kokocinski et al. 2009). Desde 2003 que a espécie C. raciborskii tem sido
isolada em diversos locais do centro e sul de Portugal (Saker et al. 2003; Valério et al.
2005).

De acordo com Gacsi e colaboradores (2009), a cilindrospermopsina esta classificada
como uma toxina de elevada prioridade, podendo inclusive ser mais perigosa que a
microcistina. Devido a inexisténcia de um valor guia para esta cianotoxina, Humpage e
Falconer (2003), propuseram um limite de 1ug/L de CYN total, em &guas para consumo.
Ao contrario de outras cianotoxinas, CYN encontra-se sobretudo na forma dissolvida,
pelo que a ingestdo directa pela agua pode ser uma importante via de contaminacao
(Ibelings e Chorus 2007; Funari e Testai 2008).

O primeiro caso reportado de intoxicagdo humana ocorreu em Palm Island, Australia,
em 1979. Os efeitos téxicos observados nos humanos eram consistentes com 0s
reportados em estudos de toxicidade em animais (Falconer e Humpage 2006). Na
mesma altura foi observada a morte de gado, induzida pela cilindrospermopsina, apds a
ingestdo de 4gua de uma albufeira contaminada (Saker et al. 1999).

Esta cianotoxina encontra-se classificada como sendo uma citotoxina que bloqueia a
sintese proteica, sendo os 6rgaos alvo primarios o figado e o pancreas; contudo, afectam
igualmente os rins, pulmdes, coragdo, estbmago e glandulas adrenais (Funari e Testai
2008; Smith et al. 2008). Os primeiros sinais clinicos de intoxicagédo séo faléncia hepatica
e renal (Mankiewicz et al. 2003).

O mecanismo celular envolvido na toxicidade desta cianotoxinas € ainda
desconhecido (Smith et al. 2008). Tem sido reportada como causadora de necrose
celular, fragmentacdo do DNA e iniciadora de tumores ou mutagenicidade (Apeldoorn et

al. 2007). Vérios estudos tém demonstrado que a cilindrospermopsina ndo reage
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directamente com o DNA, mas que causa alterac6es a nivel do citosqueleto e do nucleo,
bem como potencia a necrose e a apoptose (Fessard e Bernard 2003; Gacsi et al. 2009).
Humpage e colaboradores (2000), sugeriram que o0s danos induzidos pela
cilindrospermopsina provocam quebras nas cadeias de DNA e perda de cromossomas
(aneuploidia), tendo ja sido observada a producéo de aductos e quebras nas cadeias de
DNA por Shen e colaboradores (2002). Estudos apontam igualmente para a possibilidade
da cilindrospermopsina ser promotora de tumores (Falconer e Humpage 2001). Estudos
recentes demonstram igualmente uma ac¢ao da cianotoxina como disruptora endocrina
(Young et al. 2008).

Froscio e colaboradores (2003) e Norris e colaboradores (2002) concluiram que para
ocorrer citotoxicidade é necessario que ocorra biotransformacéo pelo citocromo P450.

Varios estudos tém sido reportados em organismos aquaticos e invertebrados, com o
objectivo de compreender melhor o mecanismo de accéo da toxina (Saker e Eaglesham
1999; Metcalf et al. 2002; Nogueira et al. 2004; Saker et al. 2004; Kinnear et al. 2007,
White et al. 2007). Estes estudos apontam para uma capacidade de acumulagdo da
toxina em organismos aquéticos, mesmo apoés periodos de depuracdo, apresentando

assim um risco acrescido para a populagdo humana.

1.3. Ocorréncia de cianobactérias e suas toxinas em Portugal

Portugal € um pais localizado numa zona temperada onde tém sido reportados
inimeros casos de florescéncias de cianobactérias toxicas em rios e albufeiras
(Vasconcelos 1994; Vasconcelos 1995; Vasconcelos et al. 1996; Vasconcelos 2001). E
ainda de referir que muitos dos cursos de agua do pais se encontram eutrofizados, o que
potencia o aparecimento das florescéncias. Acresce ainda a este problema, o facto de
gue muitos destes cursos de agua sdo utilizados para produgédo de dgua para consumo
(Vasconcelos et al. 1996), pondo em risco a salde publica.

Vasconcelos (1994) investigou a presenca de cianobactérias, e toxicidade associada
em 36 lagos, albufeiras e grandes rios de Portugal, durante o periodo de 1989-92. Destas
36 massas de agua, 30 apresentaram florescéncias de cianobactérias, das quais 60%
revelaram-se téxicas através de bioensaios com murganhos. De acordo com este estudo,
constatou-se que a espécie M. aeruginosa era a espécie dominante de cianobactéria,
seguindo-se as espécies Anabaena flos-aquae, Aphanizomenon flos-aquae e M.
wesenbergii (Vasconcelos 1994). Saker et al. (2007a), num estudo feito em 26
reservatorios de agua naturais do norte e centro de Portugal determinou que em 81% dos
casos ocorria a presenca do género Microcystis, sendo que a maioria destes locais

apresentou resultados positivos de microcistina.
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Em Portugal, as microcistinas sédo o tipo de cianotoxinas com maior ocorréncia
(Vasconcelos 2001). Dentro destas, a microcistina-LR € a toxina dominante de
florescéncias e de estirpes isoladas e caracterizadas em laboratério, embora também
ocorram microcistinas-RR e microcistinas-YR (Vasconcelos et al. 1996; Vasconcelos
2001; Saker et al. 2005a). Martins e colaboradores (2009) detectaram em amostras de
albufeiras, rios e lagos do norte e centro de Portugal diversas variantes de microcistinas,
sendo as mais comuns microcistina-LR, -FR, -RR, -WR e —-YR. Ja foram até a presente
data reportadas 13 variantes diferentes de microcistinas no pais (Vasconcelos 2006).

Desde 2003 que a espécie C. raciborskii tem sido isolada em diversos locais do
centro e sul de Portugal (Saker et al. 2003; Valério et al. 2005). Analise toxicoldgica das
estirpes isoladas por Saker e colaboradores (2003) verificou toxicidade letal em
bioensaios com ratos contudo, a cilindrospermopsina ndo foi identificada, podendo ser
gue outras toxinas, com acc¢édo similar, possam estar envolvidas.

N&o existem casos reportados de intoxicagdes em humanos que demonstrem ter sido
provocados por cianotoxinas, muito em parte por falta de informagdo da populagdo em
geral. Até porgue em muitos casos as cianobactérias podem desaparecer antes de se

poder fazer uma relacéo causa-efeito, ou podem até nem chegar a formar florescéncias.

1.4. Metodologias para identificacdo de cianobactérias e suas toxinas

Até recentemente, a identificacdo de cianobactérias assentava em métodos
taxondmicos tradicionais para analise de fitoplancton, normalmente baseada em
caracteristicas morfologicas. Contudo, estes métodos nem sempre tém sido suficientes,
principalmente porque muitas estirpes, quando em cultura, podem alterar as dimensdes,
forma ou caracteristicas das colonias (Neilan 2002; Vasconcelos 2006). A informacgéo
obtida por analise microscopica pode, no entanto, ser importante para determinagéo de
gual a melhor metodologia a usar (Apeldoorn et al. 2007).

A incapacidade de prever a producéo de toxinas das florescéncias de cianobactérias
sem recorrer a isolamento e determinacdo da producdo da toxina dificulta a
monitorizacdo das aguas. Estirpes tdxicas e ndo-tdxicas ndo apresentam diferencas
predictiveis no seu aparecimento, e diferentes estirpes de uma mesma espécie podem
ser ou nao toéxicas, podendo ainda produzir diferentes toxinas (Sangolkar et al. 2006). O
nivel da toxina produzida vai depender do estado da florescéncia e das espécies e
estirpes envolvidas, o que impossibilita o exame microscopico para determinar a
producao da toxina (Sangolkar et al. 2006).

Até ao desenvolvimento de técnicas e métodos de deteccéo analiticos e moleculares,

devido a inexisténcia de uma relacao entre caracteristicas fisiolégicas e morfolégicas com
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a producao de toxina, era complicada a determinacdo, uma vez que se baseava apenas
em bioensaios com animais (bactérias, invertebrados e ratos) (Pearson e Neilan 2008).
Estes métodos tém como principal desvantagem ndo permitir a determinacédo de baixas
concentracdes de cianotoxinas (WHO 1999; Masango et al. 2008), além de que sé&o
poucos sensiveis, de custos elevados e acarretam diversos problemas éticos (Pearson e
Neilan 2008).

O desenvolvimento de métodos analiticos fidveis para a monitorizacdo de toxinas de
cianobactérias, como as microcistinas, em amostras ambientais, tem sido alvo de
inUmeros estudos. A determinacdo de microcistinas pode ser feita recorrendo a técnicas
analiticas como o HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) e espectrometria de
massa (mass spectrometry — MS) (Sangolkar et al. 2006). O método de HPLC é o mais
utilizado para deteccdo de microcistinas, em monitorizagbes de rotina (WHO 1999). Este
método, assim como o método de MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time Of Flight Mass Spectrometry) sédo bastante sensiveis contudo,
sdo técnicas morosas, tecnhicamente exigentes (Sangolkar et al. 2006). O HPLC,
combinado com deteccdo UV permite providenciar uma informacdo quantitativa e
qualitativa contudo, para tal necessita de padrdes de toxina purificada, a qual € por vezes
dificil de obter, além de necessitar de grandes volumes de amostra quando a toxina se
encontra em baixas concentracdes e de passos adicionais para purificacdo das amostras
(Rivasseau et al. 1999; Rapala et al. 2002; Mathys e Surholt 2004; Sangolkar et al. 2006;
Pearson e Neilan 2008). A grande vantagem do MALDI-TOF MS, quando comparado
com outras técnicas analiticas é que permite uma completa analise de pequenas
amostras, sem necessidade de se fazer uma pré-purificacdo (Sangolkar et al. 2006;
Apeldoorn et al. 2007).

Outra das metodologias usadas baseia-se no uso de ensaios imunolégicos com
anticorpos mono ou policlonais (Sangolkar et al. 2006). O teste ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) é rapido, de baixo custo, requer pouca quantidade de amostra
(Rivasseau et al. 1999; Mathys e Surholt 2004; Sangolkar et al. 2006), sendo ainda capaz
de detectar quantidades dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo. Quando
comparado com técnicas analiticas, como o HPLC, tem como principal vantagem ter um
menor limite de deteccdo (Metcalf e Codd 2003). Apesar destas vantagens, a elevada
variagdo estrutural que ocorre, por exemplo, entre as microcistinas, pode levar a
reaccdes cruzadas entre os anticorpos com diferentes variantes da toxina ou com outros
compostos que possam estar presentes nas amostras, podendo estas reac¢des nao

exprimirem correctamente valores de concentracdo da toxina (Rapala et al. 2002;
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Sangolkar et al. 2006), além de que este teste ndo providencia informagéo sobre as

variantes de microcistinas presentes (Masango et al. 2008).

A necessidade de novas técnicas, possiveis de ser aplicadas tanto a amostras
ambientais, como a culturas de laboratorio, levou ao desenvolvimento de métodos
moleculares para a identificag@o de espécies de cianobactérias (Neilan et al. 1997; Saker
et al. 2005b).

Muitos dos estudos para deteccdo de cianotoxinas baseiam-se em técnicas como
ELISA e HLPC. Este tipo de técnicas sdo Uteis para identificar concentracdes de
cianotoxinas potencialmente perigosas contudo, ndo providenciam informacao referente a
origem do contaminante. O uso de técnicas como o da reac¢cdo em cadeia de polimerase
(PCR — Polimerase Chain Reaction) permite identificar os organismos que estdo a
provocar a contaminagao.

O uso da técnica de PCR é cada vez mais comum, até porque € simples de executar,
rapida, de baixo custo e extremamente sensivel (Pearson e Neilan 2008).

Quando o objectivo € a deteccdo de espécies potencialmente toxicas, em PCR deve-
se procurar genes indispensaveis para a producdo da toxina. E necessario ter ainda em
conta que estes genes devem ser conservados no grupo de cianobactérias alvo, mas
divergentes de uma maior grupo de cianobactérias (Pearson e Neilan 2008).

As microcistinas e nodularinas sdo produzidas nao ribossomalmente, por um
complexo multienzimatico constituido por unidades péptido sintetase (NRPS) e
poliquetidos sintetase (PKS), todos codificados por um cluster de genes da microcistina
sintetase (mcy) e nodularina sintetase (nda) (Sangolkar et al. 2006; Pearson e Neilan
2008). Estes clusters tém vindo a ser sequenciados e caracterizados num grande nimero
de espécies (Pearson e Neilan 2008). A descoberta de sequéncias de genes
responsaveis pela produ¢do das mais comuns cianotoxinas foi um enorme passo dado
nesta area. Hoje em dia, apenas com uma coldnia é possivel obter informacgdes sobre a
presenca de clusters de genes envolvidos na producéo das toxinas.

A sequenciacdo do DNA permitiu que se conhecesse a codificagdo dos genes mcy
em trés dos maiores produtores, Anabaena, Microcystis e Planktothrix (Sangolkar et al.
2006). Estudos comparativos de clusters de genes mcy de diferentes espécies
pertencentes a diferentes géneros mostraram a existéncia de variagdo no arranjo dos
genes, embora se pense que 0 processo biossintético de producdo de toxina se
mantenha igual (Pearson e Neilan 2008).

Os genes mcy, em M. aeruginosa estdo organizados num cluster com dois operdes,
contendo, no total, 10 genes (mcy A-C e mcy D-J) (Ouahid et al. 2005; Sangolkar et al.
2006; Pearson e Neilan 2008). Um operéo inclui genes codificantes NRPS (mcyA, mcyB
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e mcyC) e o outro operdo contém um gene codificante PKS (mcyD), dois genes hibridos
codificantes NRPS e PKS (mcyE e mcyG) e ainda genes codificantes de enzimas
envolvidas na metilacdo (mcy J), epimerizacdo (mcy F), desidratacdo (mcy I) e
localizacdo (mcy H) (Ouahid et al. 2005; Sangolkar et al. 2006; Pearson e Neilan 2008). A
sequenciacdo destes genes permitiu o desenho de “primers” (iniciadores), permitindo a
deteccéo e identificacdo de espécies potencialmente produtoras de toxinas em amostras
naturais, mesmo quando estas surgem em quantidades muito pequenas (Sangolkar et al.
2006). Estudos tém comprovado que o “primers” relativos a genes mcy sdo mais fiaveis
para distinguir espécies produtoras ou ndo de microcistinas, quando comparado com
outros “primers” de genes diferentes (Sangolkar et al. 2006).

Genes codificantes NRPS, como 0 mcyA e o mcyB tém sido os alvos mais utilizados
para a detecgdo de genotipos hepatotoxicos. Saker e colaboradores (2007b), com vista a
facilitar e diminuir o tempo de realizacdo de varias analises de PCR, desenvolveram um
“multiplex” PCR para a determinacdo, numa sO reaccdo dos genes mcyA, mcyB e
permitindo ainda verificar a presenca do género Microcystis. O gene mcyE tem sido cada
vez mais usado como alvo, uma vez que é essencial para a sintese da cadeia ADDA e a
activacdo e adicdo do D-glutamato & molécula de microcistina (Ouahid et al. 2005). Estes
dois aminodcidos sdo essenciais para a toxicidade e sofrem menos variagbes nas
diferentes isoformas, que os outros aminoacidos (Pearson e Neilan 2008).

O cluster de cilindrospermopsina contém 15 regides de leitura que codificam enzimas
para todas as funcBes necessarias para a biossintese, regulacdo e exportacdo desta
toxina, incluindo uma amidinotransferase (CyrA), uma mistura NRPS/PKS (CyrB), quatro
modulos PKS (CyrC-F), duas citosinas diaminases homodlogas (CyrG e H), uma
hidroxilase (Cyrl), uma bomba de fluxo (CyrK) e uma transposase (CyrL).

Schembri e colaboradores (2001) sugeriram que tanto os PKS como os NRPS
estavam envolvidos na producdo de cilindrospermopsina, demonstrando que em C.
raciborskii existe uma relacdo directa entre a presenca destes dois péptidos e a
capacidade de produzir a toxina. Assim, Fergusson e Saint (2003) desenvolveram uma
andlise de PCR em “multiplex” com o objectivo de determinar a presenca dos genes
codificantes PKS, NRPS e ainda uma parte do gene rpoC1l, especifica da cianobactéria
C. raciborskii, permitindo identificar cianobactérias produtoras de cilindrospermopsina, ao
mesmo tempo que diferencia se a producéo é feita pela espécie C. raciborskii.

Varios estudos moleculares demonstram que certas estirpes de cianobactérias com a
presenca de genes envolvidos na biossintese das toxinas, podem n&o ser toxicas. O
motivo pelo qual ndo ocorre a sintese da toxina é ainda incerto. Estes resultados
apontam para que uma analise molecular apenas assente no caracter toxigénico pode

levar a conclusdes néo correctas (Pearson e Neilan 2008). Assim, principalmente quando
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este tipo de testes é utilizado em amostras naturais, uma abordagem multidisciplinar

demonstra ser a mais correcta.

A quantificacdo potencial da producdo de toxina é possivel recorrendo ao PCR
guantitativo em tempo real (RT-gPCR) (Sangolkar et al. 2006). Esta analise é bastante
sensivel, permitindo resultados fiaveis com apenas algumas células por reacgéo
(Pearson e Neilan 2008). Este método tem sido utilizado tanto para a deteccdo de
cianobactérias, como também para deteccdo de genes mcy, assim como genes
envolvidos na producéo de cilindrospermopsina (Kurmayer e Kutzenberger 2003; Rinta-
Kanto et al. 2005). Esta metodologia pode ter grandes vantagens, essencialmente
guando aplicada a amostras ambientais, uma vez que permite distinguir nas
comunidades ambientais espécies dominantes dos ecossistemas e que possam ser mais

problematicas (Pearson e Neilan 2008).
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1.5. Objectivos

No presente trabalho foram utilizadas técnicas de microscopia para identificar as
principais espécies presentes; técnicas moleculares de PCR para identificar a presenca
de genes de cianobactérias, de espécies de cianobactérias potencialmente produtoras de
toxinas e envolvidos na producao das toxinas, e de PCR em tempo real para quantificar a
guantidade de cianobactérias e de espécies potencialmente produtoras de toxina;
ensaios imunologicos (ELISA) para quantificacdo da toxina (microcistina e
cilindrospermopsina); ensaios cromatogréaficos (HPLC) para quantificacdo de microcistina,
assim como analises de espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) para detectar as

diferentes variantes de toxinas nas amostras.

Sao objectivos especificos deste trabalho, os seguintes:

e Pesquisa, identificacdo, isolamento e cultura de cianobactérias no rio
Tamega, na albufeira do Torrdo, utilizando microscopia éptica e técnicas de
biologia molecular (PCR e sequenciacao);

¢ Optimizacdo dos volumes de amostragem, utilizando técnicas de biologia
molecular (PCR e RT-gPCR) e técnicas imunoldgicas (ELISA);

e Pesquisa de genes para identificacdo de cianobactérias (fragmento do 16S
rRNA especifico de cianobactérias), de espécies potencialmente produtoras
de cianotoxinas (fragmento do gene 16S rRNA especifico de Microcystis spp.
e fragmento do gene rpoC1l, especifico de Cylindrospermopsis raciborskii) e
de genes envolvidos na producéo das toxinas nas amostras ambientais e nas
estirpes cultivadas com técnicas de biologia molecular (PCR e RT-qPCR);

o Deteccdo e/ou quantificacdo das toxinas presentes nas amostras ambientais
e nas estirpes cultivadas por técnicas cromatograficas (HPLC), imunoldgicas
(ELISA), e de espectrometria de massa (MALTI-TOF MS).
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2. Materiais e métodos

2.1. Areade estudo

O presente trabalho foi efectuado em dois locais pertencentes a albufeira do Torréo,
no Rio Tamega, um na regido da cidade de Marco de Canaveses (N- 41,19562° W-
8,16045°% e um segundo junto a barragem hidroeléctrica do Torrdo (N- 41,09698°;, W-
8,25737°). Os locais foram seleccionados tendo em conta a importancia destes para as
populacgbes locais, a importancia do Rio Tamega em relacdo ao Rio Douro, e trabalhos
anteriores (Vasconcelos 1994; Vasconcelos 1995; Vasconcelos et al. 1995; Vasconcelos
et al. 1996; Pereira 1998; Saker et al. 2005a; Martins 2007; Saker et al. 2007a; Oliva-
Teles et al. 2008).

2.1.1. Caracterizacao dos locais de amostragem

O Rio Tamega é o maior e mais comprido afluente do Rio Douro no territério nacional.
A margem da bacia hidrografica do Rio Téamega € constituida por terrenos
essencialmente agricolas. Em 1988 foi construida no leito do rio, uma barragem
hidroeléctrica, levando a formagéo, a montante, da albufeira do Torrdo (Martins 2007).
Devido a construcdo de barragens ao longo do rio, os ecossistemas tém vindo a ser
alterados, surgindo essencialmente ecossistemas I6ticos, os quais alternam com
ecossistemas |énticos e semi-lénticos (Martins 2007).

O rio encontra-se eutrofizado desde a cidade de Chaves, podendo a albufeira do
Torrdo piorar esta situacdo, caso ndo tenha uma gestdo adequada (Pereira 1998). O
facto de nas margens se fazer uma actividade essencialmente agricola, aliada aos
efluentes urbanos de zonas como a cidade do Marco de Canaveses, propiciam o
aumento da eutrofizagéo.

A albufeira do Torrdo é uma importante fonte de agua para consumo e recreativa do
norte de Portugal. E comum o aparecimento de florescéncias toxicas de ciabactérias,
dominadas pelas espécies M. aeruginosa e Aphanizomenon flos-aquae (Oliva-Teles et al.
2008). O aparecimento das florescéncias ocorre essencialmente nos meses quentes,
uma vez que possuem uma taxa de crescimento muito dependente da temperatura
(Oliva-Teles et al. 2008). Segundo Oliva-Teles e colaboradores (2008), o aparecimento
das florescéncias nesta albufeira tem sido atribuido a eutrofizacdo, em combinagdo com

a construcao da barragem a jusante.
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Na albufeira do Torrédo foram seleccionados dois pontos de amostragem (fig.4). O
primeiro local de amostragem situa-se no Marco de Canaveses (fig.5), proximo da ETA
(estacdo de tratamento de aguas). O segundo local foi seleccionado mesmo junto a
barragem (fig.6), com o objectivo de se determinar se a contaminacdo encontrada no
local anterior se mantém ou é alterada. Este local possui uma grande importancia, até

porgue ja se situa muito préxima do rio Douro.

e
SR OORI

%

Figura 5 - Albufeira do Torrdo. Local de Figura 6 - Albufeira do Torrdo. Local de

amostragem: Marco. amostragem: Torr&o.

Segundo Martins (2007), estes locais de amostragem possuem caracteristicas semi-
Iénticas, com uma acentuada diminuicdo da corrente. Ainda segundo a referida autora,
esta albufeira encontra-se hipereutrofizada, sendo comum o aparecimento de
florescéncias fitoplantonicas entre o verdo e até meados de Outubro. Junto a cidade do
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Marco de Canaveses, foi igualmente inaugurado, em Dezembro de 2008, um parque
fluvial, atraindo para este local pessoas que acabam por utilizar estas aguas igualmente

para fins recreativos.

2.2. Amostragem de cianobactérias

As amostragens foram realizadas com intervalos de aproximadamente 15 dias, num
total de quatro amostragens, entre Setembro e Outubro de 2008 (19 de Setembro, 1, 15 e
29 de Outubro). Este periodo foi escolhido tendo em consideragdo resultados anteriores
(Vasconcelos 1994; Martins et al. 2005; Vale 2005)

No local de amostragem procedeu-se igualmente a determinacdo de parametros
fisico-quimicos. A temperatura e concentragdo de oxigénio foram determinados
recorrendo a um oximetro (OXI 320/Set/WTW) e o pH e condutividade, obtidos por um
leitor de pH (Multiline P3pH/LF-Set/WTW).

Em cada uma das datas foram recolhidos diferentes volumes de amostra, com o
objectivo de efectuar diferentes ensaios laboratoriais. Em frascos com volumes entre 250
a 2000 mL (conforme o estado de turvacdo da agua devida as cianobactérias) foram
recolhidas amostras para analise molecular, e 2000 mL para analise cromatogréfica
(HPLC). Para andlise imunolégica (ELISA) foram amostrados 15 mL. Para posterior
isolamento das cianobactérias, foram efectuados varios arrastos, com uma rede conica
de plancton de malha de 50 um, para concentracdo destes organismos.

Em 19 de Setembro e 1 de Outubro foram recolhidos diferentes volumes de amostra
(entre os 15 e os 1000 mL), com vista a optimizacdo do volume amostrado para analise
de PCR e RT-gPCR. Nas duas ultimas datas (15 e 29 de Setembro) foram igualmente
recolhidos diferentes volumes para optimizacdo de volume amostrado para realizar o
teste de ELISA.

Todas as recolhas de 4gua foram feitas na margem, subsuperficialmente, tendo-se
posteriormente transportado as amostras em malas térmicas e acondicionadas a 4°C até
posterior andlise. O tratamento das amostras no laboratério nunca excedeu as 48 horas.

O esquema de amostragem e todo o resumo da metodologia encontra-se na fig 7.
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Determinacédo de parametro fisico-quimicos:
Temperatura  Concentracdo de O2
pH Condutividade

Identificacdo microscopica e
isolamento
1 : 1
ELISA
I_ MALDI-TOF
MS

Optimizacdo do volume de
amostragem

Amostras
ambientais

-

PCR

B T.gPCR BN 7R
— =S BN | SA

=d HPLC

PCR

Sequénciacao

de parte do
gene 16S

MALDI-TOF
MS

Figura 7- Esquema do plano de amostragem e posterior metodologia laboratorial.

2.3. Isolamento, cultura e identificacdo de cianobactérias

As cianobactérias foram isoladas num periodo ndo superior a 48 horas apos
amostragem, tendo-se usado a amostra ambiental concentrada.

As diferentes espécies de cianobactérias foram isoladas e identificadas com o auxilio
de manuais de ficologia tradicional e de bacteriologia (Baker 1991; Entwisle e Sonneman
1997; Komarek e Anagnostidis 1998; Komarek e Anagnostidis 2005; Albertano et al.
2006; Cronberg e Annadotter 2006).

Para o isolamento utilizou-se um microscépio 6ptico com uma ampliacao até 40x e
pipetas pasteur estiradas a chama de lamparina. As diferentes espécies isoladas foram
lavadas em sucessivas gotas de agua destilada, até completa libertagcdo de
contaminantes visiveis. Apds lavagens as cianobactérias foram ressuspendidas em meio
Z8 descrito por Kotai em 1972 in Vasconcelos (1995), previamente preparado e
distribuido por tubos de ensaio estéreis de poliestireno de 12 ml (fig.8). Os recipientes
foram enchidos com meio Z8 apenas até cerca de metade da sua capacidade, para

permitir a oxigenacao.
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Uma gota de amostra concentrada foi igualmente espalhada, com o auxilio de uma
ansa esterilizada, por placas de petri de poliestireno estéreis de 60 mm de diametro com
meio Z8 sdlido com agar (1,5%) (fig.9).

Figura 8- Cultura de cianobactérias em meio Z8, em Figura 9 - Cultura de cianobactérias em meio Z8
tubos de ensaio estéreis de poliestireno de 12ml. solido, em placas de petri de poliestireno estéreis.

Os tubos e placas de petri foram posteriormente acondicionados huma sala de
culturas sob luz artificial (lampadas fluorescentes Philips, 40 W), com uma temperatura
de 25+1°C e fotoperiodo de 14h dia/10h noite. As colénias de meio liquido foram
mantidas nestas condi¢fes até atingirem a fase de crescimento exponencial (entre 1 a 2
meses). Das placas de petri, ap6s 1 a 2 semanas, isolou-se para novas placas de petri
com meio Z8 sdlido as espécies de cianobactérias visiveis, tendo-se procedido a este
processo até obtencao de colonias puras, ndo axénicas, em meio solido.

Apos este periodo, tanto as coldnias provenientes do meio Z8 soélido, como do liquido,
foram ressuspendidas em frascos de poliestireno esterilizados de 50 mL, previamente
cheios com meio Z8 até metade do seu volume (fig.10). As condi¢cdes de aclimatagéo

utilizadas mantiveram-se, com vista a propiciar o crescimento (fig.11).

Figura 10 — Cultura de cianobactérias em meio Z8, Figura 11 — Crescimento de cianobactérias

em frascos de poliestireno estéreis de 50mL. em meio Z8.
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Durante todo o processo de isolamento as culturas foram observadas periodicamente
ao microscopio Optico para assegurar que ndo havia contaminacdes algais e se possivel
fungicas até a fase de obtencado de culturas unialgais.

A partir do momento em que era obtida uma cultura pura, as cianobactérias foram
fotografadas, com recurso a um sistema composto por um microscépio optico Leica
DMLB associado a uma camara Leica ICCA, com o software Leica Qwin Colour.

A classificacdo dos géneros com recurso apenas a livros de ficologia e de
bacteriologia nem sempre é facil devido a existéncia de grandes semelhancas entre
diferentes géneros. Sendo assim, algumas das espécies consideradas mais importantes
em termos de ocorréncia e potencial toxico, foram igualmente confirmadas por

sequenciacao molecular.

2.4. Analise molecular

2.4.1. Extraccao de DNA

A extracgcdo de DNA foi feita tanto para amostras ambientais como para as estirpes
cultivadas de cianobactérias. A preparacdo das amostras para posterior extraccdo do
DNA diferiu conforme o propésito da amostra:

a) Amostras ambientais

Num periodo ndo superior a 24 horas apds amostragem, foi filtrado um volume
até colmatacdo do filtro. Para tal foi utilizada a técnica de filtracdo por vacuo,
recorrendo a filtros de microfibra de vidro GF/C (Whatman). O volume filtrado foi
dependente do local de amostragem e da turvacéo da agua.

Apos filtracdo a agua foi rejeitada, apenas se aproveitando os filtros.

Todo o contetdo que ficou retido no filtro foi cuidadosamente retirado com o
auxilio de um bisturi e colocado num “eppendorf’ esterilizado, sendo
posteriormente acondicionado num congelador a -20°C até a extraccao do DNA.

b) Amostras ambientais para optimizacdo de volumes

A técnica utilizada foi a mesma que para as amostras ambientais, diferindo
apenas no volume filtrado, sendo que em nenhum caso se chegou a atingir a
colmatacéo dos filtros.

c) Culturas de cianobactérias

Quando as culturas se encontravam na fase de crescimento exponencial, um

volume de cerca de 1,5 mL de cultura foi retirado para um “eppendorf” de 2,0 mL.
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Esta amostra foi congelada, pois verificou-se que este passo facilita a extrac¢ao
do DNA. Em seguida as amostras foram centrifugadas a maxima rotagcéo por 10
minutos recorrendo a uma centrifuga Eppendorf 5415R. O sobrenadante foi
descartado e o “pellet” foi acondicionado num congelador a -20°C até a extraccao
do DNA.

O DNA gendmico das cianobactérias e das amostras ambientais foi extraido
recorrendo a um Kit de extraccdo de DNA: “Genomic DNA from tissue” (Macherey-
Nagel®) e segundo as indicacGes do fabricante para extraccdo de DNA gendmico de
bactérias (Support protocol for bacteria). Para o efeito utilizou-se uma centrifuga
Eppendorf 5415R e uma placa de aguecimento com agitagdo Eppendorf Thermomixer
compact. No passo final da extraccdo, na elui¢cdo, foram usados diferentes volumes de
tampdo de eluicdo, conforme a proveniéncia das amostras (100 pL para amostras
ambientais e 50 pL para culturas).

A presenca de DNA genomico foi confirmado por electroforese num gel de agarose
(Molecular Biology Agarose, BioRad) a 1%, numa solucdo tampéao de Tris-Acetato EDTA
(TAE 1x, BioRad — 40mM Tris, 20 mM Acido acético, 1 mM EDTA, pH 8,3). A voltagem
aplicada dependeu do tamanho do gel, variando entre 80 a 100V, por um periodo de 30 a
45 min. Ao gel de agarose foi adicionado 5 pL de brometo de etidio (BioRad) de uma
solucéo stock de 10 mg/ml. Nos poc¢os do gel foram carregados 5 yL de DNA e 1 L de
tampédo de carregamento a 1x (Nucleic acid sample loading buffer 5x, BioRad — 50 mM
Tris-HCL, pH=8, 25% Glicerol, 5 mM EDTA, 0,2% Azul de Bromofenol e 0,2% Xylene FF).
Foram utilizados dois marcadores diferentes ao longo do trabalho, 1Kb plus (Invitrogen)
(fragmentos de 100bp a 12kb) (fig.12a) e 100bp EZ Load Molecular Ruler (BioRad)
(fig.12b). A imagem do gel foi fotografada recorrendo a um transiluminador CSL-
MICRODOC System (Cleaver Scientific Ltd.), sob influéncia de luz ultravioleta, acoplado

de uma camara Cannon PowerShot G9.

Figura 12 — Marcador 1Kb plus (Invitrogen) (fragmentos de 100bp a 12kb) (a) e 100bp EZ Load
Molecular Ruler (BioRad) (b).
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2.4.2. Quantificagao do DNA

A quantificacéo foi feita recorrendo a um aparelho g-bit fluorometer (Invitrogen), de

acordo com as informacdes e reagentes fornecidos pelo fabricante.

2.4.3. Amplificacdo por PCR

Os “primers” (Invitrogen) utilizados na analise de PCR encontram-se descritos na
tabela I. Em relacdo as condi¢gbes de reaccao iniciais, foram por vezes feitas alteragcbes
(tabela ), com vista a melhorar a qualidade da reaccéo.

Para cada par de “primers” foram realizadas reac¢ées de PCR num volume final de
20pL. Os reagentes foram todos obtidos através da Bioline e cada reacgéo levou 2uL de
tamp&o de reaccdo 10x NH4, 1uL de 50mM de MgCl,, e de cada “primer”, 2uL de 2,5mM
de dNTPs mix, 0,1uL de Tag DNA polimerase 5u/uL e 2 pL de DNA para as amostras
ambientais e 1 pL para as estirpes cultivadas de cianobactérias. Para as amostras
ambientais e amostras ambientais para optimizacao dos volumes, a reaccdo de PCR foi
adicionado 0,5uL de BSA (bovine serum albumin) (10mg/mL). As reac¢cbes decorreram
num dos seguintes termocicladores: Biometra Professional Thermocycler e BioRad
MyCycler Thermal Cycler.

Para deteccdo dos genes relativos aos pares de “primers” Micrl84Fw/Micr431Ryv,
mcyA-cd1Fw/mcyA-cd1Rv e mcyB2959Fw/mcyB3278Ryv, foi inicialmente realizado um
“multiplex” PCR (Saker et al. 2007b). Para os pares de “primers” Cyl2/Cyl4,
PKSM4/PKSM5 e K18/M14 também se realizou inicialmente a reaccdo em multiplex,
utilizando-se as condicdes de reaccao relativas ao par de “primers” K18/M4. O volume de
reaccdo para a analise de multiplex manteve-se nos 20 yL. Com vista a melhorar a
qualidade dos resultados, apds as primeiras reac¢gfes, comecgou a realizar-se os PCR’s
para estes pares de “primers” em reac¢Oes separadas.

Os produtos de PCR foram armazenados a 4°C até se proceder a electroforese. Na
separacdo por electroforese em gel de agarose a 1,5/2%, foram usadas as mesmas
condi¢cBes que para visualizacdo de DNA gendmico.

Quando os produtos de amplificacdo eram muito ténues no gel de agarose ou néo se
tinha a certeza se tinha ocorrido amplificacéo, foi realizado um “nested” PCR, ou seja,
realizou-se uma reacc¢édo de PCR, usando como “template” ndo o DNA gendmico inicial,
mas sim o produto da amplificacdo do PCR. As condicfes da reaccdo do “nested” PCR

foram as mesmas que para a reacc¢ao de PCR.
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O controlo positivo foi efectuado com a estirpe M6 para deteccdo dos genes relativos
aos “primers” 27F/809R, 740F/1494R, Micrl84F/Micr431R, mcyA-CD1F/mcyA-CDI1R,
mcyB2959F/mcyB3278R, PKEF1/PKER1 e HEPF/HEPR e com a estirpe AQS para 0s
restantes “primers”. O controlo negativo foi efectuado com agua.

A andlise de PCR foi realizada em primeiro para o par de “primers” 27F/809R
(tabelal), com o objectivo de amplificar um fragmento de 782 bp (pares de bases) do 16S
rRNA partilhado por todas as cianobactérias. Este primeiro PCR serviu como controlo
positivo das analises de PCR subsequentes. Apds confirmada a presenca de
cianobactérias, foram realizados ensaios com vista a determinar a presenca dos dois
principais grupos de cianobactérias produtoras das toxinas referidas no presente
trabalho, ou seja, para deteccdo do género Microcystis e da espécie Cylindrospermopsis
raciborskii. O par de “primers” Micrl84F/431R foi usado para amplificar uma regido de
230 bp do gene 16S rRNA, especifica do género Microcystis, para confirmac¢do destes
nas amostras. Este par de “primers” tem sido Util para detectar uma larga diversidade de
espécies de Microcystis (Neilan et al. 1997). O par de “primers” cyl2/cyl4, amplifica uma
regidao de 300 bp do gene rpoCl, especifico da espécie Cilindrospermopsis raciborskKii
(Wilson et al. 2000).

Contudo, existem outras espécies capazes de produzir estas toxinas e, a presenca de
uma espécie ja descrita como produtora de toxinas ndo indica a producdo desta. Dentro
de uma mesma espécie de cianobactérias podem existir estirpes produtoras e nao
produtoras de toxinas. Segundo Pearson e Neilan (2008), a producao de toxina depende
da presenca dos genes responsaveis pela producdo da toxina. Sendo assim, caso estes
genes estejam presentes, podera ocorrer a producao das toxinas.

No presente trabalho foram seleccionados “primers” de genes envolvidos na produgéo
de microcistina, nodularina e cilindrospermopsina.

O par de “primers” mcyA-Cd1F/mcyA-Cd1R amplificou um fragmento de 297 bp do
gene mcyA, o qual se encontra presente em varias espécies produtoras de microcistinas,
como as pertencentes aos géneros Anabaena, Microcystis, e Planktothrix (Hisbergues et
al. 2003). Amostras positivas para este fragmento tém sido demonstradas como tendo
uma elevada probabilidade de produzirem microcistinas (Hisbergues et al. 2003; Saker et
al. 2005a). O par de “primers” mcyB 2959F/mcyB 3278R amplificou um fragmento de 320
bp do gene mcyB, gene presente em estirpes de Microcystis produtoras de microcistina.
O par de “primers” PKEF1/PKER1 amplificou um fragmento de 755 bp do gene mcyE,
tendo sido desenhado com base na sequéncia do gene no género Microcystis (Ouahid et
al. 2005).

Um dos pares de “primers” utilizados neste estudo (HEPF/HEPR) foi desenhado como

alvo do local da aminotransferase localizada nos genes mcyE e ndaF, de microcistinas e
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nodularinas sintetases respectivamente, de todas as cianobactérias hepatotoxicas
(Jungblut e Neilan 2006), amplificando um fragmento de 472 bp, ao qual se deu o nome
de HEP.

Para a deteccdo de cilindrospermopsina usaram-se 0s pares de “primers”
PKSM4/PKSM5, K18/M14 e M13/M14. Os dois primeiros pares de “primers” foram
desenhados como alvo do gene poliquetido sintetase e o Ultimo é para a péptido
sintetase (Schembri et al. 2001), amplificando respectivamente fragmentos de 650, 422 e
597 bp. Estes genes estdo envolvidos na biossintese do metabolismo secundario das
cianobactérias e, segundo Schembri e colaboradores (2001), a presenca simultanea dos
dois genes esta associada com a capacidade de producgéo de cilindrospermopsina.

A confirmagéo da amplificagéo por PCR foi feita por electroforese em gel de agarose,

como descrito anteriormente para a presenca de DNA gendmico.

1.1.1. Preparagédo das amostras para sequenciacao

As culturas que anteriormente foram seleccionadas para analise de PCR, devido a
sua ocorréncia e potencial toxico, foram preparadas para sequenciagcdo, com vista a
determinar, de forma mais exacta 0 género, e quando possivel a espécie. A
sequenciacdo foi feita para os dois fragmentos do gene 16S rRNA (27F/809R e
740F/1494R).

Uma vez comprovada por PCR a amplificacdo do gene 16S rRNA, foi feita uma nova
amplificacdo dos genes, para um volume de 100 pL, a fim de se poder sequenciar. O
volume dos reagentes para a reac¢cdo de PCR mantiveram-se na mesma proporcao das
anteriormente descritas. ApGs a reaccédo, o produto da reaccéo foi purificado recorrendo a
um kit para purificacdo de DNA: “PCR Clean-up Gel extraction (Macherey-Nagel®) de
acordo com a informacgdes do fabricante no protocolo para limpeza de DNA (protocol for
PCR clean-up). A Unica alteracéo feita ao kit refere-se ao passo de elui¢ao final que foi
feita em 30 pL de &gua ultra-pura estéril.

Por cada amostra a sequenciar foi igualmente enviado 5 pyL do respectivo “primer” (10
pmol/uL). Todas as amostras e os “primers” foram enviados para sequenciar para a
empresa STABVIDA.
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Tamanho

Reacg¢édo de PCR

G | N do “primer” Sequéncia do “primer” (5-3' - Referanci
ene alvo ome do “primer equéncia do “primer” (5'-3") (bp) D?asg;a;u Emparelhamento Extensio eferéncia
16S rRNA (fragmento o7F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 9200 35 ciclos 7900 (Neilan et al.
especifico para 780 92°C 50°C 72°C 1997; Jungblut
. o 809R GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA 2m 5m
cianobactérias) 20s 30s 1m et al. 2005)
16S rRNA (fragmento 740F GGCYRWAWCTGACACTSAGGGA 920C 35 ciclos 720C (Neilan et al.
especifico para 754 92°C 50°C 72°C
. L 1494R TACGGTTACCTTGTTACGAC 2m 5m 1997)
cianobactérias) 20s 30s im
. 35 cicl .
165;?1’;&?&‘3”“ Micr184F GCCGCRAGGTGAAAMCTAA 220 92°C o 72°C (Neilan et al.
. P . Micr431R AATCCAAARACCTTCCTCCC 2m 5m 1997)
Microcystis sp.) 20s 30s im
35 ciclos .
mevA mcyA-CD1F AAAATTAAAAGCCGTATCAAA 297 92°C 92°C 5650 720 72°C (Hisbergues et
Y mcyA-CD1R AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT 2m 20s 30s 1m 5m al. 2003)
o 35 ciclos o
mcyB mcyB2959F TGGGAAGATGTTCTTCAGGTATCCAA 350 92°C 92°C 56°C 7200 72°C (Nonneman e
mcyB3278R AGAGTGGAAACAATATGATAAGCTAC 2m 20s 30s m 5m Zimba 2002)
40 ciclos .
meVE PKEF1 CGCAAACCCGATTTACAG 755 94°C 95°C 52°C 720 72°C (Ouahid et al.
Y PKER1 CCCCTACCATCTTCATCTTC 5m m 2005)
60s 30s im
o 40 ciclos o
meyE / ndaF HEPF TTTGGGGTTAACTTTTTTGGCCATAGTC 472 92°C 925C 5250 7500 72°C (Jungblut e
HEPR AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT 2m 5m Neilan 2006)
20s 30s Im
rpoC1 (fragmento 35 ciclos .
o CYL2 GGCATTCCTAGTTATATTGCCATACTA 95°c 72°C (Wilson et al.
especifico de 300 95°C 45°C 72°C
. ) CYL4 GCCCGTTTTTGTCCCTTTGCTGC 2m 7m 2000)
Cylindrospermopsis) 90s 30s 50s
Cﬁsgfogogﬂza’;ia PKS M4 GAAGCTCTGGAATCCGGTAA 650 95°C = 35 SC;'SS — 720C | (Schembri et al,
. . P . P PKS M5 AATCCTTACGGGATCCGGTGC 2m m 2001)
Poliquetido sintetase 90s 30s 50s
Gene codificante 30 ciclos (Schembri et al.
o ) K18 CCTCGCACATAGCCATTTGC 94°C 72°C 2001;
(o] (o] o] !
Cilindrospermopsina M4 GAAGCTCTGGAATCCGGTAA 422 10m 94°C | 45°C ) 72%C 7m Fergusson e
Poliquetido sintetase 30s 30s im ;
Saint 2003)
Gene codificante 35 ciclos )
Cilindrospermonsina M13 GGCAAATTGTGATAGCCACGAGC 597 95°C 95°C 550C 7250 72°C (Schembri et al.
ospermop M14 GATGGAACATCGCTCACTGGTG 2m 7m 2001)
Peptido sintetase 90s 30s 50s
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Uma vez que se amplificou a mesma regido dos genes em dois sentidos, com vista a
tornar a sequéncia obtida mais completa, utilizaram-se dois programas disponiveis na
internet. 0] primeiro programa, reverse complement
(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html), tinha como objectivo desenvolver a
sequéncia de modo inverso. (0] segundo, multialin
(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.html), alinhava as duas sequéncias, permitindo
por tratamento manual, completar bases em falta ou possiveis erros. Este processo foi
realizado para os dois fragmentos do gene 16S rRNA, e posteriormente, recorrendo
novamente ao programa multialin, os dois fragmentos foram alinhados, com vista a que o
fragmento para determinacéo do género ou espécie fosse maior para aumentar a certeza
dos resultados. As sequéncias apds todas as correcgfes foram inseridas na base de
dados BLASTn (Basic Local Alignment and Search Tool for nucleotide), integrado no
NCBI (Nacional Centre for Biotechnology Information)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides& PROGRAM=blastn&ME
GABLAST=0n&BLAST_PROGRAMS=megaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_D
EFAULTS=0n&LINK LOC=blasthome), determinando-se qual a espécie ou género
presente na cultura. Esta determinacdo teve por base uma combinagdo do méaximo

“score” e da percentagem de similaridade com o organismo sequenciado.

1.1.2. Amplificagéo por PCR em tempo real

O ensaio realizado no presente trabalho foi baseado no sistema de detec¢do com o
marcador SYBRGreen, em combinagdo com um sistema analitico de PCR em tempo real.
Esta molécula, quando livre ndo emite fluorescéncia mas, quando ligada a cadeias duplas
de DNA emite um forte sinal luminoso. O fluoréforo tem a capacidade de se ligar as
cadeias duplas de DNA que, com a excitacdo da luz emitida pelo sistema Optico do
termociclador, emite uma fluorescéncia verde. A medida que se vdo formando mais
cadeias duplas de DNA por reacgdo em cadeia de polimerase, mais moléculas de
SYBRGreen se vao ligando a estas. A reaccdo é monitorizada continuamente, sendo o
aumento da fluorescéncia observado em tempo real. Durante as etapas de desnaturacéo,
devido a quebra das cadeias duplas de DNA, as moléculas de SYBRGreen libertam-se,
diminuindo a fluorescéncia. Uma vez que a deteccédo da fluorescéncia ocorre no final de
cada etapa de extensdo de cada ciclo de PCR, é possivel monitorizar a quantidade
crescente de DNA amplificado, sendo que a intensidade do sinal gerado é directamente
proporcional & quantidade de produto formado.

A quantificacdo do DNA tem de ser feita na fase exponencial de amplificacdo. Por

PCR em tempo real, esta deteccao € feita por determinacdo do nimero de ciclos a partir
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do qual o aumento da fluorescéncia passa a ser exponencial. O ponto em que a
fluorescéncia passa este limiar (“threshold”) € denominado por Ct (“threshold cycle”). No
final das reaccdes de amplificacdo é também determinado o “melting temperature”, ou
seja, a temperatura a qual se da a quebra da cadeia dupla de DNA. Para um par de
“primers” especifico, a temperatura de desnaturacdo é sempre igual. Assim, é possivel
determinar se a fluorescéncia que se esta a ler se deve a amplificagdo do DNA alvo ou,
por exemplo, a formacao de dimeros de “primers”. Estes dimeros de “primers” que se
formam tém origem em “primers” que se ligam entre eles.

As condicdes de reaccdo de PCR em tempo real diferiram das de PCR convencional
e encontram-se descritos na tabela Il.

A amplificacdo por RT-gPCR foi efectuada para as amostras ambientais e para as
amostras ambientais para optimizacdo dos volumes de amostragem, para 0s genes
relativos aos seguintes “primers”: Cya359F/Cya781R, Micrl84F/Micr431R, mcyA-
CD1F/mcyA-CD1R e mcyB2959F/mcyB3278R. A reaccéo foi realizada com 5 yL de DNA,
0,4 uM de cada “primer” (tabela Il) e 1x 1Q SYBRGreen Supermix (Biorad), num volume
final de reacgéo de 25 pL. Com vista a obtencdo de melhores resultados e para diminuir
possiveis interferéncias de contaminantes ambientais, as amostras foram diluidas numa
proporcdo de 1:10. A reaccdo de amplificacdo foi feita num termociclador BioRad
ICycler™ Real-Time PCR Detection System. No final de cada extensdo da reaccdo de
RT-gPCR, foi ainda realizado um quarto ciclo, com o objectivo de determinar os valores
de “melting temperature”. Para tal, o ciclo comegou a 55°C, sofrendo um aumento de
0,5°C a cada 30 segundos, num total de 81x, ou seja, até se atingir os 95°C. A analise
dos dados foi feita recorrendo ao software da BioRad 1Q5.

Para a quantificacdo do DNA alvo é necesséria a constru¢cdo de uma recta padréo. A
recta padrdo é baseada em concentracbes de células predeterminadas e estabelecida
automaticamente pelo software, relacionando concentracdes de DNA conhecidas, com
valores de Ct dessas amostras. Como controlos para a reac¢do de PCR em tempo real,
foram utilizadas 6 diluicbes de uma cultura de uma estirpe de Microcystis aeruginosa
(M6) com concentracdo inicial de 1,19x10° céls/mL (determinadas por contagem
microscopica directa), sendo que para as varias diluicbes efectuadas se obteve uma

gama de concentracdes entre 1,19x10° céls/ml e 1,19 céls/mL.
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Tabela Il - Condig6es da reaccéo de PCR em tempo real para cada par de “primers”

Nome do Reaccéo de RT-gPCR )
Gene alvo . _ _ Referéncia
“primer” Desnaturagao Emparelhamento Extensédo
50 ciclos
Cya359F 95°C 95°C (Nubel et al.
16S rRNA ) 95°C | 60°C | 72°C .
Cya781R 5 min 1 min 1997)
15s 15s 30s
16s rRNA 40 ciclos
(fragmento Micr 184F 95°C 95°C (Neilan et al.
. ) ) 95°C | 52°C | 72°C .
especifico de Micr 431R 5 min 1 min 1997)

. . 15s 30s 30s
Microcystis sp.)

40 ciclos

mcyA - CD1F 95°C 95°C (Hisbergues
mcyA . 95°C | 59°C | 72°C .
mcyA - CD1R 8 min 1 min et al. 2003)
15s 30s 30s
40 ciclos (Nonneman
mcyB2959F 95°C 95°C .
mcyB . 95°C | 59°C | 72°C . e Zimba
mcyB3278R 8 min 1 min
15s 30s 30s 2002)

1.2. Ensaios enziméaticos ELISA

1.2.1. Preparacao das amostras

Para as culturas, a preparacdo das amostras para ensaio de ELISA foi feito quando
estas se encontravam na fase de crescimento logaritmico, pois é nesta fase que ocorre a
maior producao da toxina (Apeldoorn et al. 2007).

As amostras foram congeladas a -20°C. Em seguida foram sonicadas, na poténcia
maxima (60 Hz) durante 1min (em gelo), utilizando uma sonda de ultrasons (Vibra Cell —
Sonics & Materials Inc., Danbury, CT, USA).

As amostras ambientais foram sonicadas, como descrito para as culturas. Nas
amostras para optimizacdo do volume, apds sonicacdo o material foi novamente
congelado para poder ser liofiizado. No final da liofilizagdo, os extractos foram
dissolvidos num volume igual ao inicialmente utilizado, com agua ultra-pura esterilizada e
depois filtradas por filtros Millex 0.45 ym.

Até realizacdo dos testes de ELISA as amostras foram acondicionadas no congelador
a -20°C.
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1.2.2. Deteccao de toxinas por ELISA

A deteccdo de toxinas por ELISA (Highly Sensitive Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) foi feita recorrendo a dois kits de ELISA. Um dos kits tinha como objectivo a

deteccdo de toxinas hepatdxicas, as microcistinas (EnviroGard™

Microcystins Plate Kit,
Strategic Diagnostic Inc., Newark, NJ, USA). Este teste ndo permite a distingdo entre
algumas variantes de microcistina (MC), detectando, entre outras, MC-LR, MC-RR, MC-
YR e Nodularinas. Assim, o resultado é expresso em Microcistina-LR equivalente. O outro
kit permitia a deteccdo da cianotoxina cilindrospermopsina (Cylindrospermopsin ELISA

(Microtiter Plate), Abraxis).

Deteccdo de microcistinas por ELISA

A deteccdo de microcistinas por ELISA foi realizada para as amostras ambientais
(num volume de 10 mL para preparacdo dos extractos), para as amostras ambientais
com vista a optimizagédo dos volumes (volumes compreendidos entre 2 e 50 mL) e ainda
para algumas das estirpes de cianobactérias isoladas. Todas estas amostras, antes da
execuc¢do dos ensaios foram preparadas conforme descrito no passo anterior. Para além
destes, para as amostras ambientais, foi igualmente realizado o ensaio sem haver a
preparacdo prévia dos extractos. O objectivo consistiu em poder discernir entre a
guantidade de toxina ja existente no meio e a quantidade ap0ds a disrupcao das células,
ou seja, a que se encontrava no interior das cianobactérias.

A calibracdo deste teste € feita através de uma MC-LR ndo toxica, a niveis de 0,1;
0,2; 0,4; 0,56; 0,8 e 1,6 ppb. O kit possui anticorpos policlonais que se ligam tanto a
microcistinas, como a conjugados microcistina-enzima, e que se encontram imobilizados
nas paredes dos pocos do kit. As microcistinas presentes nas amostras vao competir com
0s conjugados microcistina-enzima por um numero limitado de locais de ligacdo aos
anticorpos.

Uma vez que em cada poco do teste existe um igual nimero de locais de ligagédo aos
anticorpos, e cada poco recebe um mesmo numero de moléculas de conjugados
microcistina-enzima, uma amostra com uma menor concentracdo de microcistinas
permite que se liguem aos anticorpos um maior nidmero de moléculas de conjugado
microcistina-enzima, obtendo-se neste caso, uma solucdo azul escura. Inversamente,
uma alta concentracdo de microcistinas na amostra, permite uma menor ligacdo de
moléculas conjugadas microcistinas-enzima aos anticorpos, obtendo-se uma solucéo azul
clara.

Os resultados obtidos foram analisados espectrofotometricamente a 450 nm, com o

auxilio de um espectrofotbmetro Synergy HT (BioTek).
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O ensaio foi feito com todas as amostras em duplicado, assim como para os controlos
positivos e negativo. Com base nos resultados obtidos para os controlos positivos, numa
folha de Microsoft® Office Excel, foi contruida uma curva de calibracdo. Com base nesta
curva e nos valores obtidos por espectrofotometria para cada amostra, foi possivel
determinar a concentracéo de microcistina em cada amostra. Os resultados obtidos foram
expressos em pg/L. Sempre que algum valor de amostra se encontrava acima de 1,6
Mg/L, ou seja, fora da recta de calibracdo, foi necessario realizar diluicbes das amostras
(1:10 e 1:50) com o objectivo de determinar de forma mais correcta a concentracao de

microcistinas. Valores inferiores a 0,10 ug/L foram considerados negativos.

Deteccéao de cilindrospermopsina por ELISA

A deteccdo de cilindrospermopsina foi feita apenas para as amostras ambientais. Este
teste baseia-se no principio da existéncia de anticorpos especificos para
cilindrospermopsina. Quando numa amostra existe cilindrospermopsina, esta toxina,
assim como uma analoga, cilindrospermopsina-HRP védo competir para se ligarem aos
anticorpos anti-cilindrospermopsina presentes na solucdo. Os anticorpos de
cilindrospermopsina vao depois ligar-se a um segundo anticorpo (ovelha anti-coelho)
imobilizados na placa. Apés um passo de lavagem e da adicdo de uma solucao substrato,
da-se uma reaccdo colorimétrica. A intensidade da cor azul é inversamente proporcional
a concentracdo de cilindrospermopsina presente na amostra. A reaccdo apds um tempo
especifico é parada e a cor € avaliada por espectrofotometria a 450 nm, com o auxilio de
um espectrofotometro Synergy HT (BioTek).

A calibracdo deste teste é feita com base em 7 amostras padrdo de 0; 0,05; 0,10;
0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 ng/L, assim como por um controlo de 0,75 ng/L. A analise dos
resultados foi feita recorrendo ao uso do Microsoft® Office Excel, realizando os calculos
fornecidos pelo fabricante. A concentracdo das amostras foi determinada recorrendo a
construcao de uma curva de calibracdo. Amostras com uma concentracao inferior a 0,05
ng/L de cilindrospermopsina foram consideradas negativas. Amostras com uma

concentracao superior a 2,0 ng/L foram diluidas e repetido o ensaio.

1.3. Deteccéo e quantificacdo de microcistinas por HPLC

1.3.1. Preparacao das amostras

As amostras ambientais foram filtradas num periodo n&o superior a 24 horas apos

amostragem. O volume filtrado foi de 2000 mL. Para tal foi utilizada a técnica de filtrag&o
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por vacuo, recorrendo a filtros de microfibra de vidro GF/C (Whatman). Para a filtracao
foram utilizados, por amostra, tantos filtros quantos os necessarios para permitir a
filtracdo do volume total da amostra.

Num goblé foram colocados os filtros e adicionado um volume de 20 mL de metanol a
50% por filtro e triturado mecanicamente até a obtencdo de uma solu¢cdo homogénea.
Posteriormente a solucao foi submetida a ultrasons (Vibra Cell — Sonics & Materials Inc.,
Danbury, CT, USA). As amostras foram mantidas durante a noite no frigorifico (4°C) e
depois foram centrifugadas numa centrifugadora Survall Legend RT Centrifuge (Thermo
Electron Corporation) a uma velocidade de 4150rpm por 5 a 10 minutos (até a obtencao
de uma solugéo limpida). O sobrenadante foi aproveitado e colocado numa “hotte” e em
banho-maria (40°C) até a evaporacgéo total. A amostra foi depois ressuspendida em
1000uL de metanol (50%) e filtrado por um filtro de 0,2 ym para um vial de HPLC e

injectado imediatamente.

1.3.2. Deteccéo e quantificacdo por HPLC de microcistinas

O método HPLC (High Performance Liquid Chromatography) baseia-se na leitura de
elementos constituintes de uma amostra, comparando o tempo de retencdo do padréo,
com o tempo das moléculas a investigar.

A concentragdo de microcistinas nas amostras ambientais foi determinada seguindo o
método de HPLC-DAD modificado (Pflugmacher et al. 2006). A solucao padrao utilizada
foi Microcistina-LR (Batch MCLR-108, pureza de 100%), obtida através da DHI Water and
Environment (Hoersholm, Denmark). O padréo, os controlos e as amostras foram diluidos
numa solu¢do metandlica (50%) (VWR International, Carnaxide, Portugal). O sistema de
cromatogafia utilizado foi o Merk Lachrom HITACHI HPLC equipado com um interface D-
7000, um detector de fluorescéncia L-7480, uma amostrador automatico L-7200 e uma
bomba L-7000. Como aparelho externo foi utilizada uma coluna de controlo de
temperatura THERMASPHERETMTS-130 (Phenomenex).

O ensaio de microcistinas foi executado usando um Lichrosphere® 100 RP-18
(25cmx4mm, 5pm) equipado com uma coluna guarda Purosphere Star® RP-18
endcapped (4x4mm, 5um) (Merck, VWR International, Portugal), ambos mantidos a uma
temperatura de 40°C. A fase movel foi constituida por agua ultrapura Milli-Q e acetonitrilo
(VWR International, Carnaxide, Portugal), ambos contendo 0,1% (v/v) de acido
trifluoroacetico (TFA, 99,5%) (Sigma-Aldrich Inc, Sintra, Portugal). O acetonitrilo foi
previamente filtrado por filtros de membrana de polipropileno hidrofilicas de 0,2um (Pall

Life Sciences).
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A separacdo cromatogréfica foi feita com uma taxa de fluxo de 1mL/min, usando um
gradiente de eluicdo que comecou com 30% de acetonitrilo, aumentando até aos 70% ao
fim de 20 min, seguido de um aumento até aos 100% por 2 min e retornando aos 30%
passados 30 min.

O volume injectado foi de 20 pL. As microcistinas foram detectadas devido a sua
capacidade de absorvancia UV aos 238nm e as concentragdes correspondentes foram
determinadas usando uma relacdo linear entre as areas dos picos a 238nm e a
guantidade de toxina padréo injectada. A calibracdo da curva de microcistinas foi linear

entre os 0,25 e o0s 9,3ppm.

1.1. Deteccao de toxinas por MALDI-TOF MS

O método de MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry) permite a deteccdo de péptidos e compostos semelhantes a
péptidos, eventualmente téxicos (Martins et al. 2005; Saker et al. 2005a).

A deteccéo de toxinas por este método foi feita para as amostras ambientais que
apresentaram quaisquer dos genes envolvidos na producdo de microcistinas, ou seja,
resultados positivos por PCR para os genes mcyA, mcyB, mcyE ou para o fragmento
HEP. Para as estirpes cultivadas, esta andlise foi realizada sempre que houve deteccéo
da toxina por ELISA.

Um volume de cerca de 15 mL de amostra ambiental ou cultura pura de
cianobactérias foi congelado e, posteriormente liofilizado (EZ-DRY, FTS Systems, Stone
Ridge, New York, USA). Os extractos obtidos foram colocados em eppendorfs e enviados
para o Dr. Martin Welker do Technissche Universitat Berlin na Alemanha, onde foi

realizada a analise.
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2. Resultados

2.1. Paradmetros fisico-quimicos e ocorréncia de cianobactérias nos locais

amostrados

Nos dois locais estudados foram realizadas 4 amostragens a 19 de Setembro (19-
Set), 1, 15 e 29 de Outubro (1-Out, 15-Out e 29-Out, respectivamente), tendo-se
detectado a presenca de cianobactérias tanto no Marco como no Torrdo para todas as
datas.

As amostragens foram todas realizadas entre as 11h e as 12h. No local de
amostragem foram determinados os parametros fisico-quimicos de temperatura (°C)
(fig.13), oxigénio dissolvido (mg/L) e saturacdo de oxigénio (%) (fig.14), pH (fig.15) e
condutividade (uS/cm) (fig.16). Na data de 19-Set, devido a problemas com o oximetro,
nao foi possivel quantificar valores de oxigénio dissolvido.

Os parametros de pH, oximetria e temperatura ndo variaram muito entre os dois
locais. A condutividade foi sempre superior no Torrdo sofrendo, neste local, oscilages
maiores ao longo das datas. O pH nas diferentes datas mantém-se semelhante, a

oximetria vai aumentando e a temperatura da agua diminuindo.

25

20

15

m Marco

10 D Torrao

Temperatura (°C)

19-Set 01-Out 15-Out 29-Out

Figura 13 - Valores de temperatura superficial da agua (°C) determinados no Marco e Torrdo em cada

data de amostragem.
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Oxigénio dissolvido (mg/L)
saturacao de oxigénio (%)

01-Out 15-Out 29-Out 01-Out  15-Out  29-Out

mMarco mTorrdo - I mMarco mTorrdo - II

Figura 14a e 14b - Valores de oxigénio dissolvido (mg/L) e saturagdo de oxigénio (%) determinados no

Marco e Torrdo em cada data de amostragem.
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Figura 15 - Valores de pH determinados no Marco e Torrdo em cada data de amostragem.
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Figura 16 - Valores de condutividade determinados no Marco e Torrdo em cada data de amostragem.
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Na data de 19-Set, a espécie Microcystis aeruginosa era dominante, formando
inclusivé florescéncias a superficie da agua (fig.17). Este fendmeno era mais evidente no
Marco que no Torrdo. Ao longo das amostragens a quantidade de M. aeruginosa foi
diminuindo, sendo que a 29-Out a espécie dominante de cianobactérias era a
Aphanizomenon flos-aquae. A espécie M. wesenbergii apareceu conjuntamente com a M.
aeruginosa, com um padrdo de ocorréncia semelhante mas sempre em menores
guantidades.

Figura 17 - Florescéncia de cianobactérias no Marco na data de 19-Set.

Por observacdo microscopica das amostras concentradas com a rede de plancton
identificaram-se e isolaram-se dez espécies de cianobactérias (tabela IIl). Na figura 18 é
possivel ver imagens das espécies identificadas.

Das amostras naturais foram isoladas estirpes de cianobactérias, as quais foram
mantidas em culturas monoalgais ndo axémicas, em meio Z8, com vista a uma

caracterizacao toxicolégica.

Tabela Il - Espécies microscopicamente identificadas nas amostras do Marco e do Torrdo em cada uma

das datas de amostragem

Marco Torrdo

Especies 19-Set | 01-Out | 15-Out | 29-Out | 19-Set | 01-Out | 15-Out | 29-Out

Anabaena sp.

Aphanizomenon flos-aquae

Limnothrix sp.

Leptolyngbya sp.

Lyngbya sp.

Microcystis aeruginosa

Microcystis wesenbergii

Oscillatoria sp.

Pseudonabaena sp.

Synechocystis sp.
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Anabaena sp. Aphanizomenon flos-aquae

Limnothrix sp. Leptolyngbya sp.

Lyngbya sp. Microcystis aeruginosa

Microcystis wesenbergii Oscillatoria sp.

Figura 18 - Fotografias de espécies de cianobactérias identificadas por microscopia 6ptica.
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Pseudonabaena sp. Synechocystis sp.

Figura 18 (continuacéo) — Espécies de cianobactérias identificadas por microscopia Optica.

2.2. Isolamento e cultura de cianobactérias

Com base na ocorréncia e potencial toxico, as espécies que morfologicamente
aparentavam ser M. aeruginosa, M. wesenbergii e A. flos-aquae foram cultivadas para
posterior analise molecular e imunolégica. Também foi isolada e cultivada a espécie
Limnothrix sp., pois € uma espécie pouco comum € para que se pudesse comprovar por
analise genotipica se realmente era pertencente a este género. Para estas 4 espécies
foram isoladas 22 estirpes.

Para a espécie M. wesenbergii, foram identificados, quando em cultura, diferentes
morfotipos, como é possivel observar na figura 19. Para os morfotipos da data de 19-Set,
nos dois locais, foram medidas as dimens@es das células, sendo que o diametro maior foi

de 6,47+1,02um e o diametro menor de 5,86+0,84pm (média + desvio padréo).
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1. Marco 15-Out

2. Marco 15-Out

jg Eﬁs'.":ﬁ i "
3. Marco 15-Out

4. Marco 19-Set

5. Marco 19-Set

6. Marco 1-Out

7. Marco 1-Out

8. Torrdo 1-Out

Figura 19 - Morfotipos de M. wesenbergii identificados em cultura de laboratério, nas diferentes datas do

Torrdo e do Marco.
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1. Torrdo 15-Out

2. Torrao 19-Set

3. Torrao 19-Set

4, Torrao 19-Set

5. Torrdo 19-Set

6. Torrao 19-Set

7. Torrao 19-Set

Figura 19 (continuacao) - Morfotipos de M.
wesenbergii identificados em cultura de laboratdrio,

nas diferentes datas do Torrdo e do Marco.
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2.3. ldentificacéo de cianobactérias (fenotipica e genotipica)

As 22 estirpes de cianobactérias isoladas foram igualmente identificadas
genotipicamente. Ap6s a extraccdo do DNA gendmico, procedeu-se a amplificacdo do
gene 16S rRNA numa reaccgéo de 20uL, com os pares de “primers” 27F/809R. A titulo de
exemplo, apresenta-se na figura 20 o resultado da amplificacéo por electroforese, apos a
andlise de PCR. A numeracgéo das estirpes da figura 20 refere-se as estirpes identificadas

na tabela V. Para as restantes estirpes, as fotografias dos géis encontram-se no anexo |.

23 45 810 121314 15202 21 22
Ll

— - -

Figura 20 - Produto da amplificacé@o para o gene 16S rRNA para as estirpes 2, 3, 4, 5, 8, 10, 12, 13, 14,
15, 20, 21, 22; (+) Controlo positivo; (B) controlo negativo. Marcador 1Kb plus (Invitrogen) (fragmentos de
100bp a 12kb).

Apos confirmada uma boa amplificacdo do gene 16S rRNA com este par de “primer”,
procedeu-se a analise por PCR num volume de 100uL. A amplificacdo foi igualmente
feita, para este volume, para outro fragmento do gene 16S rRNA, com o par de “primers”
740F/1494R. A amplificacao foi feita neste volume para que fosse possivel sequenciar.

Os produtos dos dois PCRs realizados foram purificados e sequenciados. Do primeiro
par de “primers” resultou uma sequéncia de 780 pares de bases entre as posi¢des 27 e
809 e do segundo, uma sequéncia de 754 pares de bases entre as posi¢des 740 e 1494.
Estas posi¢coes no gene referem-se a numeracao do gene 16S rRNA de E. coli. As duas
sequéncias eram contiguas, apresentando uma parte comum, o que permitiu que fossem
emparelhadas, obtendo-se no final um fragmento do gene 16S rRNA de
aproximadamente 1460 pares de bases, entre as posicoes 27 e 1494. As sequéncias
originadas foram analisadas usando o programa BLAST do GenBank. Os resultados da
sequenciacdo encontram-se sumariados na tabela 1V, apresentando-se referenciado o
género/espécie devolvido, com o respectivo nimero de acesso do exemplar e a
percentagem de similaridade com a estirpe cultivada.

Das 22 estirpes enviadas para sequenciagao, foram identificadas 20. Para a estirpe 5
e 20 ndo se conseguiu obter resultados da sequenciacao, sendo referida na tabela como

nao sequenciada (N.S.). As percentagens de similaridade dos organismos sequenciados
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com as estirpes pertencentes a base de dados BLAST foi sempre superior a 93%, sendo
gue sO para estirpes do género Limnothrix é que se obtiveram percentagens de
similaridade inferiores a 99%.

Tabela IV - Resultados da sequenciacéo para identificacdo genotipica das estirpes cultivadas, incluindo

n° de acesso da base de dados BLAST e percentagem (%) de similaridade

Identificacéo final
Estirpe
Estirpe N° acesso | % similaridade
1 Aphanizomenon flos-aquae 1tu37s13 AJ630442 99%
5 Limnothrix redekei LMECYA 145 EU078512 97%
Limnothrix sp. CENA110 EF088338 97%
3 Limnothrix redekei LMECYA 145 EU078512 97%
4 Limnothrix sp. CENA110 EF088338 93%
5 N.S.
6 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 99%
7 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 99%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 99%
8 Microcystis aeruginosa strain UWOCC AubB1 | AF139304 99%
Microcystis ichthyoblabe 0BB35S01 AJ635434 99%
9 Microcystis sp. AICB 35 AYG672728 100%
Microcystis aeruginosa NIES-101 FJ461750 99%
10 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 99%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 99%
11 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 99%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 99%
12 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 100%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 100%
13 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 99%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 99%
14 Limnothrix redekei 165c AJ505943 97%
15 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 99%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 99%
16 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 100%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 100%
17 Microcystis aeruginosa gene isolate TAC170 | AB012340 99%
18 Microcystis sp. AICB 34 AYG672727 99%
Microcystis aeruginosa strain UWOCC AubB1 | AF139304 99%
19 Microcystis ichthyoblabe 0BB35S01 AJ635434 100%
Microcystis aeruginosa strain UWOCC AubB1 | AF139304 100%
20 N.S. FJ839355 99%
21 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 100%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 100%
22 Microcystis aeruginosa strain UWOCC C4 AF139316 99%
Microcystis wesenbergii gene AB035553 99%

N.S. — ndo sequenciada

As sequéncias amplificadas para cada uma das estirpes cultivadas encontram-se no
anexo Il. Com base nos resultados das sequenciacdes e na identificacdo microscopica,
identificou-se 1 Aphanizomenon flos-aquae, 4 Limnothrix sp., 10 M. aeruginosa e 7 M.
wesenbergii (tabela V). A distincdo entre M. aeruginosa e M. wesenbergii foi apenas
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possivel morfologicamente, sendo estas espécies classificadas como morfoespécies,

uma vez que geneticamente sao iguais.

Tabela V - Cianobactérias identificadas genotipicamente e microscopicamente

Estirpe Espécie

1 Aphanizomenon flos-aquae
2 Limnothrix sp.

3 Limnothrix sp.

4 Limnothrix sp.

5 Microcystis aeruginosa*
6 Microcystis aeruginosa
7 Microcystis aeruginosa
8 Microcystis aeruginosa
9 Microcystis aeruginosa
10 Microcystis wesenbergii
11 Microcystis wesenbergii
12 Microcystis wesenbergii
13 Microcystis wesenbergii
14 Limnothrix sp.

15 Microcystis aeruginosa
16 Microcystis aeruginosa
17 Microcystis aeruginosa
18 Microcystis aeruginosa
19 Microcystis aeruginosa
20 Microcystis wesenbergii*
21 Microcystis wesenbergii
22 Microcystis wesenbergii

*|dentificagdo baseada apenas na analise microscépica

2.4. Analise de PCR para deteccdo de espécies potencialmente produtoras

de toxinas e de genes envolvidos na producéo destas

ApGs a extraccdo do DNA, a eficiéncia da extraccdo e presenca de DNA foi
confirmada por electroforese em gel de agarose. Para as amostras ambientais com vista
a optimizacao do volume foi também quantificado o DNA gendmico através do método do
g-Bit. Todas as amostras, ambientais ou de estirpes cultivadas apresentaram banda no
gel de agarose, confirmando a boa eficiéncia de extraccéo.

A andlise da reaccdo em cadeia de polimerase (PCR) foi feita para as amostras
ambientais, para as amostras ambientais com vista a optimizacéo dos volumes e para as
22 estirpes cultivadas. Todas as fotografias referentes a analise de PCR encontram-se
compiladas no anexo I.

Inicialmente a anélise de PCR foi feita para o gene 16S rRNA. Apés a confirmacéo da
presenca do gene, ou seja, a confirmagéo da presenca de cianobactérias, procedeu-se a
deteccdo de genes referentes aos dois principais grupos de organismos produtores das

toxinas estudadas no presente trabalho, ou seja, Microcystis spp. e Cylindrospermopsis
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raciborskii. Por fim, foram feitas amplificacbes com o objectivo de detectar a presenca de
genes envolvidos na producdo de cilindrospermopsina, nodularina e microcistina. Nas
andlises de PCR efectuadas, os resultados relativos as amplificacdes com os pares de
“primers” Cyl2/Cyl4, PKSM4/M5, K18/M4 e M13/M14 foram sempre negativos.
Inicialmente a andlise de PCR para os genes relativos aos pares de primers
Micr1l84Fw/Micr431Rv, mcyA-cdlFw/mcyA-cdlRv e mcyB2959Fw/mcyB3278Rv foi
realizada em multiplex PCR. O mesmo foi feito para os pares de “primers” Cyl2/Cyl4,
PKSM4/PKSM5 e K18/M14. A resolucdo das imagens de electroforese, devido ao facto
de os fragmentos terem, por vezes, tamanho (em pares de bases) muito semelhantes,
nao foi boa. Assim, a analise para todos estes fragmentos passou a ser feita apenas para
um par de “primers” por reac¢do de PCR. Na figura 21 é possivel visualizar um dos
resultados de multiplex PCR para os pares de “primers” Micrl84Fw/Micr431Rv, mcyA-
cdlFw/mcyA-cdlRv e  mcyB2959Fw/mcyB3278Ruv. O par de “primers”
Micrl184Fw/Micr431Rv amplificou um fragmento de 220 bp, e o par de “primers” McyA-
cdlFw/mcyA-cd1lRv um fragmento de 297 bp. Na imagem a distincdo destes dois
fragmentos ndo € boa, sendo que, nos casos em que soO surge um deles ndo é possivel

discernir, com toda a certeza, qual dos dois fragmentos foi amplificado.

7T 89 1111213141516

Figura 21 - Produto da amplificac@o dos fragmentos 16S rRNA especifico de Microcystistis sp., mcyA e
mcyB para um volume de 20puL, numa reacc¢do de multiplex PCR. Marcador 1Kb plus (Invitrogen) (fragmentos
de 100bp a 12kb)
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2.4.1. Amostras ambientais

A andlise de PCR foi feita para as amostras ambientais nas 4 datas de amostragem,
para o Marco e o Torrdo. Os resultados da analise de PCR encontram-se sumariados na
tabela VI. Os resultados para os pares de “primers” Cyl2/Cyl4, PKS M4/M5, K18/M4 e
M13/M14, ndo se encontram descritos na tabela por terem sido todos negativos.

Tabela VI - Resultados da analise de PCR para as amostras ambientais

16SrRNA  MicrleS mcyA mcyB mcyE HEP
Marco  19-Set Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo  Positivo
1-Out Positivo Positivo Positivo  Positivo  Positivo  Positivo
15-0ut  Positivo Positivo  Negativo Negativo Positivo  Negativo
29-0ut  Positivo Positivo  Negativo Negativo Positivo  Positivo
Torrdo  19-Set Positivo Positivo Positivo  Negativo  Positivo  Positivo
1-Out Positivo Positivo  Positivo  Negativo  Positivo  Positivo
15-0ut  Positivo Positivo Positivo  Negativo  Positivo  Positivo
29-Out Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo

Em todas as amostras ambientais foi detectada a presencga de cianobactérias e do
género Microcystis. Quanto aos genes envolvidos na producdo das toxinas, foi sempre
detectado pelo menos um deles, com excepcao da data de 29-Out no Torrdo, onde ndo
foi detectado nenhum deles. O gene mcyE foi o que mais vezes se detectou. Nas duas
primeiras datas de amostragem no Marco foram detectados os 4 genes, ou seja, mcyA,
mcyB, mcyE e o fragmento HEP. A figura 22 € um exemplo de uma fotografia de um gel
de agarose, da amplificacdo do gene mcyA para as amostras ambientais.

Figura 22 — Produto da amplificagdo do fragmento do gene mcyA para um volume de 20pL. (1) Marco
19-Set; (2) Marco 1-Out; (3) Marco 15-Out; (4) Marco 29-Out; (5) Torrdo 19-Set; (6) Torrdo 1-Out; (7) Torrdo
15-Out; (8) Torréo 29-Out; (+) Controlo positivo (estirpe M6); (B) Controlo negativo.
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2.4.2. Amostras ambientais para optimizacéo do volume

Resultados

A andlise de PCR para optimizacdo dos volumes de amostragem foi realizada para o

Marco e o Torrdo nas datas de 19-Set e 1-Out. Os volumes iniciais amostrados variaram

entre 15mL e 1000mL e encontram-se descritos na tabela VII.

encontram-se os resultados da amplificacao para os varios genes.

Na mesma tabela

Tabela VII - Resultados da analise de PCR para optimizacdo do volume de amostragem das amostras

ambientais
16SrRNA Micrl6S mcyA mcyB mcyE HEP
Marco 19-Set 15mL
50 mL
250 mL
500 mL
1-Out 250mL
500 mL
1000 mL
Torrdo 19-Set 50mL Negativo
250 mL Negativo Negativo Negativo
500 mL Negativo Negativo Negativo
1000 mL Negativo Negativo Negativo
1-Out 250 mL Negativo  Negativo Negativo
500 mL Negativo Negativo Negativo Negativo
1000 mL Negativo  Negativo Negativo

Os resultados da amplificagédo, nestas duas datas estdo de acordo com os obtidos

para as amostras ambientais, com excepg¢ao do Torrdo a 1-10 para o gene mcyA e o

fragmento HEP. Para a amplificacdo do fragmento do gene mcyE, nas amostras do

Torrdo a 19-Set e 1-Out, e para o fragmento HEP (fig.23) para o mesmo local a 19-Set,

os resultados n&o foram sempre iguais. A variagdo do volume amostrado interferiu nos

resultados, sendo que a amplificagéo, ocorre sempre para 0 menor volume amostrado.
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123 46 67,8910 11 121314+ B

Figura 23 - Produto da amplificacdo do gene HEP para um volume de 20pL. (1-4) Marco 19-Set; (5-7)
Marco 1-Out; (8-11) Torrao 19-Set; (12-14) Torrdo 1-Out; (1) 15mL; (2) 50mL; (3) 250mL; (4) 500mL; (5)
250mL; (6) 500mL; (7) 1000mL; (8) 50mL; (9) 250mL; (10) 500mL; (11) 1000mL; (12) 250mL; (13) 500mL;
(14) 1000mL; (+) Controlo positivo (estirpe M6); (B) Controlo negativo. Marcador 1Kb plus (Invitrogen)
(fragmentos de 100bp a 12kb)

A figura 24 mostra a amplificacdo do fragmento do gene mcyA para optimiza¢éo do
volume de amostragem. Para além da detecc¢do, para os fragmentos dos genes mcyE e
para o fragmento HEP foi possivel observar mais resultados positivos para os menores
volumes. Na figura 24 é possivel observar, para o gene mcyA, que o produto da
amplificagdo, quando positivo, parece ser maior para os menores volumes amostrados.
Esta constatac@o baseia-se apenas na intensidade da banda. A confirmagéo é possivel

por PCR em tempo real, onde além da deteccéo é possivel a quantificagéo.

12345678 91111213

41516 ——— e

Figura 24 - Produto da amplificac@o do fragmento do gene mcyA para um volume de 20uL. (1-4) Marco
19-Set; (5-7) Marco 1-Out; (8-11) Torrdo 19-Set; (12-14) Torrdo 1-Out; (1) 15mL; (2) 50mL; (3) 250mL; (4)
500mL; (5) 250mL; (6) 500mL; (7) 1000mL; (8) 50mL; (9) 250mL; (10) 500mL; (11) 1000mL; (12) 250mL; (13)
500mL; (14) 1000mL; (15) Controlo positivo (estirpe M6); (16) Controlo negativo. Marcador 1Kb plus
(Invitrogen) (fragmentos de 100bp a 12kb)
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2.4.3. Estirpes isoladas

Na tabela VIl estdo apresentados os resultados de PCR para as estirpes isoladas.
Todas as estirpes classificadas como pertencentes ao género Microcystis tiveram
amplificagcdo positiva para o fragmento do gene 16S rRNA especifico de Microcystis sp.
(micrl6S). So6 estirpes da espécie M. aeruginosa (estirpes 5 a 13 e 15 a 22), tiveram
resultados positivos para os genes mcyA, mcyB e para o fragmento HEP, com
percentagens de 30%, 20% e 40%, respectivamente. A estirpe 15 (M. aeruginosa)
apenas apresentou amplificagcdo para o fragmento HEP, para além do 16S rRNA e do
fragmento do 16S rRNA especifico de Microcystis sp.. A amplificacdo do gene envolvido
na producdo de microcistinas e nodularinas e a ndo amplificacdo de qualquer dos outros
genes envolvidos na producdo de microcistinas pode indicar uma possivel producéo de
nodularina.

As estirpes do género Limnothrix e da espécie M. wesenbergii hdo apresentaram
amplificagdo para nenhum dos genes envolvidos na biossintese da toxina pesquisados.

O gene mcyE foi amplificado em 50% das estirpes de M. aeruginosa e ainda para a
estirpe 1, A. flos-aquae. Duas das estirpes de M. aeruginosa (9 e 16) apresentaram
amplificacdo para todos os genes descritos na tabela VIII.

Para os pares de “primers” micrl6S e mcyB, ndo foram realizadas reaccdes de PCR
para as estirpes que nao tinham sido identificadas como pertencentes ao género
Microcystis, uma vez que estes “primers” sdo especificos para fragmentos dos genes
deste género.

Na figura 25, a titulo de exemplo, é possivel ver o produto da amplificagdo para o
gene mcyB.
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Tabela VIII - Resultados da andlise de PCR para as estirpes cultivadas

N.A.- Ndo amplificado

Resultados

o % g < %)

g S e Z S < 2 y o

7 2 s ° 8 2 g g g g ¥

. w g £ g =

- ©

1 A. flos-aquae Marco 29/10 Positivo N.A. Negativo Negativo Positivo Negativo
2 Limnothrix sp. Marco 1/10 Positivo N.A. Negativo N.A. Negativo Negativo
3 Limnothrix sp. Marco 15/10 Positivo N.A. Negativo N.A. Negativo Negativo
4 Limnothrix sp. Marco 29/10 Positivo N.A. Negativo N.A. Negativo Negativo
5 M. aeruginosa Marco 19/9 Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo
6 M. aeruginosa Marco 19/9 Positivo Positivo Negativo ~ Negativo ~ Negativo Negativo
7 M. aeruginosa Marco 1/10 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
8 M. aeruginosa Marco 15/10 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
9 M. aeruginosa Marco 15/10 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
10 M. wesenbergii Marco 19/9 Positivo Positivo Negativo ~ Negativo  Negativo Negativo
11 M. wesenbergii Marco 1/10 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
12 M. wesenbergii Marco 15/10 Positivo Positivo Negativo ~ Negativo  Negativo Negativo
13 M. wesenbergii Marco 29/10 Positivo Positivo Negativo ~ Negativo  Negativo Negativo
14 Limnothrix sp. Torrdo 1/10 Positivo N.A. Negativo N.A. Negativo Negativo
15 M. aeruginosa Torrdao 19/9 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
16 M. aeruginosa Torrdao 15/10 Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
17 M. aeruginosa Torrdo 15/10 Positivo Positivo Negativo ~ Negativo  Negativo Negativo
18 M. aeruginosa Torrdo 29/10 Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo
19 M. aeruginosa Torrdo 29/10 Positivo Positivo Negativo  Negativo Positivo Negativo
20 M. wesenbergii Torrdo 19/9 Positivo Positivo Negativo ~ Negativo  Negativo Negativo
21 M. wesenbergii Torrdo 15/10 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo
22 M. wesenbergii Torrdo 29/10 Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Negativo

Figura 25 - Produto da amplificagcdo para o fragmento do gene mcyB para as estirpes 1, 7, 11, 16 e 18;

(+) Controlo positivo; (B) controlo negativo. Marcador 1Kb plus (Invitrogen) (fragmentos de 100bp a 12kb)
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2.5. Quantificacdo das toxinas por ELISA e HPLC

Tal como para o ensaio de PCR, o ensaio imunologico de ELISA para quantificacdo
de microcistinas foi realizado para as amostras ambientais, assim como para as amostras
ambientais com vista a optimizacdo do volume de amostragem e para as estirpes
cultivadas. Todos os valores de toxina determinados abaixo de 0,1ug/L de Microcistina-
LR (MC-LR) equivalentes foram considerados negativos, pois estédo fora da recta padrao
tracada.

Para as amostras ambientais, os resultados de ELISA estéo apresentados na figura
26. Os resultados estdo expressos em ug de MC-LR equivalentes/L. Este ensaio teve
como objectivo ndo sé quantificar a toxina nas amostras naturais, mas também permitir
distinguir entre a quantidade de toxina liberta no meio (amostra ambiental: AA) e a
guantidade total de toxina, ou seja, enddgena e exdgena (amostra total: AT). Para
determinar a quantidade total da toxina, as células foram previamente submetidas a ultra-
sons e congeladas, para provocar a ruptura e assim libertar a toxina endégena. Com
excepcdo da amostra do Torrdo a 1-Out, em todas as outras ndo se detectou a toxina na
amostra ambiental. Nas duas Ultimas datas, para os dois locais, ndo foi detectada a
toxina.

O maior valor de toxina determinado foi de 10,62 pg/L de MC-LR equivalentes na data
de 1-Out para a amostra total do Marco.

O ensaio de ELISA para optimizacdo do volume de amostragem foi realizado nas
datas de 15-Out e de 29-Out para os dois locais, tendo-se amostrado volumes entre 50 e
1000mL para a primeira data e 15 e 50 mL para a segunda. Os valores de toxina
resultantes deste ensaio foram todos inferiores a 0,1ug/L de MC-LR equivalentes,

considerando-se negativos.
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Figura 26 - Comparacao dos resultados da analise de ELISA para as amostras ambientais. Os valores
estdo expressos em pg MC-LR equivalentes por litro. ELISA AA corresponde ao ensaio de ELISA para a
guantidade de toxina existente no meio e ELISA AT a quantidade total da toxina (toxina no meio+toxina
enddégena).

Os resultados do ensaio imunolégico de ELISA para as estirpes estdo sumariados na
tabela IX. O ensaio foi realizado para todas as estirpes que apresentaram pelo menos a
amplificacdo de um dos genes envolvidos na produgcdo da toxina, com excepcdo da
estirpe 5 devido a inexisténcia de biomassa suficiente para realizacdo do ensaio. Para
além destas, o ensaio foi também realizado para as estirpes de M. aeruginosa 6 e 7, as
quais ndo apresentaram amplificacdo para nenhum dos genes envolvidos na biossintese
da toxina. As estirpes de M. aeruginosa que apresentaram amplificacdo para os genes
mcyA, mcyB, mcyE e para o fragmento HEP, estirpes 9 e 16, obtiveram valores de toxina
acima dos 1,1 pg/L de MC-LR equivalentes. Nas estirpes sem amplificagdo por PCR de
nenhum destes 4 genes, como é o caso das estirpes 6 e 7, ndo foi detectada a toxina.
Resultados semelhantes foram obtidos para as estirpes 15 e 19, que apresentaram
apenas amplificagdo para um dos genes envolvidos nha producdo da toxina,
respectivamente, para o fragmento HEP e mcyE. A estirpe 1, A. flos-aquae, apresentou

valores de toxina de MC-LR equivalente de 0,28ug/L.

Tabela IX - Resultados da quantificacdo da toxina por analise de ELISA das estirpes cultivadas em pg de

MC-LR equivalentes/L

. MC-LR
Estirpe eqﬂ?valentes/L
1 0,28
6 0
7 0
9 1,14
15 0
16 1,16
19 0
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O ensaio enzimético de ELISA, para as amostras ambientais e para a estirpe 1 foram
também realizados para deteccdo de cilindrospermopsina. Todos os resultados deste
ensaio foram negativos, havendo assim coeréncia entre os resultados de PCR, em que
nao se amplificou qualquer fragmento de genes envolvidos na biossintese desta toxina, e

os do ensaio de ELISA.

Por HPLC nao foi possivel detectar a presenca de MC-LR. Com base nos
cromatogramas da andlise de HPLC para o padrao, foi possivel determinar que o tempo
de retencado para MC-LR foi de aproximadamente 12+0,1 minutos. Na figura 27 é possivel
ver um dos cromatogramas obtidos pela analise de HPLC. No mesmo tempo de retengéo
do padrdo (aproximadamente aos 12 minutos) surgiram em todas as datas do Marco
picos mas com um espectro de absor¢do que ndo a 238nm. Este pico pode ser relativo a
um outro péptido que possa estar presente na amostra, com a mesma afinidade
(polaridade) que a MC-LR para a coluna. No espectro de HPLC, em algumas datas
surgem dois grandes picos (com tempo de retencdo de aproximadamente de 20 min) mas
com um espectro de absor¢do a 268 nm, pelo que ndo podem ser relativas a outras
variantes de microcistinas. Algumas microcistinas sdo caracterizadas por possuirem um
espectro a 220 nm, como as que possuem triptofano. Uma vez que os picos obtidos, em
qgualquer dos tempos de retengdo ndo sdo nem a 238nm, nem a 220nm, por HPLC néo

foram detectadas microcistinas.
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Figura 27 - Cromatograma resultante da analise de HPLC para a amostra ambiental do Marco a 19 de

Setembro.
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2.6. Deteccdao das toxinas por MALDI-TOF MS

As amostras ambientais e as estirpes que apresentaram a presenca de toxina por
ensaio imunoldgico foram liofilizadas e enviadas para determinacdo das toxinas por
MALDI-TOF MS. Os resultados de MALDI-TOF MS encontram-se na tabela X.

Tabela X - Péptidos identificados através da anéalise de MALDI-TOF MS

Amostras Péptidos identificados
1 -
Estirpes 9 Microcistina ou cianopeptolina; microviridina
16 Microcistina-LR; aeruginosina
19-Set -
Lout Microcistina-LR; aeruginosinamida; anabaenopeptina F;
-Ou
Marco anabaenopeptina A; microviridina
15-Out -
Amostras
_ ) 29-Out -
ambientais
19-Set -
1-Out -
Torrdo
15-Out -
29-Out -

Os espectros de MALDI-TOF MS encontram-se no anexo lll.

Para as amostras ambientais sO foi detectada MC-LR no Marco a 1-Out (fig.28).
Nessa mesma data foram detectados outros péptidos. Devido a existéncia de
guantidades muito reduzidas de amostra ambiental, a quantidade de amostra enviada
para analise de MALDI-TOF MS foi, por vezes, quase inexistente, podendo explicar o
facto de nao terem sido detectados péptidos em mais nenhuma data.

A estirpe 1, apesar de por ELISA se ter detectado a toxina, ndo foi positivo para
microcistina por MALDI-TOF MS. Na estirpe 6 foi detectado um pico de microviridina e
um outro gque tanto pode ser de microcistina, como de cianopeptolina. Na estirpe 16

detectou-se aeruginosina e MC-LR.
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Figura 28 - Resultado de um dos espectros de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Marco e 1-

Out, onde é possivel ver a presenca de MC-LR a 995,48 m/z.

2.7. Analise por PCR em Tempo Real

A andlise por PCR em tempo real (RT-gPCR) foi realizada para deteccdo e
guantificacdo dos fragmentos dos genes 16S rRNA, 16S rRNA especifico de Microcystis
spp., mcyA e mcyB. A quantificacdo foi feita tanto para as amostras ambientais, como
para as amostras ambientais com vista a optimizacdo dos volumes amostrados. As
“melting curves” das reacc¢fes de RT-gPCR encontram-se no anexo V.

A curva padrdo foi feita com base em 6 diluicbes do DNA da estirpe M6 de M.
aeruginosa, variando de 1,19x10° células por reaccdo (céls/reaccdo) até 1,19
céls/reaccao.

O limite minimo de deteccdo para o0s pares de “primers’” Micrl84F/431R e
mcyB2959F/3278R foi de 1,19 céls/reaccdo, e para os pares de “primers” Cya359F/781R
e para o0 mcyA-CD1F/1R foi de 1,19x10" céls/reaccdo. Para estes dois Ultimos pares de
“primers”, para a concentragdo de 1,19 céls/reacgdo o produto esperado nao foi obtido e
formaram-se dimeros de “primers”.

Com base nos valores da quantidade inicial de DNA dos controlos e nos valores de Ct
(“threshold cycle”) destes foi possivel fazer, para cada reaccéo, uma regressao linear. Por
andlise dos “melting peaks” verificou-se a auséncia da formacao de dimeros de “primers”
e que os picos dos produtos foram detectados aos 87+0,5°C para o 16S rRNA e para o
fragmento dol16S rRNA especifico de Microcystis sp. e 82+1°C para o mcyA e 82+0,5°C
para o mcyB.
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A curva padrdo foi construida, mantendo-se linear para os logaritmos das

concentracdes padrdo. Os valores relativos as rectas padrao encontram-se sumariados

na tabela XI.

Tabela Xl - Eficiéncias e parametros da curva padrdo da andlise de PCR em tempo real para as

amostras ambientais e amostras ambientais para optimizacao do volume, para os fragmentos dos genes 16S
rRNA, 16S rRNA especifico de Microcystis sp. (m16S rRNA), mcyA e mcyB

o Inclinaggo | 'Mtercepeao 2
Gene alvo Eficiéncia (%) d com eixo do r
arecta y
16S rRNA 86,6 -3,691 37,634 0,997
16S rRNA
Amostras (fragmento especifico para 88,3 -3,640 33,182 0,998
ambientais Microcystis sp.)
mcyA 95,4 -3,436 31,126 0,999
mcyB 90,9 -3,563 33,149 0,999
Amostras 122 I’Ekllﬁ 86,4 -3,697 37,663 0,997
- - r'
ambientais (fragmento especifico para 834 -3,797 35,460 0,999
_pa}ra » Microcystis sp.)
optimizagao mcyA 90,4 -3,575 36,282 0,999
do volume mcyB 85,6 3,723 37,882 0,998

Todas as eficiéncias de reacgdo foram superiores a 85%, confirmando-se uma boa
performance.

Através da andlise de PCR em tempo real, foi possivel determinar o niumero de
copias de cada gene por mililitro. Considerou-se que em cada genoma existe apenas
uma coépia do gene, pelo que cada cépia foi considerada como uma célula, designando-
se o valor final em células equivalentes/mL. A quantificacdo de células equivalentes por
mililitro de cianobactérias, Microcystis spp., mcyA e mcyB, para as amostras ambientais
encontram-se nas figuras 29 e 30, respectivamente para o Marco e para o Torrdo. A
guantificacéo de células equivalentes para mcyA e mcyB nem sempre foi possivel, devido
a uma grande quantidade de dimeros de “primers” que se formaram. Contudo, ainda que
nao tendo sido possivel quantificar, foi possivel detectar a presenca destes genes em
todas as amostras, com excep¢ao da Ultima data de amostragem (29-Out) no Torrdo.

De uma maneira geral, a quantidade de células vai diminuindo ao longo do tempo. A
guantidade de Microcystis sp. em relacdo ao total de cianobactérias também vai
diminuindo, atingindo valores de 1,5% e 0,5% para o Marco e Torrdo respectivamente.
Na data de 1-Out do Marco, a percentagem de Microcystis spp. em relacdo ao total de

cianobactérias é bastante elevada, sendo quase de 50%.
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Figura 29 - Quantificagdo por PCR em tempo real do nimero de cépias de cada gene/mL para as
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amostras ambientais do Torrao.

Figura 30 - Quantificagdo por PCR em tempo real do nimero de cépias de cada gene/mL para as
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Para as amostras ambientais com vista a optimizacdo do volume de amostragem,
verificou-se que 0s menores volumes amostrados foram o0s que tiveram maiores
guantidades de copias dos genes (figs.31 e 32). Considerou-se que em cada genoma
existe apenas uma cépia do gene, pelo que cada cépia foi considerada como uma célula,
designando-se o valor final em células equivalentes/mL. Para o gene mcyB, para o
volume de 250mL a 19-Set e 0 maior volume de amostragem a 1-Out ndo foi possivel
guantificar o n° de células equivalentes, com base no niumero de cépias do fragmento do
gene mcyB. A impossibilidade de quantificacdo também ocorreu para 0s genes mcyA e
mcyB nas amostras do Torrdo. Este facto deveu-se a grande quantidade de dimeros de
“primers” que se formaram, ndo possibilitando a quantificacdo contudo, a detecgéo foi
sempre positiva.

Nas amostras do Marco, o numero de cépias do gene referente ao fragmento do 16S
rRNA especifico de Microcystis sp. foi superior ao nimero de copias do fragmento do 16S
rRNA de cianobactéria.

1,00E+05

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

n° de coépias do gene/mL

1,00E+00

1,00E-01 - e e ——
W 16SrRNA | 8168404 | 3508404 | 2256EV03 | 15068v04 | 8250EW03 | 756@EVD3 | 2,880602

B m16S rRNA| 9.25E+04 | 5,61E+04 | 1,10E+04 | 1,986+04 | 2,26E+04 | 1,80E+04 | 1,98+03
mmcyA 5,06E+02 | 2,13E+029-9 79E-01 | 2,59E+01 | 1,19E+02 | 2, 17902 | 9.27E+00
@ mcyB 4,21E+02 | 3,69E+01 7)6@E600 | 6,78E+01 | 1,41E+02

Figura 31 - Quantificacdo por PCR em tempo real do nimero de copias de cada gene/mL para as
amostras ambientais com vista a optimizagao do volume de amostragem, do Marco.
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ML ML ML ML ML ML
m16S rRNA | 9,53E+02 | 1,67E+029-9,71E+01 | 5,52E+01 | 5,35E+01 | 5,39E601 | 2,81E+01
mm16S rRNA| 1,28E+02 | 2,26E+00 | 6,63E-01 | 1;84%%80 | 1,96E+01 | 1,78E+00 | 1,58E+00

Figura 32 - Quantificacdo por PCR em tempo real do nimero de coOpias de cada gene/mL para as

amostras ambientais com vista a optimizacéo do volume de amostragem, do Torréo
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3. Discussao

3.1. Paradmetros fisico-quimicos, ocorréncia, cultura e identificacdo

(fenotipica e genotipica) de cianobactérias

Muitas espécies e estirpes de cianobactérias produzem compostos téxicos podendo
causar problemas em aguas recreativas ou em aguas para consumo, levando a
intoxicacdes humanas e de outros animais. A exposicao a toxinas de cianobactérias pode
reflectir-se tanto a nivel de morbilidade, como de mortalidade.

A ingestdo de agua contaminada é a principal via de exposicdo a cianotoxinas,
seguindo-se o uso de lagos e rios para fins recreativos (Falconer e Humpage 2001).

A monitorizacao de rotina de cianotoxinas deve ser feita preferencialmente em aguas
para consumo humano. Prever onde e como as florescéncias de cianobactérias ocorrem
é dificil, se ndo mesmo impossivel. A enorme variabilidade na toxicidade de florescéncias
entre diferentes anos, ou até mesmo num Unico dia, torna complicado a previsao de

potenciais riscos (Apeldoorn et al. 2007).

Apesar das dinamicas populacionais, a elevada variabilidade de concentracdes de
microcistinas nos cursos de agua naturais tem sido atribuida a variagbes das condi¢des
naturais, as quais podem influenciar a taxa de producéo da toxina (Funari e Testai 2008).
Contudo, o papel dos factores ambientais na producdo da toxina ainda ndo €
suficientemente conhecido. Alguns estudos mostram que variagdes em parametros como
a luz, a idade da cultura, temperatura, pH e nutrientes podem influenciar a producéo de
microcistina (WHO 1999).

A temperatura da agua pode influenciar processos bioquimicos e fisioldgicos,
afectando a multiplicacdo do fitoplancton (Vale 2005). Esta variagdo esta normalmente
associada a temperatura do ambiente mas, por exemplo, descargas de efluentes
industriais podem igualmente provocar variacdes significativas (Vale 2005).

A maioria das cianobactérias tem taxas de crescimento maximas a temperaturas
proximas dos 25°C (WHO 1999; Oliva-Teles et al. 2008). Esta temperatura 6ptima é
superior a das algas verdes e das diatomaceas, explicando assim a sua dominancia em
periodos mais quentes, como no verdo (WHO 1999; Dokulil e Teubner 2000).

Na primeira amostragem, quando foram detectadas as florescéncias, a temperatura
da 4gua rondava esta temperatura 6ptima. Acompanhando a diminuicdo da temperatura

ambiente, a temperatura da dgua, ao longo das amostragens foi diminuindo, sendo que,
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esta diminuicdo foi acompanhada de uma diminuicdo da quantidade de cianobactérias
totais.

No trabalho realizado por Oliva-Teles e colaboradores (2008) na albufeira do Torréo,
verificou-se a presenca de florescéncias nos meses mais quentes, constatando a
importancia da temperatura no desenvolvimento destes organismos.

Segundo Prakash e colaboradores (2009), a variante de microcistina predominante
esta relacionada com as temperaturas onde ocorre. Assim, microcistina-LR &
predominante em paises temperados, ao passo que microcistina-RR é predominante em
paises mais quentes. Contudo, a MC-LR costuma aparecer sempre em concentracdes
consideraveis.

O oxigeénio dissolvido é essencial nos processos de degradagdo da matéria organica
e na manutencdo das comunidades aerdbias (Vale 2005). Naturalmente, o O, dissolvido
varia de acordo com a temperatura da agua e a pressdo atmosférica. Contudo, o
aumento de matéria organica, como a resultante de descargas de efluentes urbanos, ou o
aparecimento de florescéncias pode levar a uma diminuigéo deste (Vale 2005). Segundo
Vale (2005), valores superficiais de saturagdo de oxigénio inferiores a 40% sé&o
considerados indicativos de eutrofizacéo.

No presente trabalho, de 15-Out para 29-Out observou-se um grande aumento da
saturacao de O, (de 74% para 102% no Marco e de 66% para 89% no Torréo), a qual foi
acompanhada de uma diminuicao de cianobactérias.

O pH, naturalmente, varia de acordo com a natureza da agua, do solo e da vegetacao
marginal (Vale 2005). O solo da regido em estudo é essencialmente granitico (Martins
2007), contribuindo para a tendéncia de um pH &cido na 4gua. Contudo, os valores de pH
registados permitem classificar a &gua como neutra a ligeiramente alcalina. Estes valores
sdo semelhantes aos registados por Vale (2005). Entre os dois locais amostrados ndo se
registaram diferencas apreciaveis.

Valores de pH mais elevados (entre 7,5 a 9) sdo comuns durante periodos de
domina@ncia de cianobactérias, especialmente durante florescéncias (Martins 2007).
Segundo Bobbin e Recknagem (2001), as florescéncias de M. aeruginosa ocorrem em pH
alcalinos (pH>8,15). Os maiores valores de pH registados no presente trabalho,
correspondem a primeira data de amostragem (19-Set), quando ocorriam florescéncias
de Microcystis. Isto ocorre porque grandes densidades de cianobactérias levam a uma
diminuicdo do di6xido de carbono na agua, aumentando o pH (Vale 2005). Segundo
Dokulil e Teubner (2000), o pH elevado nao esta directamente associado a um aumento
da proliferacdo de cianobactérias contudo, poderd interferir na manutencdo da
florescéncia. Resultados semelhantes foram obtidos por Jaehnichen e colaboradores

(2001), que observaram que a producéo de microcistinas por M. aeruginosa so ocorria na
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fase de crescimento exponencial e a pHs superiores a 8,4. Os referidos autores também
observaram que a producdo da toxina se devia a falta de carbono dissolvido na agua e
nao directamente ao aumento de pH.

O facto de as cianobactérias se desenvolverem melhor em pHs elevados (pH>8,5),
confere-lhes vantagem perante os outros grupos, estando este facto relacionado com o
aparecimento de florescéncias em aguas eutrofizadas, no final do verdo (Oliva-Teles et
al. 2008).

A condutividade mede a capacidade de uma amostra de agua conduzir a corrente
eléctrica, sendo dependente da concentracdo de ibes e da temperatura da agua (Vale
2005). Em &guas doces, a 25°C, segundo Vale (2005), pode variar entre 30 e 2000
pS/cm. A condutividade pode afectar a fixacdo de azoto pelas cianobactérias. Em solos
graniticos, como é o caso, apresenta geralmente valores baixos (Vale 2005).

No presente trabalho, no Marco, ndo houve grandes variagbes da condutividade,
seguindo uma tendéncia de ligeiro aumento ao longo das datas, ndo ultrapassando os
120 pS/cm. No Torrdo, a condutividade sofreu alteracdes, variando entre 135 e 163
pS/cm em 1-Out e 15-Out, respectivamente. A condutividade no Torrdo foi sempre
superior a determinada no Marco. Vale (2005) verificou um aumento da condutividade no
Marco entre Junho e Outubro de 2004, chegando a atingir valores de 151 uS/cm. Os
aumentos bruscos da condutividade podem ter impacto nas comunidades
fitoplanctonicas, uma vez que originam fendmenos de difuséo através da parede celular,
podendo provocar a lise das células (Vale 2005). No Marco, acompanhando o aumento
da condutividade, Vale (2005) observou uma queda da densidade de fitoplancton.

Segundo Jaehnichen e colaboradores (2001), os factores abibticos apenas
influenciam indirectamente a producdo de toxina por M. aeruginosa. A producdo é
controlada pela fase de crescimento, a composicdo de espécies e a existéncia de
carbono inorganico dissolvido (Jaehnichen et al. 2001).

O desenvolvimento de florescéncias de Microcystis e a producéo da toxina devem-se

a soma de varios factores (Rinta-Kanto et al. 2009).

As cianobactérias tém caracteristicas particulares, determinantes da sua importancia,
sucesso e predominancia em comunidades fitoplanctonicas (Mankiewicz et al. 2003).
Contudo, diferentes taxa de cianobactérias podem ter comportamentos diferentes
(Mankiewicz et al. 2003). As florescéncias surgem normalmente durante periodos
primaveris ou em finais de verdo, como é o0 caso de espécies como a Microcystis

aeruginosa e Aphanizomenon flos-aquae (Mankiewicz et al. 2003).
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Martins (2007), num estudo realizado na Albufeira do Torrédo, no rio Tamega,
demonstrou que a comunidade fitoplancténica, nomeadamente no que se refere a
cianobactérias tem vindo a aumentar, como consequéncia da eutrofizacao.

Em Portugal, estudos demonstram que 50% das estirpes de M. aeruginosa isoladas
produzem microcistinas (Saker et al. 2005a), pelo que esta cianobactéria € bastante
importante em termos de qualidade da agua, principalmente quando os cursos da agua
em que surgem sao utilizados para captacdo de agua para consumo ou para fins
recreativos (Vasconcelos et al. 1995; Vasconcelos et al. 1996; Vasconcelos 2001), como
€ 0 caso da albufeira do Torréo.

Dados anteriores (Pereira 1998; Vale 2005; Martins 2007) referem ser comum a
sucessao de A. flos-aquae - M. aeruginosa no Marco, tal como foi observado neste
trabalho.

Segundo Martins (2007), a comunidade fitoplancténica do Marco, no verdo e no inicio
do outono é dominada por cianobactérias (mais de 90% da densidade total do
fitoplancton). A mesma autora refere que nestes meses a albufeira se encontrava
hipereutrofizada.

O ciclo de sucesséo A. flos-aquae e M. aeruginosa também foi observado por Martins
(2007), sendo que M. aeruginosa foi dominante nos meses mais quentes. Martins (2007)
e Vale (2005) justificam esta sucessao através das concentracdes de azoto e fosforo. As
referidas autoras apontam para que estes dois compostos sejam 0s responsaveis pelo
aparecimento das cianobactérias e pela proliferacdo de espécies fixadoras de azoto

versus as nao fixadoras, dependendo do factor limitante.

O exame microscoépico de uma florescéncia é muito Util. A informacédo obtida relativa
as espécies detectadas pode indicar logo uma possivel existéncia de toxinas. Esta
informac&o pode determinar o tipo de ensaio que se deve realizar em seguida para
determinar o nivel de toxinas.

A maioria das cianobactérias pode ser distinguida do restante fitoplancton
microscopicamente, através das suas caracteristicas morfoldgicas. A taxonomia das
cianobactérias, seguindo o cédigo de nomenclatura botanica, permite uma diferenciagéo
em género e espécie. Contudo, esta diferenciacdo é alvo de alguma incerteza e,
organismos classificados como pertencendo a mesma espécie podem possuir diferencas
genéticas substanciais. Os conhecimentos existentes sobre a regulacao da producédo das
toxinas indicam que a distingdo em género é muito importante para determinar o
potencial toéxico, mas que, por exemplo, a produgdo de microcistina varia mais a nivel de

genotipos ou estirpes, do que a nivel de espécies (WHO 1999). Segundo Rinta-Kanto e
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colaboradores (2009), numa populagdo natural de Microcystis, coexistem varias estirpes,
fenotipicamente idénticas, toxicas e nao tdxicas genotipicamente.

A dominancia de Microcystis observada neste trabalho, nas primeiras datas de
amostragem, e a sua persisténcia nas restantes datas, inferiu para a possibilidade de
estar a ser produzida microcistina, sendo que, possivelmente esta seria a principal toxina
produzida.

As colonias de M. wesenbergii, morfologicamente, distinguem-se das de M.
aeruginosa pela presenca de uma bainha visivel (Komarek e Anagnostidis 1998). Tal
como no presente trabalho, Otsuka e colaboradores (2000) identificaram varios
morfotipos de M. wesenbergii em cultura. Segundo o referido autor, as espécies de
Microcystis alteram as formas das colonias quando em ambiente natural ou em cultura,
podendo, em cultura, observar-se colonias diferentes, ndo descritas em meios naturais.
Segundo Via-Ordorika e colaboradores (2004) as variagdes morfologicas identificadas em
cultura sdo o resultado das condi¢cbes ndo naturais a que Sao expostas.

Os problemas na aplicagdo de critérios morfolégicos na classificacdo de
cianobactérias advém das variagbes que podem ocorrer em resposta as alteracdes do
ambiente (Otsuka et al. 2000). A actual classificagdo morfolégica de Microcystis ndo €
suportada pela actual analise filogenética baseada na sequéncia do gene 16S rRNA
(Otsuka et al. 2000).

Os dados genéticos podem, por vezes, estar de acordo com a classificacdo baseada
em caracteristicas morfolégicas contudo, estas diferencas parecem néo ser validas para
a classificacdo a nivel da espécie. Segundo Otsuka e colaboradores (1998), através da
sequéncia do 16S rRNA de varias estirpes de diferentes espécies de Microcystis, nao
detectaram diferencas, sendo que em muitos casos, a percentagem de similaridade era
de 100% entre diferentes morfoespécies. Os resultados obtidos pelos referidos autores
demonstraram que diferentes fenétipos de Microcystis ndo reflectem necessariamente a
sua filogenia, sendo necessaria a reconstrucdo da taxonomia a nivel da espécie (Otsuka
et al. 1998). Assim, a classificacdo morfoldégica do género Microcystis deve ser revista,
com a percepcao de que uma mesma estirpe pode ter variadas formas de colonias e que
muitas das variacdes morfolégicas devem ser assumidas como variagdes fenotipicas ou
intraespecificas.

As caracteristicas morfolégicas podem providenciar informag¢des importantes
referentes a organismos de interesse; contudo, é necessario ter em atencao de que 0s
organismos ndo podem ser somente classificados com base nas caracteristicas
morfoldgicas. A taxonomia boténica de Microcystis apresenta assim algumas limitacoes,

sendo que, a taxonomia bacteriolégica podera ser importante para resolver esta situagao.
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Percentagens de similaridade superiores a 70% sao suficientes para classificar esses
organismos como pertencentes a mesma espécie (Otsuka et al. 2001). Otsuka e
colaboradores (2001) e Kondo e colaboradores (2000) referem que as morfoespécies M.
aeruginosa, M. wesenbergii, M. ichthyoblabe, M. novacekii e M. viridis, uma vez que a
percentagem de similaridade referente ao 16S rRNA é sempre superior a 70%, devem
ser todas consideradas como uma s6 espécie, de acordo com o Cddigo de Nomenclatura
Bacteriologico.

No presente trabalho, por andlise do 16S rRNA, das 16 estirpes classificadas como
pertencendo ao género Microcystis, ndo foi possivel discernir entre M. aeruginosa e M.
wesenbergii, chegando, por exemplo, a estirpe 12 a ter 100% de similaridade com
estirpes das duas espécies (tabela V). Estes resultados de similaridade baseiam-se em
sequéncias de genes colocados por qualquer autor na base de dados do Blast (NCBI),
tendo-se partido do pressuposto de que as espécies tinham sido classificadas
correctamente pelos respectivos autores, antes de terem sido inseridas as informacdes
na base de dados. Mas, uma vez que ndo houve acesso as estirpes, nao podemos ter a
certeza sobre a correcta classificacdo, podendo uma estirpe, classificada na base de
dados como M. wesenbergii, ser na realidade M. aeruginosa, ou vice-versa. Assim, a
distincdo entre M. aeruginosa e M. wesenbergii, no presente trabalho, baseou-se nas
caracteristicas morfoldgicas (presenca ou auséncia de bainha visivel), tendo servido a
andlise genotipica para a confirmacdo do género. Com base na andlise morfo e
genotipica, M. aeruginosa e M. wesenbergii foram consideradas como diferentes
morfoespécies, e ndo diferentes espécies.

Para além das estirpes de Microcystis, foram também detectadas por analise
genotipica do 16S rRNA, A. flos-aquae e Limnothrix sp. A sequenciagdo de mais estirpes
de A. flos-aquae nao foi possivel devido a dificuldade de isolamento e cultura destes
organismos. A A. flos-aquae estd descrita como produtora de cilindrospermopsina,
saxitoxina (WHO 1999), anatoxina-a (Carmichael 1992) e PSP (paralitic shellfish
poisoning) (Vasconcelos 1999). A producao de PSP por A. flos-aquae ja foi detectada no
rio Douro (Vasconcelos 1999). Assim, uma vez que esta espécie tem elevada ocorréncia
na albufeira do Torrdo, sera importante, em trabalhos futuros, verificar a presenca de
outro tipo de toxinas neste local, como as saxitoxina, anatoxina-a e PSP.

O género Limnothrix, com base na pesquisa bibliografica efectuada, até a data nao
tinha sido detectada na albufeira, nem se encontra descrita como produtora de toxinas.
Espécies pertencentes a este género ja foram reportadas como dominantes em rios
eutrofizados (Gkelis et al. 2005).
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3.2.  Amostras ambientais

Em albufeiras utilizadas para captagdo de &guas para consumo e para fins
recreativos, como é o caso da albufeira do Torrdo, tém sido reportados o aparecimento
de florescéncias toxicas de cianobactérias (Vasconcelos et al. 1996; Saker et al. 2005a).

A aplicacdo de técnicas de biologia molecular na deteccdo de cianobactérias
toxigénicas tem como vantagem a capacidade de identificar constituintes microbianos
dentro de populagBes naturais complexas, baseando-se unicamente em sequéncias de
acidos nucleicos, permitindo identificar espécies potencialmente produtoras de toxinas. A
rapidez, baixos custos e sensibilidade destes métodos torna-os ideais para estudos de
fisiologia microbiana e ecologia (Pearson e Neilan 2008). Além destas vantagens, permite
a andlise das amostras sem a necessidade do cultivo dos organismos (Ouellette e
Wilhelm 2003).

A técnica de PCR baseia-se no uso de “primers” (iniciadores) complementares de
porcbes de DNA de interesse, sendo a replicacdo feita por uma DNA polimerase
termoestavel. O resultado é a amplificacdo exponencial de um fragmento genético de
interesse.

Por PCR foi detectada a presenca de cianobactérias (fragmento do 16S rRNA
especifico de cianobactérias), Microcystis spp. (fragmento do 16S rRNA especifico de
Microcystis spp.) em todas as datas, e de genes envolvidos na producdo de microcistina
(mcyA, mcyB e mcyE) e na producdo de microcistina/nodularina (fragmento HEP) para
algumas datas.

A capacidade de identificar espécies toxigénicas, como em M. aeruginosa, baseada
na analise de sequéncias de genes como o da microcistina sintetase, tem sido abordada
em varios estudos. Jungblut e Neilan (2006) sugerem uma evolugdo convergente das
varias espécies de cianobactérias e das microcistinas sintetases, indicando que estes
genes em espeécies produtoras de microcistinas tém uma elevada relacdo filogenética
(Saker et al. 2005b). O género Microcystis € um dos Varios que se conhece como
produtores de microcistinas. O uso das técnicas moleculares deste trabalho além de
permitir identificar estirpes de Microcystis potemcialmente produtoras de microcistina, por
amplificacdo com o “primer” para o fragmento do gene mcyB, permitiu igualmente
detectar a presenca de outros géneros de cianobactérias produtoras de microcistinas,
incluindo Anabaena, Planktothrix, Nostoc, entre outros, através da amplificacdo com o
“primer” para o fragmento do gene mcyA.

Segundo Ouahid e colaboradores (2005) a realizacdo de uma analise de PCR com o
maior numero possivel de “primers” para diversos genes mcy, permite um melhor critério

para inferir sobre o potencial toéxico da amostra ou estirpe em estudo. Contudo, nédo é
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suficiente para garantir que esteja a ocorrer a producdo da toxina. Kurmayer e
colaboradores (2004), num estudo feito com Planktothrix rubescens e P. agardhii,
detectaram a presenca de todo o cluster mcy, sem que tenha havido a producéo de
toxina. Apesar desta limitacdo, estes métodos podem ser bastante Uteis para alerta da
possivel existéncia de toxinas em aguas, de modo rapido e simples. No presente
trabalho, foram amplificadas sequéncias relativas a 4 fragmentos dos genes da
microcistina sintetase, com este objectivo. Para além do mcyA e do mcyB, também foi
escolhido amplificar um fragmento do gene mcyE, que codifica uma regido para a cadeia
ADDA. O fragmento HEP, também amplificado no presente trabalho, amplifica uma
regido que codifica a enzima aminotrasferase do gene mcyE de microcistinas, assim
como uma regido da nodularina sintetase do gene ndaF.

No presente trabalho, as técnicas moleculares (PCR e RT-gPCR) mostraram ser Uteis
na detecgdo de organismos e genes envolvidos na biossintese de microcistina para a
determinacdo do potencial toxico de estirpes isoladas. Técnicas semelhantes tém sido
usadas na identificacao de estirpes de cianobactérias produtoras de toxinas em amostras
fitoplancténicas (Baker et al. 2002; Foulds et al. 2002; Bittencourt-Oliveira 2003;
Fergusson e Saint 2003; Hisbergues et al. 2003; Kurmayer e Kutzenberger 2003; Via-
Ordorika et al. 2004; Rinta-Kanto et al. 2005; Saker et al. 2005a; Valério et al. 2005; Anjos
et al. 2006; Boaru et al. 2006; Furukawa et al. 2006; Preul3el et al. 2006; Rantala et al.
2006; Gobler et al. 2007; Izaguirre et al. 2007; Mitsuhiro Yoshida et al. 2007; Saker et al.
2007a; Yoshida et al. 2007; Hotto et al. 2008; Xu et al. 2008; Rinta-Kanto et al. 2009).

Comparando os resultados obtidos por PCR convencional e RT-gPCR, para 0os genes
mcyA e mcyB, a segunda técnica mostrou ser mais sensivel, uma vez que, embora nem
sempre quantificavel, foi possivel determinar a presenca dos genes num maior numero
de datas. A amplificacdo para o gene mcyA para todas as datas e locais foi de 62,5% por
PCR convencional e de 100% por RT-gPCR. Para o gene mcyB foi de 25% e 87,5%
respectivamente. A técina de RT-gPCR tem ainda como vantagem permitir a
guantificacéo.

A técnica de RT-gPCR tem sido aplicada com sucesso na quantificacdo de genotipos
produtores de microcistinas em populacdes naturais (Kurmayer e Kutzenberger 2003;
Rinta-Kanto et al. 2005; Yoshida et al. 2007; Rinta-Kanto et al. 2009), permitindo
guantificar os niveis de DNA alvo inicialmente presentes na amostra, calculada pela taxa
de amplices que se vao acumulando, por geracdo de um sinal fluorescente durante o
processo de amplificacdo. Para tal, € determinado um “threshold cycle” (Ct), o nUmero de
ciclos de PCR ao fim do qual a fluorescéncia ultrapassa um determinado limiar, podendo
ser usado para determinar a quantidade inicial de DNA na amostra, com base numa

curva padréo (construida a partir de amostras de concentracdo conhecida) (Foulds et al.
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2002; Kurmayer e Kutzenberger 2003). Os valores de Ct providenciam uma informagao
guantitativa que relaciona directamente o niumero de copias dos acidos nucleicos por
amostra (Foulds et al. 2002).

No Marco, por RT-gPCR, o nimero de cianobactérias e Microcystis diminuiu bastante
ao longo das datas. No Torrdo, os valores de células eram bem menores mas, mais
constantes ao longo do tempo. A quantificagcdo de cianobactérias potencialmente toxicas
€ importante uma vez que estes organismos apenas se tornam problematicos quando
ocorrem em concentracdes de milhares de células por mililitro (Rasmussen et al. 2008b).
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO 2003) valores de 20000 céls/mL de
cianobactérias em aguas recreativas, acarreta um risco baixo com efeitos adversos a
curto prazo, como irritacdes dérmicas ou doengas gastrointestinais. Um risco moderado,
com efeitos adversos a curto prazo, e a possibilidade de efeitos adversos a longo prazo
(dependendo das espécies presentes), observa-se para valores de cianobactérias
superiores a 100000 céls/mL. A possibilidade de intoxicacdes agudas e efeitos adversos
a longo prazo, representam graus de risco elevados, em locais onde haja a formagéo de
espuma e haja risco de contacto directo, inalacéo ou ingestdo da agua. A concentracédo
de cianobactérias determinadas por RT-qPCR a 19-Set no Marco foi mais de trés vezes
superior as 100000 céls/mL, verificando-se ainda a formagéo de espuma.

O numero de cianobactérias potencialmente produtoras de microcistinas (mcyA)
atingiu um méximo, em ambos o0s locais a 1-Out, apesar de nesta data os valores de
cianobactérias e Microcystis serem menores. Espécies de Microcystis potencialmente
produtoras de microcistinas foram determinados através de amplificacdo do gene mcyB,
cujo “primer” utilizado amplifica uma regido do 16S rRNA especifica desta espécie. Os
valores para mcyB sé permitiram a quantificacdo no Marco e nas duas primeiras datas de
amostragem. Um aumento da primeira para a segunda data de amostragem foi evidente,
sendo claramente similar ao aumento de mcyA. Por comparacdo das quantidades de
células de Microcystis e de gendtipos de Microcystis produtores de microcistinas (mcyB),
verifica-se a coexisténcia de genoétipos produtores e ndo produtores da toxina. Rinta-
Kanto e colaboradores (2009), num estudo realizado num lago da América do Norte,
verificaram que a propor¢do de gendtipos de Microcystis produtores/ndo produtores de
microcistinas ndo excedia os 8%. Kurmayer e colaboradores (2003) em lagos da
Alemanha detectaram variagbes na proporcdo entre 1,7% e 71% e Yoshida e
colaboradores (2007) num lago do Japao determinaram valores de genétipos toxicos em
relacéo ao total de Microcystis de 0,5% a 35%. No presente trabalho os valores maximos
determinados de genotipos produtores em relagdo a ndo produtores, em Microcystis foi

de 9,25%. A propor¢cdo de genotipos produtores de microcistinas em cianobactérias,
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relativamente a quantidade total de cianobactérias variou entre 0,01% e 4,53% no Torrao
a 15-Out e no Marco a 1-Out, respectivamente.

No Marco, a abundancia de Microcystis aumentou da primeira para a segunda data
de amostragem. Apesar da diminuicdo do numero total de cianobactérias, a percentagem
de Microcystis foi quase de 50%. Nas ultimas datas, a abundancia relativa deste género
diminui bastante. A percentagem de cianobactérias potencialmente produtoras de
microcistinas e de Microcystis potencialmente toxicas aumentou da primeira para a
segunda data, representando quase 10% da populagéo total de Microcystis. Na Ultima
data de amostragem ocorre um ligeiro aumento da abundéancia relativa de cianobactérias
produtoras de microcistina, a qual hdo € acompanhada por um aumento da percentagem
de Microcystis ou de Microcystis potencialmente téxicas, sugerindo o aparecimento de
outras espécies toxicas. No Torrdo, a abundancia de Microcystis foi menos varivel,
revelando que esta espécie representa apenas uma pequena percentagem do numero
total de cianobactérias. Neste local, na segunda data de amostragem houve um ligeiro
aumento da quantidade de cianobactérias potencialmente produtoras de toxinas. O
namero de Microcystis potencialmente toxicas ndao pbde ser determinado em nenhuma
das datas, possivelmente devido as reduzidas quantidades de Microcystis.

Os resultados demonstram a existéncia de uma grande quantidade de cianobactérias
no Marco, o qual, juntamente com a quantidade de Microcystis spp. foram diminuindo
bastante desde o final do verdo até meados do outono de 2008. A variacdo da
percentagem relativa de cianobactérias potencialmente produtoras de microcistinas
acompanhou a variagdo da abundancia relativa de Microcystis e de Microcystis
potencialmente produtoras de microcistinas.

Por métodos moleculares, foi possivel verificar que diferentes locais da mesma
albufeira demonstraram ter diferentes padrées de variagdo da abundancia de
cianobactérias e de Microcystis ao longo do tempo. Este facto pode ser explicado pela
capacidade que as cianobactérias possuem em alterar a sua concentracao e posi¢cao nos
cursos de agua em periodos de tempo muito reduzidos, tendo ja sido observados
resultados semelhantes por outros autores (Moreno et al. 2003; 2004).

Os resultados obtidos para as amostras ambientais por RT-gPCR apontam para que
esta técnica possa ser usada para inferir sobre o potencial toxigénico de uma amostra
natural. Contudo, estes resultados néo reflectem directamente as concentragbes de
microcistina pois, a produgdo da toxina varia com o estado fisiolégico das células e as
condigbes ambientais (Furukawa et al. 2006).

Por andlise do contetdo téxico das amostras, por ELISA, foi possivel observar uma
variacdo temporal e espacial. O local de amostragem do Marco apresentou maior

concentracdo de microcistina em relacdo ao Torréo, sendo que, para os dois locais, nas
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Ultimas datas, a quantidade de toxina foi diminuindo. Estas alteracbes podem estar
relacionadas com as caracteristicas dos locais em estudo e das variantes ambientais ou
dever-se ao facto de as concentracbes destes organismos estarem a diminuir. Os
maiores valores de toxina ocorreram no Marco a 1-Out. Para o Torrdo, foram igualmente
determinados os maiores valores de MC-LR equivalente/mL na mesma data, ainda que
estes valores sejam bem menores que no Marco. A 1-Out foram determinadas as
maiores concentragdes de céls equivalentes/mL com os genes mcyA e mcyB por RT-
gPCR, mostrando a existéncia de uma boa relacdo entre os dois métodos. Por PCR
convencional, nas duas primeiras datas no Marco, foram detectados todos 0s genes
pesquisados envolvidos na producdo da toxina. No Torrdo, nas referidas datas, o mcyB
foi detectado mas apenas por RT-gPCR. Assim, confirma-se igualmente a necessidade e
a importancia de se pesquisar varios genes do cluster mcy para inferir sobre a possivel
presenca da toxina. Nas restantes datas do Marco e a 15-Out no Torrdo, foram
detectados os genes mcyA, mcyB e mcyE sem que se tenha detectado a toxina,
confirmando que a toxina ndo é sempre produzida quando ocorrem os genes. A 29-Out
no Torrdo o gene mcyB néo foi detectado, assim como a toxina. Outros estudos tém
igualmente detectado uma relacdo entre os métodos moleculares e a quantificacdo da
toxina. Boaru (2006) encontrou uma relacdo entre a presenca dos genes mcyA e mcyB
(analisado por PCR) e a presencga de toxina (determinada por ELISA) em amostras
ambientais de rios da Roménia. Em lagos na Finlandia, Vaitomaa e colaboradores (2003)
detectaram uma relacd@o, na maioria dos casos entre o numero de copias do gene mcyE
(determinado dor RT-gPCR) e o contetido de microcistinas.

O contetdo de microcistinas ndo pode ser relacionado com a biomassa de géneros
de cianobactérias potencialmente produtores de toxinas (Dittmann e Bdrner 2005). Dois
factores podem contribuir para as flutuacées no conteddo de microcistinas em amostras
naturais, a curto e longo prazo. Em primeiro, factores ambientais podem ter impacto nas
taxas de producdo de microcistina celular e, em segundo, as variacbes nas
concentracdes de microcistinas detectados podem ser o resultado de alteracées nas
dindmicas populacionais que levam a variages na proporgdo de genotipos toxicos dentro
das populac¢des de cianobactérias (Dittmann e Bérner 2005).

Quesada e colaboradores (2004) realizaram um estudo sobre a ocorréncia de
cianobactérias em Espanha, verificando o aparecimento de cianobactérias
potencialmente toxicas por todo o pais, sendo que estes organismos dominam as
comunidades fitoplanctonicas em pelo menos uma época do ano. Dados bibliogréficos
descritos neste trabalho, relativos a Europa, demonstram que cerca de 70% das

amostras potencialmente toxicas, séo toxicas (Quesada et al. 2004).

70



Discusséao

As microcistinas encontram-se maioritariamente no interior das células, sendo
libertadas aquando da morte celular. Assim, no momento de ocorréncia de uma
florescéncia de cianobactérias a toxina estara presente tanto na agua (toxina extracelular,
livre ou dissolvida) e nas células das cianobactérias (intracelular) (Apeldoorn et al. 2007).
No presente trabalho foram determinados estes dois valores de microcistina por cada
data. Em quase todas as datas amostradas, a quantidade de toxina livre foi abaixo do
limite de deteccao deste método, pelo que se considera que a toxina se encontrava
guase a 100% no interior das células. A Unica excepc¢dao foi na data de 1-Out, no Torréao,
em que 16% da toxina ja se encontrava dispersa no meio. Estes valores apontam para
gue as cianobactérias estivessem a entrar num estado de senescéncia, havendo
libertacdo da toxina para o ambiente. Por RT-gPCR verificou-se que de 1-Out para 15-
Out, no Torrdo, ocorre uma diminui¢cdo da quantidade total das cianobactérias. A quase
inexisténcia de toxina dispersa no meio na albufeira do Torrdo tem sido observada
noutros trabalhos. Nas amostragens realizadas entre Setembro e Outubro, Vale (2005)
nao detectou toxina dispersa no meio, sendo que os valores que detectou correspondiam
sempre a toxina no interior das células. Pereira (1998) ndo detectou microcistina dispersa
na dgua contudo, nas células os valores maximos detectados foram de 0,95 ug/L.

A gquantidade de toxina determinada a 1-Out no Marco foi bastante elevada (10,62
pg/L). Vale (2005) determinou valores maximos de toxina total entre os meses de Junho e
Agosto na albufeira do Torrdo. Entre Setembro e Outubro, a referida autora apenas
verificou valores de 0,2 pg/L. Martins (2007) detectou valores de concentracdo de
microcistinas totais de 1,4 a 142,5 yg MC-LR/L.

Os valores detectados neste trabalho e os observados na bibliografia apontam para
um agravamento da situacdo, uma vez que a toxina parece estar a persistir por um maior
namero de meses, nao se restringindo apenas aos meses de verdo. Vasconcelos (1994)
e Oudra e colaboradores (2001) ja tinham observado, em cursos de agua naturais de
Portugal e Marrocos, respectivamente, que a ocorréncia de cianobactéria e toxinas nao
era confinado aos meses de veréo.

O valor limite de microcistinas-LR na legislacdo Portuguesa, para aguas para
consumo, é de 1ug/L. O NHMRC (National Health and Medical Research Council),
pertencente ao governo australiano (NHMRC, 2008) propde um valor guia de um maxino
de 10ug/L de microcistinas totais em aguas recreativas. A derivagdo deste valor teve por
base os valores guia de concentracdo de cianobactérias em &guas recreativas da
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2003). As concentra¢cfes detectadas por ELISA
no presente trabalho foram, no Marco a 1-Out, cerca de 10 vezes superior aos legislados

e semelhantes aos referidos pela OMS para dguas recreativas.
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Os niveis de microcistina observados podem ter relevancia ecoldgica para o rio
Tamega, até porque varios estudos tém provado que quantidades de microcistina
dissolvida de apenas 1 pg/L sdo suficientes para reduzir o crescimento de espécies
heterotroficas e afectar negativamente a actividade microbiana, alterando a viabilidade
alimentar de protozodrios e metazoarios, ainda que temporariamente (Moreno et al.
2003). Assim, as consequéncias ecoldgicas das toxinas das cianobactérias séo a
diminuicéo do crescimento de organismos bacterianos, reducéo do potencial crescimento
do zooplancton, incapacidade de espécies mais sensiveis se desenvolverem e
acumulacédo de toxinas ao longo da cadeia trofica (Moreno et al. 2003).

A quantificagéo de toxinas por ELISA é simples e rapida de executar, providenciando
uma estimativa da quantidade de microcistinas com um processamento minimo de
amostra. Nem todas as toxinas tém a mesma afinidade para os anticorpos assim, a
quantificagcdo por ELISA esta dependente da capacidade dos anticorpos reconhecerem
as variantes de microcistina presentes na amostra (McElhiney e Lawton 2005). Os testes
comerciais de ELISA tém demonstrado a ocorréncia de reacgbes cruzadas, sendo
apenas capazes de determinar a toxina em termos de MC-LR equivalentes, podendo, por
vezes, a quantidade de toxina ser subestimada para algumas variantes (An e Carmichael
1994).

O teste de ELISA mede a concentracdo total de toxina numa dada amostra.
Recorrendo a HPLC-DAD ¢é possivel discernir entre diferentes isoformas de microcistinas
com base no seu tempo de retencdo e nas caracteristicas do espectro de absor¢cdo UV
(Rapala et al. 2002; Apeldoorn et al. 2007). O comprimento de absor¢cdo UV a 238 nm,
caracteristico das microcistinas e nodularinas deve-se ao aminoacido ADDA, permitindo a
analise das toxinas por HPLC (Msagati et al. 2006; Sangolkar et al. 2006). A maioria das
microcistinas tém um maximo de absorvancia a 238 nm, mas algumas variantes com
aminoacidos aromaticos, como a microcistina-LW, que possui triptofano, ttm um maximo
de absorvancia a 222 nm (Msagati et al. 2006; Sangolkar et al. 2006).

No presente trabalho, por HPLC néo foi possivel detectar ou quantificar as
microcistinas. Esta auséncia, quando comparada com o ensaio de ELISA, pode-se dever
ao facto de os limites de deteccdo de microcistinas por HPLC serem relativamente
elevados (1000 vezes superiores aos de ELISA).

Outro inconveniente deste método deve-se a necessidade do uso de padrbes da
toxina, 0s quais apenas existem para um pequeno numero de isoformas, além do preco
elevado e dos volumes reduzidos que sédo comercializados (Rapala et al. 2002;
Apeldoorn et al. 2007). Assim, devido a auséncia de padrdes das diferentes variantes de
microcistinas, os resultados s&o expressos em MC-LR equivalente (McElhiney e Lawton

2005; Sangolkar et al. 2006). Este método é igualmente tecnicamente bastante exigente,
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pois necessita de varios passos de processamento e analise em laboratério, 0os quais sdo
extremamente morosos.

Uma vez que o método de ELISA é facil de executar e os seus limites de deteccédo se
encontram dentro dos necessarios por lei para quantificacdo, deve ser encarado como
um possivel método para implementacdo em monitoriza¢cdes de rotina, tanto em aguas
recreativas, como nas para captagcdo para consumo humano (Rapala et al. 2002).
Contudo, devido a impossibilidade de discernir entre diferentes variantes de microcistina,
este método ndo pode substituir o método de HPLC-DAD.

Por espectrometria de massa, como MALDI-TOF MS, é possivel uma detec¢cdo mais
sensivel e uma identificacdo mais precisa das variantes de microcistina presentes,
mesmo quando a quantidade de microcistina é bastante reduzida. Este método
providencia a massa molecular de todos os péptidos da amostra permitindo uma
identificacdo das diferentes variantes de microcistinas presentes. A principal
desvantagem deste método reside no facto de ndo ser possivel a quantificagdo (WHO
1999). Quando aliada a técnicas como ELISA, o MALDI-TOF MS pode ser bastante
importante, podendo ser usado para confirmar a presenca de microcistinas e quais as
variantes presentes.

A andlise de MALDI-TOF MS néo estava prevista realizar no inicio do trabalho, pelo
gue, no momento de mostragem néo foi recolhido nenhum volume com este propdésito
nem as amostras foram logo liofilizadas com vista a que ndo ocorresse qualquer
degradacado da toxina até posterior analise. Assim, a amostra liofilizada para MALDI-TOF
MS foi o volume que tinha restado da andlise de ELISA. Estas amostras ja tinham cerca
de 6 meses, foram varias vezes congeladas e descongeladas e mantidas a luz durante
longos periodos. Uma vez que se tratava de uma amostra natural, na prépria agua
também poderiam surgir constituintes que potenciassem a degradacdo da toxina.
Segundo Dawson (1998), em condicdes de laboratério, amostras ambientais com niveis
de MC-LR de cerca de 10pg/L sofrem degradacdo da toxina em menos de uma semana
(Dawson 1998). Para além destes factores, a quantidade extremamente reduzida de
amostra liofilizada, pode ter contribuido para os resultados negativos de microcistina na
maioria das amostras. Assim, apesar de s6 no Marco a 1-Out se ter detectado a presenca
de microcistina-LR, ndo se pode considerar, no presente trabalho, que nas restantes
datas e locais esta toxina, ou outras variantes ndo pudessem também ocorrer. De futuro,
serd aconselhado que seja recolhido um volume de amostra e devidamente
acondicionada com este prop6sito, mesmo gue depois a analise ndo seja efectuada.

Em amostras naturais, Vasconcelos e colaboradores (1996), verificaram que a
variante de microcistinas mais comum em cursos de agua portugueses era a

microcistina-LR, variando no contelido total de microcistinas entre 45,5% a 99,8%. Além
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destas variantes também detectaram as variantes —YR, -RR, e [D-Asp’]JMC-LR. No
Marco, a 1-Out, por MALDI-TOF MS, para além de MC-LR, também foram identificados
aeruginosamida, anabaenopeptina A e F e microviridina. Segundo Saker e colaboradores
(2005b), estirpes que produzem microcistinas ndo produzem anabaenopeptinas nem
aeruginosamidas. Assim, o facto de estarem todos estes péptidos a serem produzidos na
amostra natural do Marco aponta para que sejam diferentes estirpes a produzi-los.

A espécie Aphanizomenon flos-aquae foi identificada nesta albufeira, ja tendo sido
descrita como produtora de cilindrospermopsina (Preuf3el et al. 2006). Assim, apesar de
nao se ter identificado, nem por andlise microscépica, nem por PCR a presenca da
espécie C. raciborskii, poderia estar a ser produzida a toxina nesta albufeira. Contudo, a
inexisténcia de amplificagdo dos fragmentos PS e PKS da cilindrospermopsina apontam
para que ndo esteja a ser produzida esta toxina neste local. A auséncia desta toxina foi
confirmada por ensaio imunoldégico ELISA, em que todos os resultados foram negativos,
encontrando-se de acordo com os esperados de acordo com os resultados de PCR

convencional.

3.3.  Amostras ambientais para optimizacédo do volume de amostragem

Para as amostras do Marco, por PCR convencional, ndo se verificou qualquer
variagdo nos resultados, que dependesse do volume amostrado.

No Torrdo, para o gene mcyE e para o fragmento HEP, a 19-Set, s6 para 0 menor
volume amostrado é que foi obtida amplificagdo. Possivelmente estes genes ndo existiam
em grandes quantidades na amostra inicial e, aliado ao facto de que num maior volume
de uma amostra ambiental, maior € o niUmero de contaminantes e factores ambientais
gue podem interferir com a reaccdo de PCR, poderdo explicar porque € que a
amplificacdo sé ocorreu para 0s menores volumes. Esta inibicdo pode ocorrer a trés
niveis: os inibidores podem impedir a exposicdo ao DNA alvo, podem causar a
degradacdo do DNA ou inibir a actividade da polimerase (Baker et al. 2001; Hisbergues et
al. 2003). Os acidos humicos séo os inibidores ambientais mais comummente reportados
nas amostras, tendo-se ja verificado que inibem a actividade da Taq polimerase na
reaccao de PCR (Baker et al. 2001). Com vista a melhoria dos resultados na analise de
PCR e para diminuir os efeitos ambientais, foi adicionado a reac¢cdo BSA (bovine serum
albumin), o qual se liga aos inibidores, ndo possibilitando que estes interfiram na reac¢ao
(Hisbergues et al. 2003; Ouellette et al. 2006). Furukawa refere igualmente que a
existéncia de uma grande quantidade de pigmentos fotossintéticos pode inibir as

reaccdes de PCR (Furukawa et al. 2006).
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Na data de 1-Out, também no Torrdo, para o gene mcyE, a amplificacdo foi
confirmada para o menor e para o maior volume, mas ndo para o volume de amostragem
intermédio (500mL). As amostras naturais de agua ndo sdo homogéneas e, colheitas,
ainda que simultaneas, ndo sao copias umas das outras, pelo que pode ter ocorrido que,
para o volume de 500 mL, se tenha retirado uma amostra com menor quantidade de
cianobactérias, ndo ocorrendo nenhuma estirpe com este gene, ou apenas em infimas
guantidades, ou a amostra poderia ter uma maior quantidade de contaminantes
ambientais, sendo que as quantidades de BSA adicionadas a reaccdo nao foram
suficientes para contrariar os efeitos negativos provocados por estes componentes na
reaccao.

Por RT-gPCR foi possivel observar que as amostras do Marco apresentaram maior
namero de células de cianobactérias equivalente por mililitro do que as amostras do
Torrdo, nas duas datas amostradas. A 1-Out, no Torrdo, a quantidade de células de
cianobactérias ja era bastante reduzido, sendo que, o volume amostrado ndo parece ter
interferido muito nos resultados. Estes resultados apontam para que quanto mais limpida
a agua, menos interfere o volume de amostragem nos resultados. A escolha de menores
volumes torna-se importante essencialmente quando existe uma grande quantidade de
células por mililitro.

O maior volume amostrado ndo foi necessariamente aquele em que se obteve
menores quantificagdes. Por exemplo, a 19-Set no Marco, o numero de células com o
gene mcyA para o volume de 250 mL foi inferior ao da amostra de 500 mL. Para o
mesmo local e data, 0 gene mcyB foi quantificado para os volumes de 15 mL, 50 mL e
500 mL, mas, no volume de amostragem de 250 mL s6 foi possivel a detec¢ao. Tal como
na andlise de PCR convencional, factores ambientais podem ter interferido nestes
resultados, até porque na analise de PCR em tempo real ndo foi adicionada a reaccao
BSA.

O limite de deteccdo na analise de RT-qPCR foi extremamente baixo, tendo este
método mostrado ser mais sensivel que o PCR convencional para a deteccdo de genes
envolvidos na produgéo da toxina. Por exemplo, por RT-gPCR néo foi possivel quantificar
0 gene mcyB no Torrdo contudo, ele foi detectado por andlise dos “melting peaks”, ao
passo de que por PCR convencional ndo tinha sido detectado o gene em nenhum dos
volumes amostrados, para nenhuma das datas.

Embora a técnica de PCR em tempo real seja cada vez mais aceite como um
instrumento para analisar a composi¢cdo de comunidades de cianobactérias, um dos
principais problemas deste método reside na dificuldade de converter as quantidades de
genes em quantidades de células que possuem esses genes, podendo conduzir a

resultados erréneos de enumeracdo de quantidades de células em amostras naturais.
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Por RT-gPCR foram quantificadas, no Marco, maior niumero de copias para o fragmento
do 16S rRNA especifico de Microcystis sp., do que para o fragmento do 16S rRNA
comum a todas as cianobactérias. Com base nestes valores, a partida, seria de concluir
gue havia um maior nimero de células de Microcystis do que de cianobactérias.
Resultados semelhantes foram obtidos, igualmente em amostras naturais, para Rinta-
Kanto e colaboradores (2009), Kurmayer e Kutzenberger (2003) e Rasmussen e
colaboradores (2008a). Estes resultados podem dever-se ao uso do 16S rRNA como
alvo, tanto para a quantificacdo de cianobactérias, como de Microcystis, devido ao facto
de poderem existir até 4 copias deste operdo no genoma (Rinta-Kanto et al. 2005; Rinta-
Kanto et al. 2009), ou ainda a uma ma contagem de células dos controlos ou a
persisténcia de DNA alvo de células mortas em amostras naturais (Rasmussen et al.
2008a). Com base na existéncia de varias copias do gene 16S rRNA, qualquer estimativa
da densidade celular pode inferir erro na analise de RT-gPCR. Assim, com vista a
melhorar este tipo de andlise, em trabalhos futuros, deve-se recorrer a amplificacao de
genes mais conservados, com apenas uma coépia por genoma, como € o caso das
regides conservadas ITS (internal transcribed space) entre os genes 16S rRNA e 23S
rRNA (Iteman et al. 2000; Dittmann e Bdrner 2005) e do mcyD (Rinta-Kanto et al. 2005).
No presente trabalho, observou-se que o limite de deteccdo para a reaccdo para
amplificacdo do fragmento do 16S rRNA especifico de Microcystis sp., foi menor que o
para o fragmento do 16S rRNA partilhado por todas as cianobactérias. Estes valores
indicam que provavelmente a reaccao esta mais optimizada para o m16S rRNA que para
0 16S rRNA. O facto da reaccéo nao estar tdo bem optimizada, pode explicar os menores
valores de quantificacao.

Por analise de ELISA, nas duas datas (15-Out e 29-Out), para henhum dos volumes
amostrados foi detectada a toxina, ndo sendo possivel inferir sobre a interferéncia do

volume nos resultados.

3.4. Estirpes isoladas

A purificacdo e cultura de cianobactérias pode ser dificil e morosa, sendo mais
facilmente cultivadas quando acompanhadas por bactérias heterotréficas (Nubel et al.
1997). Assim, as culturas obtidas no presente trabalho foram puras mas ndo axénicas.

A quantidade de microcistina produzida por uma determinada populacdo de
cianobactérias em cultura é directamente proporcional a taxa de crescimento da cultura,
sendo que a maior producdo ocorre na etapa final da fase de crescimento exponencial
(Funari e Testai 2008). Assim, a extraccdo de amostra para ELISA e MALDI-TOF MS foi

feita durante a fase de crescimento exponencial.
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Microscopicamente ndo é possivel discernir entre estirpes toxicas e nado tbxicas
(WHO 1999; Baker et al. 2002; Dittmann e Wiegand 2006). Diferentes estirpes de uma
mesma espécie podem ser morfologicamente idénticas mas diferir na producéo da toxina
(Baker et al. 2002). O uso de métodos moleculares permitiu o desenvolvimento de
métodos de identificacdo de cianobactérias potencialmente téxicas. Contudo, o facto de
geneticamente serem capazes de produzir a toxina (toxigénicas) nao significa que a
toxina esteja a ser produzida. Para confirmar que uma espécie de cianobactéria é
realmente toxica é essencial que se isole a espécie em cultura pura, podendo
posteriormente detectar-se e quantificar-se as concentragcdes de toxina (WHO 1999).

Estirpes de cianobactérias produtoras de microcistinas possuem um cluster de genes
de microcistina sintetase (mcy), essencial para a producdo da toxina (Rinta-Kanto et al.
2009). Estirpes ndo produtoras, geralmente ndo possuem o cluster ou entdo contém uma
copia incompleta deste, ndo conseguindo produzir a toxina (Rinta-Kanto et al. 2009). Com
o aumento do uso de técnicas de biologia molecular, a amplificacdo de fragmentos de
genes por PCR tem provado ser um método simples e sensivel para diferenciar entre
estirpes potencialmente produtoras ou ndo de microcistinas. Esta técnica tem varias
vantagens quando comparada com os métodos tradicionais de monitorizacdo da
qualidade da agua para cianobactérias, incluindo a rapidez, simplicidade e o baixo limite
de deteccao (Ouellette e Wilhelm 2003).

A andlise foi feita para 22 estirpes, para deteccdo por PCR dos genes 16S rRNA
(fragmento especifico de todas as cianobactérias),16S rRNA (fragmento especifico de
Microcystis sp.), mcyA, mcyB, mcyE e para o fragmento HEP, o qual amplifica tanto uma
regido do gene mcyE, envolvido na sintese de microcistina, como uma regido do gene
ndaF, envolvido na sintese de nodularina. Destas estirpes, as identificadas como
Limnothrix sp. e M. wesenbergii ndo possuiram qualquer gene envolvido na producao de
microcistina e/ou nodularina. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Via-
Ordurika e colaboradores (2004), em 13 cursos de agua de 9 paises Europeus, onde ndo
foi detectada a amplificacdo de nenhum gene mcy para estirpes de M. wesenbergii.

No presente trabalho foram identificadas estirpes de Microcystis aeruginosa com os 4
genes envolvidos na producéo das toxinas pesquisados (estirpes 9 e 16), outras s6 com
alguns (estirpes 5, 15, 18 e 19) e outras sem nenhum (estirpes 6, 7, 8 e 17). A
guantificacdo de microcistina por ELISA foi apenas realizada para as estirpes de M.
aeruginosa 6, 7, 9, 15, 16, 19. Foi ainda realizada para a estirpe 1, Aphanizomenon flos-
aguae, que tinha apresentado resultados positivos para o gene mcyE por PCR.

Estirpes de M. aeruginosa isoladas no mesmo local e na mesma data, como é o caso,
por exemplo, das estirpes 8 e 9, apresentaram grande variagdo genética, ocorrendo na

mesma florescéncia estirpes potencialmente produtoras e nao produtoras de microcistina.
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Num estudo realizado por Moreno e colaboradores (2004) no rio Guadiana foram
igualmente observadas estas variacdes entre estirpes da mesma florescéncia. Otsuka e
colaboradores (2001) concluiram que nas diferentes morfoespécies de Microcystis podem
surgir estirpes produtoras e ndo produtoras de microcistinas. Estes resultados suportam a
hipétese de que as florescéncias naturais de M. aeruginosa sao compostas por estirpes
guimicamente e geneticamente diversas, e que o crescimento de diferentes quimio-tipos
pode contribuir para uma grande variacdo do conteudo toxico.

No presente trabalho foram isoladas poucas estirpes de M. aeruginosa por data e
local, ndo sendo suficientes para inferir sobre a percentagem de estirpes produtoras de
microcistinas, versus estirpes ndo produtoras. Varios estudos até hoje realizados
apontam para que mais de 50% das estirpes de M. aeruginosa presentes em amostras
naturais serem produtoras de microcistinas (Vasconcelos et al. 1995; Vasconcelos et al.
1996; Via-Ordorika et al. 2004; Saker et al. 2005a; Martins et al. 2009).

Apenas estirpes de M. aeruginosa positivos para os genes mcyA, mcyB, mcyE e para
o fragmento HEP (estirpes 9 e 16) foram positivos para microcistina no ensaio
imunologico, com valores de toxina acima dos previstos pela legislagdo (1 uyg MC-LR
equivalentes/L). Os resultados observados encontram-se de acordo com a bibliografia,
em que apenas estirpes que possuem o0 cluster de mcy completo € que produzem
microcistina (Martins et al. 2009). A estirpe de A. flos-aquae também apresentou valores
de 0,28 pyg MC-LR equivalentes/L por ELISA.

SO as estirpes que por ELISA apresentaram a presenca da toxina é que foram
enviados para MALDI-TOF MS para determinacdo dos péptidos e variantes de
microcistinas presentes nas amostras. Para as estirpes de M. aeruginosa houve uma
relacdo entre os resultados obtidos nos varios ensaios, em que sé as estirpes com os 4
genes envolvidos na producdo da toxina foram positivos no ensaio imunolégico de ELISA,
confirmando-se posteriormente por MALDI-TOF MS a presenga de microcistina nessas
duas estirpes. A microcistina-LR foi a Unica variante de microcistina determinada na
estirpe 16. Martins e colaboradores (2009), em amostras do Marco detectaram uma
grande variedade de variantes de microcistinas, sendo as mais comuns MC-LR, -FR, -
WR e —YR. Numa dessas amostras, tal como no presente trabalho, apenas uma variante
de microcistina foi detectado (Martins et al. 2009). Em M. aeruginosa isoladas de cursos
de agua do norte e centro de Portugal, foram detectadas as variantes MC-LR (a mais
comum), -LA, -RR e —-YR (Vasconcelos 1995). Em muito menores quantidades,
Vasconcelos (1995) também identificou a presenca de MC-AR e [D-Asp’]JMC-LR. Via-
Ordorika e colaboradores (2004), em 13 cursos de agua de 9 paises europeus

determinaram que as variantes de microcistina mais comuns em estirpes de Microcystis
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eram MC-LR, -RR e —YR. Saker e colaboradores (2005a), além destas trés variantes,
também detectou na albufeira do Torréo a variante MC-WR.

Welker e colaboradores (2006) investigaram a diversidade de péptidos em col6nias
individuais de Microcystis por MALDI-TOF MS e demonstraram a presenca de
microcistinas, aeruginosinas, microgininas, anabaenopeptinas e cianopeptolinas.

Trabalhos realizados por Fastner e colaboradores (2001), Saker e colaboradores
(2005a) e Martins e colaboradores (2009), verificaram que determinados péptidos, como
aeruginosinas estdo ausentes quando microcistinas sdo produzidas. No presente trabalho
verificou-se, para a estirpe de Microcystis aeruginosa n° 16 a producdo simultdnea de
aeruginosinas e MC-LR. Na estirpe 9 nao foi possivel, por MALDI-TOF MS determinar
com certeza se estava a ocorrer a producdo de microcistina ou de cianopeptolina. A
confirmacdo s6 seria possivel por fragmentacdo PSD (post-source decay). Para esta
mesma estirpe também foi identificada a presenca de microviridina. Os resultados de
ELISA apontam para a presencga de microcistina mas, Welker e colaboradores (2004)
reportaram que a produgédo de microviridina ocorre simultaneamente com a producéo de
cianopeptolina.

Para a estirpe de A. flos-aguae tinha sido detectada a toxina por ELISA mas, por
MALDI-TOF MS n&o se detectou qualquer variante de microcistina. Uma vez que as
estirpes isoladas produzem uma grande variedade de outros metabolitos secundarios,
outros componentes, para além das microcistinas, podem ter contribuido para os
resultados positivos obtidos por ELISA. Reac¢des cruzadas em ensaios de ELISA tém
sido reportados, ja existindo kits de ELISA com anticorpos de regies mais conservadas
da toxina, como para o aminoacido ADDA (Metcalf e Codd 2003).

Martins e colaboradores (2009) obtiveram resultados semelhantes aos do presente
trabalho. De 47 estirpes isoladas, 28 (60%) foram positivas para os genes mcyA e mcyB,
por andlise de PCR, indicando a presenca de genes envolvidos na producdo de
microcistinas (Martins et al. 2009). Estes resultados estavam de acordo com o0s obtidos
por ELISA e MALDI-TOF MS, uma vez que as amostras com 0s genes mcyA e mcyB
mostraram ter quantidades detectaveis de microcistinas por ensaio imunolégico e pelo
menos uma variante de microcistina por analise MALDI-TOF MS (Martins et al. 2009). As
Unicas excepcdes foram em duas amostras do Marco, que apesar da presenca de genes
envolvidos na biossintese da toxina e da confirmacdo da presencga da toxina por ELISA,
ndo apresentaram microcistina por anélise MALDI-TOF MS (Martins et al. 2009). Por
outro lado, nenhuma amostra negativa para os genes mcyA e mcyB por PCR apresentou
a producéo da toxina (Martins et al. 2009).

Este estudo demonstra que as técnicas moleculares sdo Uteis para a pesquisa em

laboratério de genes codificantes das microcistinas, tendo estes resultados uma boa
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correlagcdo com os obtidos por MALDI-TOF MS, que se trata de uma técnica muito mais

dispendiosa.
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4. Conclusao

Na albufeira do Torrdo verificou-se a ocorréncia de cianobactérias, assim como a
producdo de microcistinas. A concentragdo, tanto de cianobactérias como de
microcistinas, foi sempre superior no Marco, quando comparada com o Torréo,
apontando para um efeito de dissolugdo ao longo do rio Tamega. A espécie M.
aeruginosa foi dominante durante as duas primeiras datas de amostragem, comec¢ando a
sua ocorréncia a diminuir no final do Veréo, e aumentando a ocorréncia de A. flos-aquae,
espécie dominante na Ultima data de amostragem. Contudo, a espécie M. aeruginosa
parece ser a com maior importancia a nivel desta albufeira, devido tanto a sua
dominancia, como por aparentar ser a principal produtora de microcistinas.

A espécie Cylindrospermopsis raciborskii, apesar de ja ter sido identificada como uma
invasora em climas temperados, inclusive no centro e sul de Portugal, ndo foi encontrada
na Albufeira do Torrdo. A cilindrospermopsina, que também pode ser produzida pela
espécie Aphanizomenon flos-aquae, a qual foi identificada na albufeira do Torréo, nao foi
detectada neste local.

Tendo em conta que as cianotoxinas representam um sério problema em &aguas
usadas para consumo humano ou para fins recreativos, como € o caso da Albufeira do
Torrdo, maiores conhecimentos sobre a ocorréncia desta espécie e suas toxinas sao
importantes. Além do mais, o local de amostragem do Marco encontra-se préximo de um
ponto de captacdo de &gua para abastecimento publico e, os tratamentos usualmente
utilizados nas Estacbes de Tratamento de Agua (ETA) ndo séo eficazes na remogéo de
cianotoxinas, pelo que existe o risco delas estarem presentes na agua destinada a
consumo humano.

A identificacdo das cianobactérias, realizada por microscopia 6ptica, numa primeira
fase, mostrou ser essencial, pois permitiu determinar qual a melhor abordagem a seguir.

Devido a enorme variagdo e complexidade da distribuicdo das cianobactérias, a
deteccédo por PCR de clusters de genes demonstrou ser uma forma fécil para identificar a
possivel presenca de compostos secundarios como as microcistinas. Estas técnicas
foram facilmente empregues tanto em culturas, como em amostras ambientais.

Este trabalho demonstrou a importancia dos métodos moleculares na implementacéo
de uma monitorizacéo de rotina. Em cursos de agua dominados por M. aeruginosa, sera
de interesse a implementacdo de um método que procure pelo menos dois genes do
cluster, pertencentes a operdes diferentes, como é o caso do mcyA e do mcyE. A
presenca dos genes mcy, no presente estudo, pode ser correlacionada com a formacéao

de microcistinas. SO espécies com todos os genes do cluster de microcistina pesquisados
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€ que foram toxicas. Por outro lado, foi possivel verificar que a presenca destes genes
nao se reflecte necessariamente na producéo das toxinas.

Por PCR em tempo real, verificou-se, em algumas datas, que a presenca de genes
envolvidos na producédo da toxina poderiam corresponder a existéncia de outras espécies
potencialmente produtoras, que ndo M. aeruginosa. Assim, em trabalhos posteriores seria
interessante a focagem na pesquisa de outras espécies e determinagdo das suas toxinas
nesta albufeira.

A técnica de RT-gPCR, no presente trabalho, mostrou ser mais sensivel para
deteccdo de genes que a técnica de PCR convencional, tendo sido ainda capaz de
guantificar o namero de genes. Esta quantificagdo, de futuro, podera ser essencial em
monitoriza¢des de rotina, devido a rapidez com que se obtém os resultados, evitando
assim a quantificagdo de cianobactérias por microscopia. Os genes escolhidos na
amplificacdo de PCR em tempo real, nomeadamente os para identificagdo de
cianobactérias e do género Microcystis, ndo foram os mais adequados, pois podem surgir
varias copias destes genes por genoma, resultando em quantificacdes que nao
correspondem as reais. Assim, devera ser tido em consideracdo a escolha de regides do
genoma mais conservadas, onde s surja uma copia de cada gene. Igualmente, deve ser
feita uma optimizacdo da reaccdo para que os resultados obtidos possam ser 0s mais
proximos da realidade.

No presente trabalho verificou-se, que numa amostra natural ocorrem, dentro da
mesma espécie, estirpes potencialmente produtoras de microcistinas e outras nao
produtoras. Assim, as populacées naturais de Microcystis sdo constituidas por
organismos geneticamente diferentes, cada qual com diferentes tolerancias a factores
ambientais e diferentes potenciais toxicos. Esta variedade pode explicar as oscilagcdes de
microcistinas em ambientes naturais. Das estirpes isoladas, correspondendo as espécies
de M. aeruginosa, M. wesenbergii, A. flos-aquae e Limnothrix sp., s6 as estirpes de M.
aeruginosa é que apresentaram ser toxigénicas e produtoras da toxina.

O conhecimento dos factores ambientais que afectam a producdo da toxina é
indispensavel para a compreensao da ecologia de cianobactérias toxicas, sendo que a
monitorizacdo da expressao geénica da toxina e a abundancia desta, em resposta a uma
variedade de factores fisicos, quimicos e bidticos é essencial.

Para a quantificacdo de microcistinas, os métodos imunologicos de ELISA mostraram
ser mais adequados que os de cromatografia (HPLC), uma vez que o limite de detecc¢éo
por este método € inferior ao imposto pela legislagdo em vigor. A quantificacdo por
ELISA, para monitorizacdo da qualidade das 4guas deve sempre contemplar a analise de
microcistinas totais, ou seja, tanto endo como exotoxinas. O facto de por HPLC né&o ter

sido detectada a presenca da toxina, ndo significa que este método ndo se adeque e uma
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monitorizacao de rotina. Este método tem grandes vantagens, quando comparado com a
técnica de ELISA, pois permite distinguir entre variantes de microcistina.

As técnicas moleculares, quando usadas em combinacdo com outras, como a de
ELISA, demonstraram ser bastante Uteis, devido a rapidez, sensibilidade e a capacidade
de se poder adequar a uma monitorizacao de rotina.

Por MALDI-TOF MS foi possivel verificar que nas amostras naturais e nas estirpes
isoladas surgem diferentes tipos de compostos produzidos por cianobactérias, para além
das microcistinas. A variante microcistina-LR foi a Unica microcistina identificada. Para a
obtencdo de melhores resultados, em trabalhos futuros, um maior volume de amostra
deve ser preparado para a analise de espectrometria. Uma vez que inimeros factores
podem interferir com a degradacdo de cianotoxinas, as amostras devem ser o mais
brevemente preparadas para este tipo de andlise.

Normalmente, os volumes de amostragem sao relativamente elevados, podendo
dificultar o transporte e o seu rapido processamento em laboratério. Neste trabalho,
verificou-se, que de uma maneira geral, volumes tdo pequenos como de 50 mL parecem
ser suficientes para a obtencdo de bons resultados. Contudo, este volume de
amostragem n&o pode ser generalizado. Para cada local de amostragem, a quantidade
de cianobactérias presentes no local, assim como a quantidade de sedimentos e de
inibidores naturais vao interferir na escolha deste volume. Quanto maior a quantidade de
cianobactérias, de sedimentos e de inibidores naturais, menor devera ser o volume
amostrado. Em trabalhos futuros, sera de interesse fazer uma correlacdo entre volumes
de amostragem, turbidez das aguas, e quantidades de DNA presentes nas amostras.

Através do uso de técnicas de microscopia, moleculares, de HPLC e de ELISA, foi
possivel, no presente trabalho, demonstrar a presenca de cianobactérias toxicas na
albufeira do Torrdo. Esta ocorréncia ndo se restringiu apenas aos meses mais quentes,
sendo que as maiores concentracfes de toxina foram determinados no inicio do més de
Outubro. A aplicacdo de todos estes métodos permitiu detectar, diferenciar, quantificar e
monitorizar cianobactérias toxicas e cianotoxinas. Diferentes métodos providenciam
diferentes informagfes, por vezes complementares, sendo que este tipo de analise
multidisciplinar é necessaria porque nenhum método é suficientemente completo para se
poder obter toda a informacg&o necesséaria.

Através dos resultados verificou-se que uma analise multidisciplinar parece ser a mais
acertada para inferir sobre a ocorréncia das florescéncias e producgdo da toxina: (1) por
exame microscopico obtém-se informacéo sobre a densidade, diversidade e composigéao
das espécies, sugerindo a existéncia de espécies toxicas; (2) por PCR é possivel a
pesquisa nas amostras ambientais de genes envolvidos na producdo da toxina e das

principais espécies produtoras, inferindo sobre a possivel producdo de toxina; (3) por
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ELISA é possivel a quantificagdo da toxina, uma vez que é um método sensivel,
especifico e facil de realizar; (4) nos casos em que a producédo da toxina for confirmada, o
isolamento e cultura das possiveis estirpes toxicas, é essencial para compreensao das
dindmicas de producédo de toxina; (5) por ultimo, para as amostras positivas para a toxina,
por ELISA, para analise qualitativa e quantitativa devem ser empregues métodos como o
de HPLC e o de MALDI-TOF MS.

A elevada e rapida variacdo da densidade de fitoplancton tornam dificil de definir
estratégias de amostragem. Variacdes toxicas observadas tanto inter como intra estirpes
de cianobactérias amostradas, reflectem a natureza imprevisivel das florescéncias, no
gue respeita a produgdo da toxina e a ocorréncia. A deteccdo precoce de estirpes de
cianobactérias toxicas em amostras de agua € indispensavel para a prevencdo de
problemas de saude publica, uma vez que permite a aplicacdo de medidas correctivas
antecipadamente. O uso de técnicas moleculares em combinacdo com a quantificagdo da
toxina providencia uma informag&o completa para proteccdo da populagéo de riscos para
a saude.
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As imagens presentes neste anexo referem-se aos resultados da amplificacdo dos genes por
PCR.

As figuras 1 a 6 correspondem aos resultados de PCR para as as amostras ambientais. As
figuras 7 a 13 aos resultados das amostras ambientais para optimizagdo dos volumes e as figuras
14 a 19 as estirpes isoladas. O marcador 100bp EZ Load Molecular Ruler (BioRad) foi o utilizado
para a figura 2. O marcador utilizado para as figuras figuras foi marcador 1Kb plus (Invitrogen)
(fragmentos de 100bp a 12kb).

Amostras ambientais

Legenda:
1 Marco 19-9 | 4 | Marco 29-10 | 7 | Torréo 15-10 | + | Controlo Positivo M6
2 Marco 1-10 | 5 | Torréo 19-9 | 8 | Torréo 29-10 | B | Branco
3 Marco 15-10 | 6 | Torréo 1-10

Figura 3 — Produto da amplificacdo do gene
codificante da microcistina sintetase (mcyA).

Figura 1 — Produto da amplificagdo do gene 16S
RNA Figura 4 — Produto da amplificacdo do gene

codificante da microcistina sintetase B (mcyB).

Figura 5 — Produto da amplificagdo do

genecodificante da microcistina poliquetidio sintase

(mcyE).

Figura 2 (a,b,c)— Produto da amplificagdo do gene

16S rRNA especifico de Microcystis.

Figura 6 — Produto da amplificacdo do gene
codificante da microcistina/nodularina sintetase
(mcyE/ndaF) (fragmento HEP).
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Amostras ambientais para optimizacao do volume

Legenda:

Marco 15 ml 19/9 Marco 250 ml 1/10 9

Torrdo 250 ml 19/9 13 | Torrdo 500 ml 1/10

Marco 50 ml 19/9 Marco 500 ml 1/10 10

Torrdo 500 ml 19/9 14 | Torrdo 1000 ml 1/10

Marco 250 ml 19/9 Marco 1000 ml 1/10 | 11

Torrdo 1000 ml 19/9 | + | Controlo positivo

|N|O |01

AIWIN|F

Marco 500 ml 19/9 Torrdo 50 ml 19/9 12

Torrdo 250 ml 1/10 Branco

101112 13 4 4+ B

————

Figura 7 - Produto da amplificacdo do gene 16S
rRNA.

3‘31011121314+B

Figura 8 — Produto da amplificagdo por multiplex
PCR para os genes 16S rRNA especifico de
Microcystis, codificantes de microcistina sintetase
(mcyA) e microcistina sintetase B (mcyB).

&
6 7 89 10112134,

Figura 9 - Produto da amplificacdo do gene 16S

rRNA especifico de Microcystis.

8 9 10111213~

Figura 10 - Produto da amplificagdo do gene
codificante da microcistina sintetase (mcyA).

12345 ETHB 51011213

]

Figura 11 - Produto da amplificagdo do gene

codificante da microcistina sintetase B (mcyB).

Figura 12 - Produto da amplificagdo do gene
codificante da microcistina poliquetidio sintase
(mcyE).

3 4 6 66 7 8 9 10 11121314 + B

Figura 13 - Produto da amplificagdo do gene

codificante da microcistina/nodularina sintetase
(fragmento HEP).
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Estirpes isoladas

Legenda:

1 | Aphanizomenon flos-aguae | 9 | M. aeruginosa 16 | M. aeruginosa
2 | Limnothrix sp. 10 | M. wesenbergii 17 | M.aeruginosa
b3 | Limnothrix sp. 11 | M. wesenbergii 18 | M.aeruginosa
4 | Limnothrix sp. 12 | M. wesenbergii 19 | M.aeruginosa
5 | Microcystis aeruginosa 13 | M. wesenbergii 20 | M.wesenbergii
6 | M. aeruginosa 14 | Limnothrix sp. 21 | M.wesenbergii
7 | M. aeruginosa 15 | M. aeruginosa 22 | M.wesenbergii
8 | M. aeruginosa

234 58021 8"

a

23 4 5 BW 1213 1NN N R
=i

[ E e

- -
- .

17111618 &€ 91719 + B ¥ 1415 201 M2 + B

Figura 14 (a, b) - Produtos da amplificagdo do
gene 16S rRNA.

5 8 1012 13 + B

Figura 16 (a, b, ¢, d) - Produtos da amplificacédo

do gene codificante da microcistina sintetase

C 7 1118 6 9 17 18 + B (mcyA).

Figura 15 (a, b, c) - Produtos da amplificagdo do
gene 16S rRNA especifico de Microcystis.
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a

-

8 B 40 42 13 =+ B

4 5 BN NZEBUENANE « B gy

11 16 18 18

6 9 17 19+

16 18 18 +
Figura 18 (a, b, ¢) - Produtos da amplificacdo do
gene codificante da microcistina poliquetidio
sintase (mcyE).

4 58 W2 13 45 0HAN 2+ B

Figura 17 (a, b, c, d) - Produtos da amplificagéo
do gene codificante da microcistina sintetase B
(mcyB).

[
& 5 1713 + B

Figura 19 (a, b, c) - Produtos da amplificacéo do
gene codificante da microcistina/nodularina

sintetase (fragmento HEP).
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As sequéncias que se seguem referem-se as sequéncias amplificadas, através do
gene 16S rRNA, para determinacdo das espécies das estirpes em cultura. Todas as
sequéncias encontram-se no sentido 5 -3'. Os caracteres a vermelho e negrito
correspondem a nucleoétidos introduzidos as sequéncias originais, por comparagdo da

sequéncia inversa e complementar.

Estirpe 1 — Aphanizomenon flos-aquae

TTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGACGGTCTTTTAGGAGACAGTGGC
GGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCTTCAGGTTGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGAATGTGC
CGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAGAGACTACCAAGGC
GACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAA
ACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACAGAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGGGTCCGCAGGTGGCATTGTAAGTCTGCTGTTAAA
GAGTTTGGCTCAACCAAATAAGAGCAGTGGAAACTACAAAGCTAGAGTGTGGTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGAGACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTAGCTCGTAT
CGACCCGAGCTGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TGTCACGAATCCTGTGGAAACATGGGAGTGCCTTCGGGAGCGTGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAGGTTGGGCACTCTAG
AGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACA
CGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCGAATCTCGTAAACCGTAGCTCAGTTCAGAT
CGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCCAACCTATGGAGGGGGAT
GCCTAAGG

Estirpe 2 — Limnothrix sp.

TGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGGTTCTTCGGAACCTAGTG
GCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCCGATGT
GCCGCAAGGTGAAAGGTTAACTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAGAGACCCCCAAG
GCGACGATCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGACGAAGGCCTGTGGGTTGT
AAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGCTCTGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGG
TAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGTTTCGTAAGTCTGTCTTTAA
AGAGTGGAGCTTAACTCCATAAAGGGGATGGAAACTGCGAGACTAGAGGTAGGTAGGGGTAGAAGGAATTCCCAGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCAGCGAAGGCGTTCTACTGGACCAAACCTGACGCTCATGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTAT
CGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACA
TCCTGCGAATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGGACTCTAG
GGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACA
CGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGAAAACCCGGCCCCAGTTCAGA
TTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTGCCCGAAGTCATTACCCTAACCGCTTGCGGAGGG
GGATGCCTAAGGCA

Estirpe 3 — Limnothrix sp.

GGCTCAGGATGAACGCTGGCGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGATTCTTCGGAATCTAGTGGCGGACG
GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATACCCGATGTGCCGCAA
GGTGAAAGGTTAACTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAAGGACTACCAAGGCGACGA
TCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGACGAAGGCCTGTGGGTTGTAAACCTC
TTTTCTCAGGGAAGAAGCTCTGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACG

\Y,
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GAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGTTTCGTAAGTCTGTCTTTAAAGAGTGG
AGCTTAACTCCATAAAGGGGATGGAAACTGCGAGACTAGAGGTAGGTAGGGGTAGAAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCAGCGAAGGCGTTCTACTGGACCAAACCTGACGCTCANGGACGAAAGCT
AGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCGACCCG
TGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCTACG
AATCCTGGCGAAAGTCGGGAGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAGGGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTAC
AATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGAAAACCCGGCCCCAGTTCAGATTGCAGGC
TGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTGCCCGAAGTCATTACCCTAACCGCTTGCGGAGGGGGATGCCTA
AGGCA

Estirpe 4 — Limnothrix sp.

TTACCACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAACCTGCCTAC
AGGCTGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCAATGAACCGAGAGGTAAAAGATTAATCGCCTGAAGATGGG
CTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGTGGTAAAGGCGCACCAAGGCGATGATCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCT
GACGGAGCAATACCGCGTGGGGGACGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCCCTTTTCTCTAGGAAGAACACAATGACGGTA
CTAGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTAAACAAGTCTACCCTTAAAGAGTGGAGCTTAACTCCATAAAGGGGGTGGAAAC
TGTATAACTAGAGGTCGGTAGAGGTAAGAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCA
GCAGCGAAGGCGTCTTACTGGACCGAATCTGACACTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCC
TGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTGTTGCACGTATCGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGT
GTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATCCTGCGAATCTTCTTGAAAGGGAAGAGTGCCTTC
GGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTG
GATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTTGGGACAAAGGGCAGCGAGCC
TGCGAAGGCAAGCTAATCTCGTAAACCCAGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATC
GCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGT
TGGTTTTGCCCGAAGTCATTACCCTAACCTTTCGAGGAGGGGGATGCCGAAGGCA

Estirpe 6 — Microcystis aeruginosa

TGGCGGCGTGCCTAAACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAA
GAATCTAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGG
CCTGGAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGA
GAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAA
GTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTT
ATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAA
AGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
TGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAG
GGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAG
CTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAA
GCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGAC
AAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCC
TGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTAG

Estirpe 7 — Microcystis aeruginosa

GCGTGCCTACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATC
TAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGG
AGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGAACAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCG
AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTG
ACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGG
TGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAA

Vi
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GAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGAATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTA
GATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACG
CGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGG
GGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGG
CAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCA

Estirpe 8 — Microcystis aeruginosa

CTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTAGGATTCTAGTGGCGGACGG
GTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAG
GTGAAACCTAATTGGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAACGAT
CAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTG
GGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTC
TTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGG
TTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGATCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAG
CTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGAC
CCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTC
GCGAACCCTGGTGAAAGCTAGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCG
TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAG
ACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTA
CTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTG
CAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGAT
GCCTAAGGCAGGGCTAGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAC

Estirpe 9 — Microcystis aeruginosa

GCGTGCCTACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCT
AACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGAA
GAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCG
AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTG
ACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGG
TGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAA
GAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTA
GATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACG
CGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGG
GGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGG
CAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTAGTGACT
GGGGTGAAGTCGTAACAAGGT

Estirpe 10 — Microcystis wesenbergii

GGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGGAGAAGAGCTT
GCGTTTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCC
ACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTT
GAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTG
GCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGG
TGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCT
GTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTA

Vi
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TCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCCTTC
GGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAACT
CGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAA
TCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAA
GCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATG

Estirpe 11 — Microcystis wesenbergii

GATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTG
GCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGT
GCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGGAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG
GCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTG
TAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTC
AAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTGGGCGTGGCTT
GCATCTACCCGAGCACGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTT
GACATGTCGAGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTGGGGGACT
CTAATGAGACAGCCGGTGACGAACCGGAGGAAAGTGGGGATGACATCTAGTCATCTTGCGGCTTACATCGTGGGCGA
CACACGTACTACACTGGGCTGGACACAGGGGAGCGAACTCGGGAGAGCGAGCGAATCCCAGCAAACCCGGACTCAAT
TCA

Estirpe 12 — Microcystis wesenbergii

AACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCA
GGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGGAGAAGAG
CTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCT
GACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTAC
TTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAA
CTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACAT
CGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACC
CCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAA
GTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCC
TTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGA
ACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAG
GAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAG

Estirpe 13 — Microcystis wesenbergii

ATTCTAGTGGCGGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTG
CTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGGAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGT
AAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGA
AGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGC
CAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGC
AGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTAT
CTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACT
AGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGT
GTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTAC

VIiI
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GTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAAC
CCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACG
GCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTC
AACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAG

Estirpe 14 — Limnothrix sp.

AGTGGCGGAACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTCGGGGACAACATTTGGAAACGAATGCTAATA
CCCGATGTGCCGCAAGGTGAAAGGTTAACTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGGTGTAAAGGA
CTACCAAGGCGATGATCGGTAGCTGGTTTGAGAGGACAATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGACGAAGGCCT
GTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGCTCTGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGTTTCGTAAGT
CTGTCTTTAAAGAGTGGAGCTTAACTCCATAAAGGGGATGGAAACTGCGAGACTAGAGGTAGGTAGGGGTAGAAGGAA
TTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCAGCGAAGGCGTTCTACTGGACCAAACCTGAC
GCTCATGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACTAGGTG
TTGCACGTATCGACCCGTGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCA
AGGCTTGACATCCTACGAATCCTGGCGAAAGTTGGGAGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTG
GGGACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTT
GGGCTACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCTCGAAAACCCGGCC
CCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTGCCCGAAGTCATTAC

Estirpe 15 — Microcystis aeruginosa

GCGTGCCTACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCT
AACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGGA
GAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCG
AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTG
ACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGG
TGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAA
GAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTA
GATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACG
CGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTG
GAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGG
GGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG
CAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGG
CAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATG
AAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCA

Estirpe 16 — Microcystis aeruginosa

TAGAGTTTGATCTTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGAT
TCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATAC
CCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGGAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCC
TACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTT
TGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCT
GCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATT
CCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACA
CTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGT
GGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAA
GACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGG
GGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTG
GGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGC
CTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTG
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AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGC
AAGGAGGGGGATG

Estirpe 17 — Microcystis aeruginosa

CTGGCGGCGTGCCTACACATGCAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAA
GAATCTAACTTTAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATATGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGG
CCTGGAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGA
GAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAA
GTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTT
ATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAA
AGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
TGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAG
GGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAG
CTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAA
GCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGAC
AAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCC
TGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCA

Estirpe 18 — Microcystis aeruginosa

GCGTGCCTACACATGCAGTCGAACGGGAATCTTAGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTA
ACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGAAG
AAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATG
AGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAA
AGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGAC
GGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAA
TTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTG
GAAACTGGCAGACTAGAGATCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAA
CATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGAT
ACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGT
TAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
TATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTAGGGGT
GCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
CGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG
GTGGGGACGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAG
CGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
GAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAG

Estirpe 19 — Microcystis aeruginosa

TCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGATCTTAGGATTCTAGTGGCGGACGGGT
GAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGT
GAAACCTAATTGGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCAACGATCA
GTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTT
TCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGG
GGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTG
CTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGATCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTA
GGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGA
GCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGA
ACCCTGGTGAAAGCTAGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTAC
AATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTA
AGGCA
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Estirpe 21 — Microcystis wesenbergii

CAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGT
GAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGT
GAAACCTAATTGGCCTGGAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCA
GTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTT
TCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGG
GGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTG
CTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTA
GGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGA
GCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGA
ACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAG
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTAC
AATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGG
CTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTT
GTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGA

Estirpe 22 — Microcystis wesenbergii

ACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGGAGAAGA
GCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCA
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCC
TGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTA
CTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAA
CTGGCAGACTAGAGAGCAGTAGGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACAT
CGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACC
CCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGAAGCTAACGCGTTAA
GTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCC
TTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCGGGACAAAGGGCAGCGA
ACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAG
GAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
GAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAANGCAGGGCTAGTGACTGGGGTGA
AGTCGTAAC

XI
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Anexo Il

As imagens seguintes referem-se aos espectros obtidos por MALDI-TOF MS para as amostras ambientais (figuras 1 a 10) e para as
estirpes cultivadas (figuras 11 a 17).
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Figura 20 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Marco a ’
19 de Setembro
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Figura 21 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Marco a 1
de Outubro
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Figura 22 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Marco a 1
de Outubro

Figura 23 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Marco a
15 de Outubro
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Figura 24 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Marco a
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Figura 25 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Torréo a

19 de Setembro
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Figura 26 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Torrdo a 1
de Outubro
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Figura 27 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do Torrdo a
15 de Outubro
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Figura 28 - Espectro de MALDI-TOF MS para a amostra ambiental do

Slnt.

100 ]

a0

604

704

5o

A0

404

Torrdo a 29 de Outubro

LT
15,08
L
e 1
1oz S
1wy 1
'
768 i
e 13 1308
b Ak -k A 1t b herhtsniaiie.
7O 50 £00 D50 1000 1050 1100 1s0 1200 1260
miz

Figura 29 - Espectro de MALDI-TOF MS para a estirpe 1 (Aphanizomenon

flos-aquae)
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Figura 30 - Espectro de MALDI-TOF MS para a estirpe 9 (Microcystis Figura 32 - Espectro de MALDI-TOF MS para a estirpe 16 (Microcystis
aeruginosa) aeruginosa)
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Figura 31 - Espectro de MALDI-TOF MS para a estirpe 9 (Microcystis
aeruginosa)

XV



Anexo IV

Anexo IV

As imagens seguintes referem-se as curvas dos “melting peaks” obtidos nas diferentes reac¢des de PCR em tempo real.

As figuras 1 a 4 referem-se aos resultados obtidos para as amostras padrdo. As figuras 5 a 8 referem-se aos resultados para as

amostras ambientais e amostras ambientais para optimizacéo dos volumes.
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Figura 33 — “Melting Peaks” da reac¢édo de PCR em
Tempo Real para as amostras padréo, para
amplificac@o de um fragmento do gene 16S rRNA.

“Melting temperature” de 87+0,5°C.
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Figura 34 - “Melting Peaks” da reac¢édo de PCR em

Tempo Real para as amostras padréo, para

amplificacdo de um fragmento do gene 16S rRNA

especifico de Microcystis. “Melting temperature” de

87+0,5°C.
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Figura 35 - “Melting Peaks” da reac¢édo de PCR em
Tempo Real para as amostras padrdo, para
amplificacdo de um fragmento do gene da microcistina

sintetase (mcyA). “Melting temperature” de 82+1°C.
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Figura 36 - “Melting Peaks” da reac¢do de PCR em
Tempo Real para as amostras padrdo, para

amplificag@o de um fragmento do gene da microcistina

sintetase B (mcyB). “Melting temperature” de 82+0,5°C.
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Figura 38 - “Melting Peaks” da reac¢8o de PCR em
Tempo Real para as amostras ambientais e amostras
ambientais para optimizacéo dos volumes, para

amplificacdo de um fragmento do gene 16S rRNA
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Figura 37 - “Melting Peaks” da reac¢édo de PCR em
Tempo Real para as amostras ambientais e amostras
ambientais para optimiza¢do do volume, para

amplificacdo de um fragmento do gene 16S rRNA.
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Figura 39 - “Melting Peaks” da reac¢édo de PCR em
Tempo Real para as amostras ambientais e amostras
ambientais para optimizacédo do volume, para
amplificacdo de um fragmento do gene da microcistina

sintetase (mcyA).
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Figura 40 - “Melting Peaks” da reac¢do de PCR em
Tempo Real para as amostras ambientais e amostras
ambientais para optimiza¢&do do volume, para
amplificacdo de um fragmento do gene da microcistina
sintetase especifico de Microcystis (mcyB).
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