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Resumo

As microcistinas sdo a classe de hepatotoxinas mais vulgarmente produzidas por
cianobactérias. Estas sdo encontradas em ecossistemas aquaticos onde convivem com outros
microorganismos, tais como Aeromonashydrophila e Flavobacteriumsp. Ja existe uma
quantidade razoavel de estudos sobre o efeito de microcistinas em organismos eucarioticos, mas
existem poucos estudos sobre os efeitos destas toxinas em microorganismos. Os escassos
estudos existentes mostram que as microcistinas podem causar uma diminui¢do do crescimento
microbiano, ndo o inibindo completamente. Neste estudo, o objectivo é determinar a razao pela
qual bactérias heterotroficas aquaticas nao sdo muito afectadas pela presenca de microcistinas
no seu meio de crescimento. Para tal, a actividade de algumas enzimas do sistema antioxidante
foram avaliadas e a presenca de genes responsaveis pela degradacdo das microcistinas (m/rA-D)
foi avaliada em isolados recuperados a partir de agua doce onde as microcistinas sio
comumente encontradas. Estes resultados foram comparados com as bases pré-existentes na
literatura para avaliar a importancia da presen¢a ou auséncia dos genes responsaveis pela
degradagdo microcistinas com a resisténcia natural encontradas nas bactérias heterotroficas
aquaticas. Além disso, a actividade das enzimas do sistema antioxidante também foi
contabilizada para explicar este comportamento.Os comportamentos observados parecem
indicar que estdo mais relacionados com especificidades da estirpe, ndo havendo um
comportamento similar entre os isolados da mesma espécie. Devido ao facto deste tema de
trabalho se inserir numa area ainda pouco explorada, existem atualmentemais questdes do que
respostas. Contudo, ndo se pode deixar de destacar a relevancia do tema, devido & necessidade
de perceber o impacto da presenga das cianotoxinas nos ecossistemas do meio aquatico.

Palavras-chave: Microcistinas, Bactérias Heterotroficas, Sistema Antioxidante



Abstract

Microcystins are the class of hepatotoxins most commonly produced by cyanobacteria.
These are found in aquatic ecosystems where they coexist with other microorganisms such as
Aeromonashydrophila and Flavobacterium sp. There are already a fair amount of studies on the
effect of microcystins in eukaryotic organisms, but there are only a few studies about the effects
of these toxins in microorganisms. The scarce existing studies show that microcystins can cause
a decrease of the microbial growth, even though not being fully inhibited by it. In this study the
aim is to determine the reason why aquatic heterobacteria are not very affected by the presence
of microcystins in their growth medium. Therefore, the activity of some enzymes of the
antioxidant system was evaluated and the presence of genes responsible for microcystin
degradation (mlrA-D) was assessed in isolates recovered from freshwaters where microcystins
are commonly found. These results were compared with the pre-existing bases on the literature
to evaluate the relevance of the presence or absence of the genes responsible for microcystin
degradation with the natural resistance found in heterobacteria from aquatic environments.
Moreover, the activity of the enzymes from the antioxidant system also was accounted to
explain this behavior.The observed behaviors seem to indicate that they are more related to
specificities of the strain, than to a common behavior among the isolates of the same species.
Due to the fact that this theme of work is inserted in an area that has been scarcely explored,
currently there areeven more questions than answers. However, the relevance of the topic
cannot be underemphasized due to the need to understandthe impact of the presence of
cyanotoxins on the ecosystems of the aquatic environments.

Keywords: Microcystins, Heterotrophic Bacteria, Antioxidant System
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1.1 Cianobactérias

As cianobactérias sdo um grupo diverso de organismos procariotas, que ocupam uma
ampla gama de nichos ecologicos em virtude da sua idade, havendo registo fosseis destes
organismos com 3,5 mil milhdes de anos, na altura da era Pré-Cambrica.

Sdo organismos fotoautotroficos, fixadores de azoto, mas muitos podem crescer
heterotroficamente usando a luz como fonte de energia e compostos orginicos como fonte de
carbono (Stewardet al., 2006). As cianobactérias encontram-se extremamente difundidas pelo
planeta, colonizando agua doce, ecossistemas marinhos ¢ terrestres, incluindo até habitats
extremos, como lagos articos, salinas e nascentes de agua quente. Estas podem existir
isoladamente ou em simbiose com outras espécies tais como plantas ou fungos, como por
exemplo liquenes do géneroPeltigera (Hodkinsonet al., 2014).

As cianobactérias possuem diversas formas existindo unicelularmente, em formas
filamentosas ou até¢ formando colonias (Fig. 1.1). Algumas das formas filamentosas diferenciam
as células para diversas fungoes tais como: as células fotossintéticas simples; acinetos que sdo
células com paredes celulares mais densas e com largas reservas de alimentos que servem como
células de sobrevivéncia; heterocitos que sao células especializadas em fixagao de azoto.

Fig. 1.1: Tlustracdo da diversidade de formas presentes no grupo das cianobactérias, adaptado deArizona,
2016.

As cianobactérias possuem um impacto enorme no nosso planeta, contribuindo
significativamente para a ecologia global e para o ciclo do oxigénio. Por exemplo, o género
Prochlorococcusfoi descoberto em 1986 e ¢ responsavel por mais de metade da fotossintese
ocorrente nos oceanos (Nadis, 2003).
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Sendo uma parte importante do fitoplancton, mas ndo sdo os Unicos organismos
presentes. Existem outros organismos tanto procariotas como eucariotas nesse mesmo
fitoplancton, sendo estes uma base essencial da rede trofica.

1.2 Blooms de cianobactérias e cianotoxinas

Com a presen¢a de uma quantidade de nutrientes e luz favoraveis as cianobactérias podem
crescer rapidamente criando populagdes de alta densidade (Fig. 1.2) chamadas de
blooms(Blahaet al., 2009). A primeira ocorréncia registada cientificamente de um bloom
ocorreu em 1878 no sul da Australia (Francis, 1878). Cerca de 40% dos lagos na Europa, Asia e
América oferecem condigdes adequadas para o aparecimento destes blooms (Blahovaet al.,
2008).

Fig. 1.2: Foto de satélite de um bloom de cianobactérias no lago Atitlan, Guatemala no dia 22 de Novembro de
2009 (NASA, 2016).

Um dos fatores mais significativos que promove o aparecimento de blooms € o excesso de
nutrientes que se verifica nos lagos destes continentes devido ao uso de fertilizantes na
agricultura ou fins recreativos nas terras adjacentes a bacia hidrografica, o que leva a uma
eutrofizacdo das massas de dgua. Para além disso, as consequéncias das mudancgas globais de
clima tém sido discutidas em conexdo com a ecologia e crescimento de cianobactérias
(Beardall&Raven, 2004). Os blooms de cianobactérias causam diversos efeitos adversos tais
como mau cheiro, perca da potabilidade, consumo excessivo de oxigénio na agua ¢ a
mortalidade dos peixes e outras espécies aquaticas presentes, como consequéncia do consumo
de oxigénio, bloqueio da luz nas camadas inferiores da agua, e a libertagdo de amonia e de
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cianotoxinas (Choruset al., 2000). Estima-se que 25% a 75% dos blooms de cianobactérias
sejam toxicos (Blahovaer al., 2008).

As cianotoxinas sd3o um grupo diverso de compostos, tanto de um ponto de vista
quimico como toxicoloégico. Em termos de alvos toxicoldgicos existem cianotoxinas
hepatotoxicas, neurotoxicas, dermatotoxicas, entre outras (Wiegand&Pflugmacher, 2005). De
um ponto de vista quimico as cianotoxinas dividem-se em 3 grupos principais: péptidos,
compostos heterociclicos (alcaloides) e compostos lipidicos (Sivonen& Jones, 1999).

Muitas espécies de cianobactérias produzem um grupo de hepatotoxinas conhecidas por
microcistinas. Dos  géneros  Microcystis,  Anabaena,  Anabaenopsis,Hapalosiphon,
SnowellaOscillatoria, Planktothrix, Woronichinia ¢ Nostocja foram isoladas microcistinas
(WHO, 2003; Coddet al., 2005;Pearsonet al., 2010), sendo a espécie mais frequentemente
associada a produgdo da mesma Microcystis aeruginosa (WHO, 1999). As microcistinas
pertencem a familia dos heptapeptideos monociclicos possuindo ja mais de 80 variantes
identificadas, e apresentando a estrutura comum indicada na fig. 1.3 (Pearsonet al., 2010).

Ox-OH |
HN Iﬁr N ]/ﬁ\NH
0

0

Fig. 1.3:Estrutura da geral das microcistinas, com as posicdes varidveis em X e Z, adaptado deTilletet al., 2000.

As isoformas mais comuns ¢ estudadas sdo a microcistina-LR, microcistina-RR, e
microcistina-YR (Li et al., 2009). As microcistinas sdo das cianotoxinas mais prevalentes no
ambiente e apresentam-se em altas quantidades na biomassa das cianobactérias, chegando a
atingir 1% da massa seca (Haradaet al, 1996). Ainda que sejam um tdpico de bastante
investigacdo, a funcdo fisioldgica ou ecologica natural das microcistinas ndo ¢ bem conhecida
(Welker&vonDohren, 2006). As microcistinas sdo extremamente estaveis e resistem aos
processos mais comuns de degradagdo quimica como a hidrdlise e a oxidagdo nas condigdes das
aguas onde sdo encontradas. Estas podem ser degradadas lentamente a altas temperaturas
(40°C), com pH muito baixo (<1) ou pH alto (>9), mas possuem uma tolerancia a temperaturas
elevadas levando a que a fervura da agua ndo seja suficiente para as destruir (Haradaet al.,
1996). A producao de microcistinas por parte das cianobactérias constitui um potencial perigo
para a saude humana e animal, que dependendo da dose e tempo de exposi¢do pode provocar
doengas varias no figado ou até morte (Coddet al., 2005).De um modo geral o impacto das
cianotoxinas no seu meio aquatico ¢ afetado pelos seguintes processos: diluigdo, adsorgao,
bioacumulacao e degradagdo, sendo esta degradacdo subdividida em processos fisico-quimicos
de degradacdo (fotolise) e biodegradagdo. Destes processos a fotolise e a biodegradacdo sdo os
que possuem maior capacidade de inativar completamente as cianotoxinas (Chenet al., 2010).
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1.3. Bactérias heterotroficas e biodegradaciao de microcistinas

As bactérias heterotroficas sdo procariotas que estdo envolvidos em diversos ciclos
geoquimicos nos seus habitats aquaticos e devido esse papel s3o uma das bases da rede tréofica
(Figueiredo et al., 2007). Varios estudos apontam para a presenca de bactérias heterotréficas
degradadoras de microcistinas em todo o mundo e sugerem que estas sejam um fator importante
na remogdo natural de microcistinas (Bourneet al., 1996; Wang et al., 2010; Jia et al., 2012).
Alguns estudos mostram também que a presenca de bactérias heterotroficas pode influenciar
positivamente o crescimento de algumas espécies de cianobactérias, apesar de algumas destas
possuirem a capacidade de degradar as hepatotoxinas das cianobactérias (Berg ef al., 2009).

A exposi¢do de microcistinas a comunidades bacterianas influencia a forma ¢ a
fisiologia das bactérias, dado que as bactérias sem resisténcias as microcistinas ndo conseguem
crescer deixando de competir com as bactérias resistentes. Este facto poderia explicar o papel de
cianobactérias tdxicas como controladores da diversidade do fitoplancton, causando
desequilibrios ecologicos e a contaminagdo do ambiente (Campos et al., 2013).

Ainda que as microcistinas possam ser degradadas por proteases bacterianas, estas nem
sempre estdo presentes no mesmo reservatorio de agua, podendo assim as microcistinas persistir
nesses reservatorios de agua por meses ou anos (Jones et al., 1994). Um exemplo de um grupo
de microrganismos que possui a capacidade de degradar as microcistinas ¢ o género
Sphingomonassp., que realiza a degradacdo das microcistinas através de uma via enzimatica
mediada pelo menos por trés enzimas hidroliticas intracelulares (Fig. 1.4). O passo mais
importante ¢ a hidrolise, que causa a abertura do anel da microcistina linearizando-a e ¢
mediado por uma enzima denominada microcistinasw, codificada pelo gene mir4. A segunda
enzima (codificada pelo gene mlrB) corta a microcistina e a ultima (codificada pelo gene mirC)
degrada os produtos formados pelas enzimas anteriores num produto ndo toxico (Bourneet al.,
2001).

MLRA Microcistina
Microcistina ——mm> .. .
linearizada
MLRB

Péptidos MLRC
pequenos e <—— Tetra-péptido
aminoacidos

Fig. 1.4: Ciclo de degradacio da microcistinas mediada pelas enzimas codificadas pelos genes mlir.

As bactérias escolhidas para este trabalhosdo da espécie Aeromonas hydrophyla
(Chester, 1901) Stanier, 1943 e do género Flavobacterium, devido as informagdes provenientes
de Miguéns & Valério, (2015) sobre a resisténcia das mesmas a microcistinas.
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As bactérias da espéciederomonas hydrophylasdo bastonetes heterotroficos Gram
negativos com capacidade de se moverem. Podem ser geralmente encontradas em climas
quentes, em aguas doces, salobras e marinhas, sendo também capaz de existir em aguas com
cloro(Van der Kooj, 1988). Sdo catalase e superdxido dismutase positivas (Abbotet al.,2003).

As bactérias do género Flavobacterium sdo bastonetes Gramnegativos, possuindo
espécies moveis e ndo moveis. Sdo encontradas em praticamente todos os tipos de ambientes
desde agua doce a salgada, no solo e ambiente articos. Sao catalase e superoxido dismutase
positivas (Holtet al, 1994).

1.4. Sistema antioxidante bacteriano e stress oxidativo

Para além dos efeitos enunciados anteriormente das microcistinas, existem diversos
estudos que demonstram como um dos efeitos da exposi¢do a microcistinas ¢ a indugdo de stress
oxidativo (Li et al., 2008). A presenga de microcistinas induz a formagdo de espécies reactivas
de oxigénio (ROS), tais como os radicais superoxidos, peroxido de hidrogénio e radicais
hidroxilo (Pflugmacher, 2004). Os ROS podem criar sérios danos celulares, tais como a
peroxidagdo das membranas lipidicas, genotoxicidade ou modulag@o da apoptose e até necrose
(Ding&Ong, 2003). Contudo as células possuem mecanismos enzimaticos defensivos que
utilizam para se protegerem do impacto dos ROS. O stress oxidativo é o resultado da
combinagdo de um ou mais dos seguintes efeitos: um aumento da produgdo de ROS, uma
diminui¢do de eficacia na protec¢do antioxidante ou uma falha nos mecanismos de reparacao
dos danos oxidativos. As enzimas mais importantes do sistema antioxidante sdo a catalase
(CAT) e a superoxido dismutase (SOD), cuja presenca existe em praticamente todos os
organismos (Pflugmacher, 2004).

A superdxido dismutase € uma enzima que tem como fungao converter os radicais do
130 superdxido em H,0,, O, e H,O (Fig. 1.5). Estas enzimas sao metaloproteinas contendo Mn,
Fe ou Cu e Zn na sua estrutura, e os tré€s tipos de SOD existentes encontram-se em localizagdes
celulares diferentes: SOD1 encontra-se no citosol ¢ possui Cu / Zn, a SOD2 ¢é mitocondrial e
possui Mn / Fe, e a SOD3 ¢ extracelular e possui Cu/ Zn (Radha, 2010).

Superoxido dismutase

20°+2H0 0,+H,0,+2H,0

Fig. 1.5: Reacdo catalisada pela enzima SOD.

A principal fungdo da catalase ¢ decompor o H,O, e proteger a célula bacteriana de
outros ROS. Quando o H,0, esta presente numa concentracao alta a CAT actua cataliticamente
e remove-o através da formacdo de H,O e O, (Radha, 2010). No entanto, a uma baixa
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concentracdo de H,O, e na presenca de um doador de hidrogénio adequado, como por exemplo
o etanol, a CAT actua removendo o H,O,, mas oxidando o seu substrato (Kim ef al., 1994).

1.5. Enquadramento no mestrado

Este trabalho enquadra-se no mestrado de biologia humana ¢ ambiente dado que os
blooms de cianobactérias sdo uma ocorréncia cada vez mais comum devido aoimpacto humano
nos ambientes aquaticos. Uma vez que estes fendmenos representam um perigo para os seres
humanos e o ambiente, torna-se necessario haver uma melhor compreensdo dos mecanismos
bacterianos envolvidos na degradagdo de microcistinas.

2. Objectivos

Este estudo pretende dar respostas a questdes que surgiram durante o trabalho que
resultou na publicagio de Miguéns & Valério, 2015, nomeadamente se a espécie
Aeromonashydrophyla e o géneroFlavobacterium seriam especialmente resistentes as
microcistinas e qual a razdo dessa possivel resisténcia. Para avaliar a resisténcia das bactérias
pretende-se determinaras curvas de crescimento destas bactérias na presengade diferentes
concentracgdes das trés variantes mais comuns de microcistinas. Serdo também avaliados alguns
mecanismospossiveis de resisténcia, tais como a ativacdo de enzimasdo sistema antioxidante e a
presenga de genes do complexo de degradacdo das microcistinas -m/r.
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3.1. Recolha dos isolados

Os isolados usados neste estudo foram recolhidos no dia 14-04-2015, usando frascos
esterilizados de 500 mL. As albufeiras amostradas localizam-se na regido do Alentejo: Roxo
(R), Odivelas (O) e Alvito (A)(figura 3.1).
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Fig. 3.1:Mapa da regidio do pais onde foram recolhidos os isolados.

Os isolados foram obtidos por espalhamento de 100 pL da 4gua amostrada em
meioNutrient Browth(NB), apos quatro dias de incubagdo a 20°C + 2°C. Isolaram-se apenas
coldnias com pigmentagdo amarelo forte (potencialmente Flavobacterium) e brancas mucosas
(potencialmente Aeromonashydrophyla) (Tabela 3.1).

3.2 Caracterizacao dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos foram caracterizados de acordo com as suas caracteristicas
macroscopicas, cor e textura de colonias, e as suas caracteristicas microscopicas, forma celular e
coloragdo de Gram. Os isolados foram espalhados em laminas e avaliados conforme a sua forma
com recurso a microscopia, divididos entdo como sendo bacilos, cocobacilos ou cocos (Michael
et al., 2010). A coloragdo de Gram foi feita com recurso a uma maquina de coloragdo
automatica, Previ™ color Gram (Biomériecux), na qual foram introduzidas laminas com o
esfregaco dos isolados. O recurso a esta automatizagdo permite resultados melhores em
comparacao com os métodos cldssicos de coloragdo (Sutton, 2016).
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Tabela 3.1: Lista dos isolados utilizados neste trabalho.

Isolado Origem Notas
A2 Albufeira do Alvito, 21/04/2015 Colonias amarelas
A3 Albufeira do Alvito, 21/04/2015 Coloénias brancas
02 Barragem do Odivelas, 21/04/2015 Colonias amarelas
03 Barragem do Odivelas, 21/04/2015 Colonias brancas
R1 Albufeira do Roxo, 21/04/2015 Colonias amarelas
R2 Albufeira do Roxo, 21/04/2015 Colonias amarelas
R4 Albufeira do Roxo, 21/04/2015 Colonias brancas
B6 Albufeira do Monte da Barca, Usado como controlo
29/10/2012 (Miguéns & Valério, 2015)

3.3. Identificacao molecular dos isolados bacterianos

Para confirmar a identificacdo dos isolados, recorreu-se a sequencia¢do do gene 16S
rRNA, uma vez que € um gene bacteriano universal e que se pode facilmente comparar com as
bases de dados existentes, por exemplo na NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
permitindo assim chegar a uma identificacao.

O ADN bacteriano foi extraido com recurso ao kitlnvisorb® Spin Plant Mini Kit
(INVITEK), de acordo com as instrugdes do fabricante. A concentragdo e pureza do ADN
resultante foram quantificadas com recurso ao espectrofotometro NanoDrop 1000
(ThermoScientific).

O PCR realizado para amplificagdo do gene 16S rRNA, o gene de referéncia em
bactérias para identificacdo, utilizou uma mix de 25 pL contendo: 2 pL. de ADN (200-300 ng),
tampao de PCR 1x (Invitrogen), 0,025 mM de dNTPs, 5 uM de cada primer, 1 mg/mL BSA, 4
mM MgCl, e 1 U de Taq polimerase (Invitrogen). Foram utilizados os primers 8F (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") (Turner
et al, 1999) que produzem um fragmento de amplificagdo esperado de 800 pb. As reacgdes
foram efetuadas num termocicladorTpersonal (Biometra®) com a tampa aquecida a 95°C, com
os seguintes cinco passos: 10 min de desnaturacdo inicial a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 30 s
de desnaturagdo a 94°C, 30 s de annealing a 55°C, 1 min de extensdo a 72°C e com 5 min de
extensao final.

Os produtos resultantes do PCR foram entdo submetidos a electroforese num gel de
agarose 1% (m/V) usando TBE 0,5x como tampao, durante 40 min a 80 mV. Foi previamente
incorporado no gel 0,25x GelRed (Biotium), um corante florescente de acidos nucleicos para
permitir a visualizagdo dos amplicoes de PCR apoés iluminagdo UV. A visualizagdo foi
efectuada utilizando um transiluminador (UVITEC).

Os produtos do PCR foram purificados com o kitExoprostar, de acordo com as
instrugdes do fabricante. Apos a purificagdo foi efectuada uma reaccdo de pré-sequenciacdo
com recurso a reac¢do de terminacdo BigDye. Esta reaccao foi efectuada no termociclador com
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quatro etapas, 25 ciclos de 96°C por 10 s, 50°C por 5 s, 60°C por 4 min e uma etapa final a 72°C
por 10 min. Estas amostras foram posteriormente enviadas para a unidade UTI do INSA para
sequenciagdo. As sequéncias resultantes foram corrigidas com uso do programa BioEdit e
depois em comparadas com a biblioteca de dados de nucledtidos de GenBank utilizando o
softwareBLASTn para determinar as sequéncias com maior identidade.Assumiu-se que valores
de identidade superiores a 95%, com E-value < 0, correspondiam a espécie do isolado em causa.

3.4. Crescimento bacteriano

O crescimento bacteriano foi avaliado em microplacas de 96 pocos, em que cada isolado
foi inoculado no meio NutrientBrowth (NB) e cada uma das trés variantes de microcistina
(MCLR, MCRR e MCYR), que foram adicionadas individualmente & cultura para se obter uma
concentracdo final de 1 nM, 10 nM e 1 uM. As concentragdes utilizadas neste estudo foram
selecionadas a partir de outros estudos previamente realizados no DSA ASBE-INSA.

Prepararam-se previamente pré-indoculos em 10 mL de meio NB em baldes de
Erlenmeyer de 100 mL. As células foram incubadas durante a noite a 20°C, num agitador orbital
(IKA) a 600 rpm. As experiéncias de crescimento foram iniciadas no dia seguinte medindo a
densidade optica dos pré-indculos com o colorimetro 257 (Sherwood) no comprimento de onda
de 600 nm.

As microplacas foram ent3o inoculadas com cinco réplicas para cada concentracdo de
microcistinas e para o controlo negativo, com uma densidade dtica inicial de 0,05 para um
volume final de 200 pL constituido de meio NB, de acordo com a representacao na figura 3.2.
As microplacas foram incubadas a 20°C com agitacao.

Fig. 3.2: Representacio da inoculagio das placas, com réplicas em quintuplicado. Cinzento — branco (meio
NB), verde - controlo negativo (meio NB + células), castanho - ensaios com MCLR, vermelho — ensaios com
MCRR, roxo — ensaios com MCYR, azul - vazios.
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As densidades o6ticas foram medidas a 600 nm de 30 min em 30 min usando o leitor de
microplacas MultiskanAscentThermoLabsystems, com agitagdo rapida durante 5 s. As
densidades oticas foram medidas durante um minimo de 8 h a um maximo de 24 h até os
isolados atingirem a fase estacionaria. Os dados resultantes das trés réplicas bioldgicas
independentesdas curvas de crescimentos de cada isolado foram tratados com o programa
Microsoft Office Excel. Os resultados sdo apresentados como médias + desvio padrao das
densidades oOticas medidas. Aplicou-se o teste F e o teste # de Student com um nivel de
significancia de p<0,05 para avaliar diferengas estatisticamente significativas.

3.5. Amplificacdo de genes de degradacio da microcistina (mlr)

O ADN bacteriano foi extraido de acordo com o procedimento descrito no ponto 3.3. O
PCR realizado para as amplificagdes dos genes m/r utilizou uma mix de 25 pL contendo: 2 pL
de ADN (200-300 ng), tampdo de PCR 1x (Invitrogen), 0,025 mM de dNTPs, 5 uM de cada
primer, 0.05% w-1, 4 mM MgCl, e 1 U de Taq polimerase (Invitrogen). Os primers utilizados
estdo descritos na tabela 3.2. As reac¢des foram efectuadas num termocicladorTpersonal
(Biometra®) com a tampa aquecida a 95°C, com os seguintes cinco passos: 10 min de
desnaturagdo inicial a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 30 s de desnaturagdo a 94°C, 30 s de
annealing a temperatura referida na tabela 3.2, 1 min de extensdo a 72°C e com 5 min de
extensao final.

Tabela 3.2: Lista de primers usado para amplificar os genes de degradacio da microcistinas (mlr)

. Sequéncia Temperatura A .
Primer 5 - 3") deannealing Referéncias
mirAF_Saito | GACCCGATGTTCAAGATACT pr o 7 SITiE
mIrAR Saito | CTCCTCCCACAAATCAGGAC T
mlrBfl _Ho CGACGATGAGATACTGTCC
= 47°C Ho et al, 2007
mlrBrl_Ho CGACGATGAGATACTGTCC
mlrCfl Ho | TCCCCGAAACCGATTCTCCA
= 59°C Ho et al, 2007
mlrCrl_Ho | CCGGCTCACTGATCCAAGGCT
mlrDfl_Ho GCTGGCTGCGACGGAAATG 500 Ho et al, 2007
mlrDrl_Ho | ACAGTGTTGCCGAGCTGCTCA

Os produtos resultantes do PCR foram entdo submetidos a eletroforese num gel de
agarose 1% (m/V) usando TBE 0,5x como tampao durante 40 min a 80 mV. Foi previamente
incorporado no gel 0,25x GelRed (Biotium), um corante florescente de acidos nucleicos para
permitir a visualizag@o dos amplicdes de PCR apo6s iluminagdo UV. A visualizacdo foi efetuada
utilizando um transiluminador (UVITEC).

Os produtos do PCR foram purificados com o kitExoprostar, de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apos a purificag¢do foi efetuada uma reacdo de pré-sequenciagdo com recurso a
reacdo de terminagdo BigDye. Esta rec¢do foi realizada no termociclador com quatro etapas, 25
ciclos de 96°C por 10 s, 50°C por 5 s, 60°C por 4 min e uma etapa final a 72°C por 10 min. Estas
amostras foram posteriormente enviadas para a unidade UTI do INSA para sequenciagdo. As
sequéncias resultantes foram corrigidas com uso do programa BioEdit e depois em comparadas
com a biblioteca de dados de nucleétidos de GenBank utilizando o softwareBLASTn para
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determinar as sequéncias com maior identidade. Assumiu-se que valores de identidade
superiores a 95%, com E-value < 0, correspondiam ao gene em causa.

3.6. Determinacao das actividades enzimaticas do sistema antioxidante

Foi medida a atividade enzimatica de duas enzimas do sistema antioxidante - a catalase
(CAT) e a superdxido dismutase (SOD). Para determinar a atividade enzimatica prepararam-se
quatro frascos para cada isolado contendo 15 mL de meio NB e o isolado a uma densidade otica
inicial de 0,05, sendo um frasco o controlo negativo, e nos restantes trés foi adicionada uma das
trés variantes de microcistina em andlise (MCLR, MCRR, MCYR) de modo a ficarem com uma
concentracdo final de 10 nM. Os frascos foram incubados durante 12 h a uma temperatura de
20°C, com agitagdo. De seguida prepararam-se duas aliquotas, uma de 10 mL para o ensaio da
SOD e outra de 5 mL para o ensaio da CAT, que foram centrifugadas a 1500 rpm ¢ os pellets
conservados a -80°C até serem usados.

As proteinas totais dos pellets referidos acima foram extraidas em 300 pL de tampao
fosfato (0,08 M KH,PO,, 0,0015 M EDTA, 0,0017 M NaNj3) ¢ com a adigdo de microesferas de
vidro (Sigma) seguindo-se seis ciclos alternados de 1 min de agitagdo no vortex e 1 min em
gelo. A seguir centrifugou-se a 10000 rpm por 20 min (para depositar os restos celulares) e
recolheu-se o sobrenadante para os ensaios enzimaticos. As proteinas totais nas amostras foram
estimadas pelo método de Bradford em microplaca, onde a absorvancia foi medida a 600 nm e
comparada com uma curva padrdo de albumina de soro de bovino (BSA) utilizando as seguintes
concentragdes 0,025 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,25 mg/mL ¢ 0,5 mg/mL.

A atividade da CAT medida a partir do ritmo de decomposi¢ao de H,O, que foi medido
diretamente pelo decréscimo de absorvancia a 240 nm no espectrofotometro UV4 UNICAM. A
mistura reacional foi de um volume total de3 mL, contendo tampao de fosfato de sodio a 50
mM (pH 7), 1 mL de 0,2% de H,O, e 5 pg de extrato enzimatico.

A atividade da SOD total, SOD1 e SOD2 foi medida a partir da taxa de inibi¢do da
formacdo de NBT-diformazan utilizando o kit de ensaio da superoxido dismutase (Trevigen), de
acordo com as instrugdes do fabricante. As amostras foram tratadas com uma solugdo gelada de
cloroformio / etanol a 37,5/62,5 (v/v), agitadas manualmente durante 30 s e foram
posteriormente centrifugadas durante 10 min a 10000 rpm. A fase aquosa (camada superior) foi
recuperada sem tocar na segunda fase formada, e colocada num novo Eppendorf. Para avaliar a
atividade SOD2, retirou-se uma aliquota da fase aquosa anterior ¢ adicionou-se KCN a uma
concentracdo final de 2 mM. O ido cianeto inibe mais do que 90% da actividade SOD1, de
acordo com as instru¢des do fabricante do kit de ensaio (Trevigen). Para determinar a atividade
das SODs de cada isolado, usaram-se 5 ug de extrato enzimatico na mistura de reagdo num
espectrofotometro UV4 (UNICAM) a 550 nm, de acordo com as instrugdes do kit.
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4.1. Caracterizacao dos isolados

Os isolados bacterianos foram nomeados com letras e niimeros de acordo com a
localizac@o da sua recolha para posterior identificacdo (A- Albufeira do Alvito, O — Barragem
de Odivelas, R — Albufeira do Roxo).

As caracteristicas macroscopicas avaliadas foram a cor e textura das colodnias, e
utilizaram-se 0s seguintes termos para o registo da coloracdo que se encontra na tabela 4.1:
amarelo claro, amarelo-torrado, branco, branco opaco. Os tipos de textura observados
registaram-se de acordo com: mucoso, muito mucoso, mucoso ¢ rugoso (tabela 4.1).

As caracteristicas microscopicas avaliadas foram a coloragio Gram e a forma
bacteriana, sendo esta ultima dividida em bacilos ¢ cocobacilos.A coloragdo de Gram foi feita
com recurso a uma maquina de colora¢do automatica, Previ™ color Gram (Biomérieux), tendo
os resultados revelado que os isolados sdo todos Gram negativos.A identificagdo molecular foi
feita com a analise de sequéncias bacterianas dos isolados no softwareBLASTn.

Tabela 4.1: Dados macroscopicos dos isolados utilizados neste trabalho.

Isolado Imagem macroscépica Coloracao Caracteristicas
morfologicas
A2 Amarelo-torrado Mucosa
A3 Branco opaco Mucosa, rugosa
02 Amarelo-torrado Pouco mucosa
03 Branco opaco Pouco mucosa
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R1 Amarelo-torrado Mucosa
R2 Amarelo claro Mucosa
R4 Branco Pouco mucosa
B6 Branco Mucosa

Tabela 4.2: Dados da identificagio molecular e microscépios dos isolados utilizados neste trabalho*.

Isolado Identificacio Tipo de Imagem microscopica Forma

molecular coloracido Gram celular

A2 Flavobaterium Negativo Bacilos
A3 Yersina Negativo Cocobacilos

02 Flavobacterium Negativo Bacilos
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03 Pseudomonas Negativo Cocobacilos
R1 Flavobacterium Negativo . Bacilos
Lo “:‘\:1: :.‘.
U
¥
W
=
e
R2 Vogesella Negativo ‘=t | Cocobacilos
R A0
é-;ﬁ‘;r-; A y ‘k‘i:,‘. =
sy st foe]
Loty S0E
PNillie A
= 2 a
A
R4 Pseudomonas Negativo Cocobacilos
B6 Aeromonashydrophila Negativo Cocobacilos

Legenda:* A identificagdo molecular resulta da sequencia¢ao do gene 16S e os restantes dados provém da avaliagdo
da coloragdo Gram e analisemicroscopica dos isolados.

4.2. Curvas de crescimento

Os isolados foram expostos a trés concentragdes diferentes (1 nM, 10 nM, 1 uM) de
cada variante de microcistina (MCLR, MCRR e MCYR), como se pode verificar nas Figuras
4.1 a 4.6. Os resultados sdo retirados da comparacgdo do controlo contra os ensaios das variantes.
Verificou-se que as trés variantes de microcistina testadas tiveram diferentes impactos no
crescimento dos isolados, alguns de acordo com a concentragdo de cada variante e entre as
variantes de microcistina, existindo isolados que s6 s2o inibidos por uma variante, e outros que
possuem inibicdo s6 na concentra¢dao intermédia. O efeito da presenca das microcistinas no
crescimento bacteriano s6 aparece apds o final da fase lag de um modo geral. Neste trabalho
apenas se observaram efeitos inibitorios no crescimento bacteriano,ao contrario do reportado em
Miguéns & Valério, 2015, em que alguns isolados apresentaram um estimulo (aumento) do
crescimento.
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Fig. 4.1: Gréficos das curvas de crescimento do isolado A2 com as diferentes variantes de microcistinas. Os
valores apresentados sio a média + desvio padrio dos ensaios em triplicado.

Relativamente ao isolado A2 (Flavobacterium), observou-se uma inibi¢ao
estatisticamente significativa a partir das 3 horas até ao final do ensaio em todos os casos exceto
no caso da MCYR a 1 uM que ndo apresenta inibicdo significativa em comparagdo com o
controlo durante todo o ensaio (Fig. 4.1).
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Fig. 4.2: Gréficos das curvas de crescimento do isolado A3 com as diferentes variantes de microcistinas. Os
valores apresentados sd3o a média + desvio padrao dos ensaios em triplicado.

No ensaio de exposicdo do isolado A3 (Yersinia) com MCLR existe inibicdo
estatisticamente significativa em todos os pontos (Fig4.2.A). Por outro lado, no ensaio com
MCRR existem diferencas estatisticamente significativas em todos os pontos das concentragdes
a 1 nM e 10 nM mas ndo na concentragdo 1 UM ondem so6 existe impacto nos pontos entre a 1
hora até as 5,5 horas (Fig. 4.2.B). No ensaio com MCYR existem diferencas estatisticamente
significativas em todos os pontos das concentragdes a 1 nM e 1uM, mas ndo na concentragdo 10
nM onde s6 existe impacto nos pontos entre a 1 hora até as 4 horas (Fig. 4.2.C).
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Fig. 4.3: Graficos das curvas de crescimento do isolado O3 com as diferentes variantes de microcistinas. Os
valores apresentados sd3o a média + desvio padrao dos ensaios em triplicado.

Relativamente a exposicao do isolado O3 (Pseudomonas) com MCLR, na concentragao
mais baixa (I nM) ndo existe efeito estatisticamente significativo até as 5 horas do ensaio,
enquanto na concentragdo de 10 nM a inibig@o acontece mais cedo, as 4 horas e na concentracao
de 1 um observa-se uma ligeira inibicdo significativa durante todo o ensaio (Fig. 4.3.A). Na
presenca da variante MCRR existe inibi¢do estatisticamente significativa em todos os ensaios
(Fig. 4.3.B), enquanto com a variante MCYR existe inibi¢do estatisticamente significativas
durante todo o ensaio na concentragdo de InM e a 1 uM, mas a 10 nM ndo existe um efeito
estatisticamente significativo em relagdo ao controlo (Fig. 4.3.C).
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Fig. 4.4: Gréficos das curvas de crescimento do isolado R1 com as diferentes variantes de microcistinas. Os
valores apresentados sd3o a média + desvio padrao dos ensaios em triplicado.

Em todos os ensaios de crescimento do isolado R1 (Flavobacterium) na presenca das
varias variantes de microcistina verificou-se uma inibigao significativa desde o final da fase lag,
a cerca de 1 hora e meia (Fig. 4.4).
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Fig. 4.5: Gréficos das curvas de crescimento do isolado R2 com as diferentes variantes de microcistinas. Os
valores apresentados sd3o a média + desvio padrao dos ensaios em triplicado.

Em todos os ensaios de crescimento do isolado R2 (Vosegella) na presenga das varias
variantes de microcistina verificou-se uma inibi¢do significativa desde o final da fase lag, a
cerca de 1 hora e meia (Fig. 4.5).
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Fig. 4.6: Graficos das curvas de crescimento do isolado R4 com as diferentes variantes de microcistinas. Os
valores apresentados sdo a média + desvio padrao dos ensaios em triplicado.

Nos ensaios de crescimento referentes ao isolado R4 (Pseudomonas), na presenca da
variante MCLR, o ponto onde se vé inibi¢do estatisticamente significativa reduz com a
concentragdo sendo as 4,5 horas na presenga de 1 nM, 2 horas com 10 nM e 1 hora com 1 pM
(Fig. 4.6.A). Na presenga da variante MCRR, o ponto onde se vé inibigdo estatisticamente
significativa reduz com a concentracio sendo as 3 horas a 1 nM, 2 horasa 10 nM ¢ 1 hora a 1
puM (Fig. 4.6.B). No caso da exposi¢do com a variante MCYR, observou-se inibicao
estatisticamente significativa em todo o ensaio (Fig. 4.6.C).
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4.3. Genes mlr

A presenca dos genes do grupo mirfoi pesquisada nos 7 isolados utilizados neste
trabalho, ¢ os resultados obtidos sdo apresentados na seguinte tabela 4.3.

Tabela 4.3: Presenca de genes mlr nos isolados

Isolado Género mirA mirB mirC mlrD
A2 Flavobacterium
A3 Yersinia Presente Possivel Possivel presenga
presenca
02 Flavobacterium Possivel Presente
presenca
03 Pseudomonas Possivel presenga
R1 Flavobacterium Possivel presenga
R2 Vogesella Possivel presenga
R4 Pseudomonas

Nota:Nos casos em que se refere “Possivel presenca”, significa que houve amplificagdo de um fragmento com
dimensoes proximas do esperado, mas nio se conseguiu sequenciar para confirmar a identificagdo do fragmento
do gene.

Os resultados da pesquisa destes genes ndo foram muito expressivos pois nao foi
possivel amplificar e obter sequéncias com qualidade das bandas encontradas, apesar de se ter
tentado optimizar varias condi¢oes de PCR, tal como alteracdes das temperaturas de annealing,
e concentracdo de MgCl, usada. Ainda assim foi confirmada a presenga de um gene do
complexo mlr em dois dos isolados (A3 e O2), que apesar que ndo se ter conseguido confirmar
a presenca dos restantes podemos supor que existe uma possibilidade forte destes isolados os
possuirem, devido a necessidade do isolado ter o complexo completo para conseguir degradar
completamente as microcistinas.

4.4. Atividades enzimaticas

A atividade da catalase (CAT) foi avaliada ap6s um periodo de exposicao de 12 horas
para cada uma das trés variantes de microcistinas (MCLR, MCRR, MCYR) como descrito no
capitulo dos materiais e métodos, estando os resultados preliminares obtidos neste trabalho
expostos na tabela 4.4.

Tabela 4.4: Atividades relativas da catalase

Isolado Género Controlo MCLR MCRR MCYR
A2 Flavobacterium 0,0 0,0 0,0 0,0
A3 Yersinia 1,0 2,0 2,5 1,8
03 Pseudomonas 1,0 0,0 0,0 0,3
R1 Flavobacterium 1,0 1,0 0,0 3,0
R2 Vogesella 1,0 0,7 0,5 0,5
R4 Pseudomonas 1,0 0,4 1,1 0,8
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Os resultados do teste da atividade enzimatica da CAT demonstram uma grande
variagdo do tipo de resultados. Por um lado, houve isolados que apresentaram uma diminuigdo
da sua atividade catalitica (O3, R2 e R4 para MCLR e MCYR), enquanto no isolado A3
(Yersina) este apresenta uma atividade significativamente aumentada e no isolado A2, que nao
aparenta possuir a enzima CAT, recorrendo possivelmente a outras enzimas para a defensa
antioxidante. Existe também alguma variedade da acdo das diferentes microcistinas testadas no
mesmo isolado, sendo o caso mais notorio o isolado R4 ¢ R1, sendo que no primeiroa exposi¢ao
a MCRR induziu uma atividade da CAT aumentada enquanto com MCLR e MCYR houve
diminuicdo da atividade catalitica. J4 no caso do isolado R1 ndo ha variacdo da atividade
catalitica na presenca de MCLR, ha uma inibicdo total com MCRR e no caso da exposigdo a
MCYR, a atividade aumentou consideravelmente.

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi avaliada ap6s um periodo de
exposicdo de 12 horas a cada uma das trés variantes de microcistinas (MCLR, MCRR, MCYR)
como descrito no capitulo dos materiais ¢ métodos. Devido a dificuldades de obtencdo de
extrato proteico em quantidade suficiente para testar as atividades da SOD1 e SOD2, os
resultados preliminares expostos na tabela 4.5 correspondem apenas a SOD total
(SOD1+S0OD2).

Tabela 4.5: Atividades relativas da SODtotal

Isolado Género Controlo MCLR MCRR MCYR
A2 Flavobacterium 1,0 1,3 0,5 0,5
R1 Flavobacterium 1,0 1,5 2,0 1,5
R2 Vogesella 1,0 0,9 1,6 1,6
R4 Pseudomonas 1,0 1,0 0,0 0,4

Os resultados preliminares do teste da SOD diferem bastante entre os isolados
analisados. No isolado A2 existe um acréscimo da atividade da SOD na presenca da MCLR mas
uma inibi¢do na presenca da MCRR ¢ MCYR. No isolado R1 existe um aumento da atividade
da SOD com todas as variantes de MC testadas. No isolado R2 a presen¢a de MCLR induziu
uma ligeira inibi¢do da SOD, enquanto a presenga de MCRR ou MCYR provocou um aumento
consideravel de atividade da SOD. No isolado R4 a MCLR revelou ndo ter impacto neste
isolado, enquanto a MCRR ¢ MCYR induziram diminui¢des acentuadas de atividade destas
enzimas.
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5. Discussao

As cianobactérias e as bactérias heterotroficas sdo partes bastante substanciais dos
ecossistemas aquaticos, pelo que estudos que ajudem a elucidar a interacao entre as mesmas sao
bastante importantes. Este trabalho vem continuar o estudo previamente iniciado em Miguéns &
Valério (2015) para oferecer respostas a questdes que ai surgiram, nomeadamente se as espécies
Aeromonashydrophyla e Flavobacterium seriam especialmente resistentes a microcistinas e qual
arazao dessa resisténcia.

Para este efeito foram selecionados para isolamento colonias que possuiam as caracteristicas
morfoldgicas correspondentes a estas espécies, ou seja, colonias com pigmentagao amarelo forte
(potencialmente Flavobacterium) e brancas mucosas (potencialmente Aeromonashydrophyla),
sendo entdo escolhidos sete isolados, os quais foram identificados como: trés sdo
Flavobacterium, duasPseudomonas, umaYersina e umalosegela. Houve alguns problemas com
o crescimento em meio liquidode alguns isolados, particularmente o isolado O2, ndo sendo por
isso possivel realizara maioria dos ensaios.

A avaliacdo do efeito das trés variantes mais comuns de microcistinas (MCLR, MCRR ¢
MCYR) no crescimento dos isolados obtidos revelou ndo ter grande impacto. Ja anteriormente
Miguéns &Valério (2015) verificaram que a maioria dos isolados testados apenas revelou
alguma inibi¢@o significativa do crescimento a concentragdes de microcistinas bastante elevadas
(1 uM), que ndo sdo habitualmente encontradas na natureza (Ernst et al. 2001; Valério et al.,
2008).Por outro lado, ¢ de referir que a concentragdo mais elevada testada neste trabalho
corresponde a menor testada por Yang (2014) em que também ndo observou uma inibi¢ao
significativa do crescimento.

Foi feita uma pesquisa a presenga de genes mlr para avaliar se esta seria a fonte das
resisténcias encontradas as microcistinas, mas infelizmente ndo foi possivel confirmar a
presenca dos genes na maioria dos isolados. Uma das razdes que podemos apontar para este
problema ¢ o facto de estes genes estarem sequenciados principalmente em bactérias do género
Sphingomonas, o que pode levar a que os primers utilizados possam ter problemas de
annealingcom os géneros das bactérias aqui testados e consequentemente nao tenham permitido
obter os amplicoes respetivos.

De seguida tentou-se avaliar se existia degradacdo de microcistina ao longo do crescimento
com recurso a analises no HPLC, mas como as concentra¢cdes de microcistinas utilizadas
erambaixas,tornou-se impossivel quantifica-las de modo eficaz com esta metodologia.
Verificou-se que a amostra do meio NB contendo 1uMestava abaixo do limite de detecdo para
ser registada convenientemente no HPLC, mas quando se tentou concentrar a amostra no
speedvac, o nivel de interferéncias devido aos restantes componentes do meio foidemasiado
grande, ndo se conseguindo obter um cromatograma limpo.

O passo seguinte foi a avaliagdo da atividade enzimatica da CAT e da SOD. Nos ensaios da
determinagdo da atividade enzimatica da catalase,quatro dos seis isolados apresentaram uma
redugdo na atividade da CAT na presenca de microcistinas com diferengas no impacto da
inibi¢do entre as variantes (O3,R1,R2,R4), um isolado apresentou um aumento da actividade
enzimatica (A3) e um isolado revelou ndo possuir a enzima (A2). Verificou-se que alguns dos
isolados (R1,R4) possuiam diferentes resultados de acordo com a variante de microcistina
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utilizada. Uma razdo para a diferenca de impacto na actividade enzimatica pode resultar das
diferencas entre as hidrofobicidades destas variantes, sendo a MCLR a mais hidrofobica e a
MCRR a menos hidrofobica, das trés variantes testada (Dawson, 1998; Maagdet al., 1999).

No ensaio da determinagdo da atividade enzimatica da SOD obtiveram-se
resultadossemelhantes aos da CAT, no qual se observam diferengas consideraveis entre o
impacto das diferentes variantes de microcistina. Neste caso também se pode supor que estas
variagdes saopossivelmente causadas pelas diferengas dehidrofobicidades destas trés
variantes(Dawson, 1998), que leva possivelmente a um maior impacto da MCRR e
MCYRdevido a indugdo de mais ROS intracelulares,podendo justificar até a inibi¢do da enzima
devido aum excesso de substrato.
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6. Conclusaoe Consideracoes Finais

Como conclusdes finais do trabalho realizado, pode afirmar-se que as bactérias
heterotroficas que tém sido isoladas no Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia, t€ém revelado
ndo apresentar uma inibi¢do profunda do seu crescimento na presenca de qualquer uma das trés
variantes mais comummente encontradas de microcistinas (MCLR, MCRR ¢ MCYR).

Este trabalho permitiu perceber que ndo se observa sempre o mesmo padrdo de resposta
para cada variante de microcistina, nem o mesmo padrdo dentro das varias estirpes da mesma
espécie com as trésvariantes de MC. Contudo, podemos observar algumas tendéncias. A
variante MCLR (a mais hidrofobica) provocou, na maioria dos casos, uma inibi¢ao da catalase e
um aumento da actividade catalitica da SOD. Porém consegue-se observar que tendencialmente,
pelo menos uma das enzimas dosistema antioxidante ¢ ativada, o que faz supor que a ativagao
das enzimas do sistema antioxidante serda um dos mecanismos principais para combater os
efeitos da presenca das MCs.

Nao se conseguiu ainda concluir com as anélises efetuadas, devido as limitacdes do desenho
dos primers ja abordadas, se a presenga de genes m/r também pode contribuir para a resisténcia
das bactérias heterotroficas a inibi¢do do crescimento pela presenca de microcistinas no meio
onde se encontram.

Os comportamentos observados parecem indicar que estdo mais relacionados com
especificidades da estirpe, ndo havendo um comportamento semelhante entre os isolados da
mesma espécie. Contudo tendo em conta que ndo se conseguiu isolar no maximo mais do que
dois isolados de cada espécie, esta tendéncia deveria ser confirmada num nimero mais alargado
de estirpes, em pelo menos uma das espécies.

Devido ao facto deste tema de trabalho se inserir numa area ainda pouco explorada, ndo
existem muitas informagdes acerca deste tema. Contudo, ndo se pode deixar de destacar a
relevancia do tema e a importancia de continuar a investigar esta tematica, devido a necessidade
que existe de perceber o impacto da presenga das cianotoxinas os ecossistemas do meio
aquatico.
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