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RESUMO

Nas ultimas décadas a densidade de cianobactérias e a frequéncia dos seus blooms
nas lagoas dos Agores registou um aumento significativo. Reconhecendo a importancia
das cianobactérias e suas toxinas, foi implementado um programa de monitorizacao das
lagoas do arquipélago em que ¢ determinada a concentrag¢do de microcistinas por métodos
analiticos estandardizados (HPLC). Contudo, as espécies dominantes (e.g. varias espécies
dos géneros Microcystis, Anabaena e Aphanizomenon) sao capazes de produzir outras
toxinas para além das microcistinas, nomeadamente saxitoxina e anatoxina-a.

Com o objetivo de detetar o potencial de produgdo de saxitoxina, anatoxina-a e
microcistina nas lagoas da ilha de Sao Miguel (Acgores), colheram-se amostras mensais
de 14 lagoas, analisando-se a presenca de cianobactérias (gene produtor da ficocianina:
PC-IGS) e de genes produtores de saxitoxina (stx4), anatoxina-a (anaC) e microcistina
(mcyA, mcyB, mcyC, mcyD, mcyE e mcyG), através de técnicas moleculares (PCR).
Simultaneamente procedeu-se ao isolamento e cultivo de espécimes presentes nestas
amostras para avaliar a distribui¢ao destes genes nas espécies existentes.

Foi possivel observar e classificar 16 diferentes espécies de cianobactérias, das
quais trés foram obtidas em cultura pura: Pseudanabaena sp., Microcystis flos-aquae e
Planktolyngbya sp. O gene stxA foi detetado em amostras de Microcystis flos-aquae e
Planktolyngbya sp.

Das 63 amostras estudadas foi detetado o gene produtor da ficocianina em 19
(36,7%), os genes produtores de microcistina e de saxitoxina foram detetados em oito e
em quatro destas 19 amostras, respetivamente. O gene anaC nao foi detetado em qualquer
amostra. Com os resultados obtidos pode-se afirmar que existe potencial cianotdéxico em
amostras pertencentes a quatro diferentes lagoas: Lagoa Azul, Lagoa Verde, Lagoa de
Santiago e Lagoa das Furnas. Estes resultados mostram que existe um potencial de
producao nao apenas de microcistina, mas também de saxitoxina.

Face a estes resultados, recomenda-se um estudo mais exaustivo da presenca de
genes produtores de cianotoxinas em lagoas dos Acores e futuramente a inclusdo das

metodologias moleculares em sistemas de alerta de risco para a saude publica.

Palavras-Chave: Cianobactérias, Cianotoxinas, PCR, Saude Publica, Agores.
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ABSTRACT

In recent decades the density of cyanobacteria and the frequency of their blooms
in lakes of the Azores islands have been increasing significantly. The recognition of the
cyanobacteria importance and their toxins in surface waters, lead to the implementation
of a program for the archipelago lakes monitoring, in which it is determined the
concentration of microcystins by standardized analytical methods (HPLC). However, the
dominant cyanobacteria species (e.g. several species of the genera Microcystis, Anabaena
and Aphanizomenon) are capable of producing other toxins in addition to microcystin,
notably saxitoxin and anatoxin-a.

With the aim to detect the potential for production of saxitoxins, anatoxin and
microcystins in fresh waters on the island of Sao Miguel (Azores), samples were collected
monthly from 14 lakes, analyzing the presence of cyanobacteria (phycocyanin gene: PC-
IGS), saxitoxin (stxA), anatoxin-a (anaC) and microcystin genes (mcyA, mcyB, mcyC,
mcyD, mcyE and mcyG), through molecular techniques (PCR). Simultaneously the
isolation and cultivation of specimens present in these samples was made to assess the
distribution of these genes in existing species.

It was possible to observe and classify 16 different cyanobacteria species, three of
these species were obtained in pure culture: Pseudanabaena sp., Microcystis flos-aquae
and Planktolyngbya sp. The stxA gene was detected in Microcystis flos-aquae ¢
Planktolyngbya sp. samples.

Of the 63 samples studied the phycocyanin gene was detected in 19 (36.7%), the
microcystin and saxitoxin genes were detected in eight and in four of these 19 samples,
respectively. The anaC gene was not detected in any sample. With these results, it can be
stated that there is cianotoxical potential in samples belonging to four different lakes:
Lagoa Azul, Lagoa Verde, Lagoa de Santiago and Lagoa das Furnas. These findings show
that there is a potential for production of not only microcystin, but also saxitoxin.

In view of these results, it is recommended a more comprehensive study of the
presence of cyanotoxins producing genes in the Azores lakes and in the future the

inclusion of molecular methodologies in warning systems for risk to public health arising.

Key-words: Cyanobacteria, Cyanotoxins, PCR, Public Health, Azores.
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1. INTRODUCAO
1.1. ENQUADRAMENTO E OBJETIVOS

Segundo Porteiro (2000) os Acores possuem 88 lagoas distribuidas por cinco das
nove ilhas: Sdo Miguel, Terceira, Pico, Flores e Corvo.

Em Sao Miguel esta cerca de 93% do volume total de 4gua armazenado em massas
lagunares dos Acores, sendo que somente as lagoas Verde, Azul e das Furnas representam
quase metade destas d4guas ocupando um volume total de 57,6x10° km? (Gongalves, 2008;
Porteiro, 2000). As lagoas da ilha das Flores representam cerca de 5% do volume das
aguas lacustres do arquipélago, enquanto as das ilhas da Terceira, Pico e Corvo cerca de
2% (Porteiro, 2000).

A eutrofizagdo de muitas destas massas lagunares ¢ um problema que afeta
gravemente a qualidade da 4gua (Santos et al., 2004; SRAM, 2011). A entrada de
fertilizantes e matéria organica provenientes de atividades humanas provocam, entre
outros, o aumento da biomassa fitoplanctonica e alteracdes na estrutura desta
comunidade, nomeadamente a formacgdo de blooms de cianobactérias (Cymbron et al.,
2005, 2008; Santos et al., 2004). As cianobactérias sdo conhecidas por produzirem
toxinas que sdo uma ameaga nao so a satide ambiental como a satide publica (Chorus et
al., 2000; Kurmayer & Christiansen, 2009; Sarma, 2013).

Como consequéncia da degradacao do estado das lagoas, a Secretaria Regional do
Ambiente e do Mar do Governo Regional dos Acores (SRAM), mais propriamente a
Direcdo Regional do Ordenamento do Territério e dos Recursos Hidricos viu a
necessidade de monitorizar a qualidade e investigar a presenca de cianotoxinas nestas
massas de agua, de modo a proteger a saude publica dos utilizadores destas dguas, quer
para fins recreativos quer para consumo, bem como proteger o valor paisagistico destas
lagoas e melhorar a qualidade das aguas (Cymbron et al., 2005, 2008; Pacheco et al.,
2004; SRAM, 2011).

Os trabalhos resultantes da monitorizacdo e outros trabalhos de investigagdo
envolvendo as lagoas agorianas relatam a presenga de varias espécies de cianobactérias,
frequentemente dominantes nestas dguas. SO nas lagoas da ilha de Sao Miguel ja foram
identificadas mais de 40 espécies de cianobactérias (Gongalves, 2008; Moreira et al.,
2011; Nunes et al., 2011; Santos & Santana, 2003, 2009; Santos et al., 2001, 2004, 2005,
2008). Algumas das espécies identificadas nestes trabalhos estdo descritas na literatura

cientifica como produtoras de toxinas, tais como Anabaena scheremetievi (Vasconcelos,
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1993 - citado por Sarma, 2013), Aphanizomenon flos-aquae (Banker et al., 1997)
Aphanizomenon gracile (Costa et al., 2006; Wiese et al., 2010), Aphanocapsa sp. (Costa
et al., 2006), Aphanothece sp. (Baker & Humpage, 1994 - citado por Sarma, 2013),
Microcystis aeruginosa (Harada et al, 1993 - citado por Osswald et al, 2007;
Vasconcelos, 1993 - citado por Sarma, 2013), Oscillatoria tenuis (Brittain et al., 2000),
Planktothrix agardhii (Sivonen et al., 1990) e Woronichinia naegeliana (Williame et al.,
2005). Estas espécies em geral sao produtoras de cianotoxinas como microcistina,
saxitoxina e anatoxina (Dauphard et al., 2014; Sarma et al., 2013).

Apesar da existéncia de espécies potencialmente produtoras de outras
cianotoxinas, a monitorizacdo em pratica nos Acores foca-se apenas na detegdo e
quantifica¢do de microcistinas, com recurso a métodos analiticos, como HPLC (Santos &
Santana, 2003, 2009; Santos et al., 2001, 2004; SRAM, 2011). A presenca de outras
toxinas como saxitoxinas e anatoxinas nao esta a ser monitorizada e dado o conhecimento
da presenca de espécies potencialmente produtoras destas toxinas em aguas lagunares da
regido, deveria ser feita a monitorizacdo e o controlo do potencial cianotéxico e da
presenca destas toxinas nestas aguas.

A identificagdo e sequenciacao do locus génico responsavel pela biossintese das
microcistinas (Dittmann et al., 1997; Nishizawa et al., 1999; Tillett et al., 2000) e
posteriormente de outras cianotoxinas (e.g. Mihali et al., 2008, 2009) permitiu o
desenvolvimento de metodologias de analise molecular para a detecao e quantificacao de
cianotoxinas (e.g. Tillett et al., 2001; Vaitomaa et al., 2003; Rantala et al., 2006). Os
métodos moleculares podem servir como um screening inicial do potencial cianotéxico
das massas de dgua, pois permitem a identificacdo de genes responsaveis pela producao
destas toxinas, confirmando ou excluindo a necessidade da sua monitorizacao
(Bittencourt-Oliveira et al., 2010).

Estes métodos moleculares, muito utilizados recentemente, t€m um grande
potencial na monitorizagdo de massas de agua (Cupples et al., 2010), uma vez que
permitem descriminar a presenga de gendtipos produtores anteriormente a producdo da
toxina, 0 que por sua vez traz uma vantagem enorme poisS permite prever o risco
cianotoxico de massas de aguas, permitindo assim o alerta precoce (Pearson & Neilan,
2008). A determinacdo do potencial cianotoxico em aguas e a preven¢do sao essenciais
para evitar ameagas a saude publica (Pearson & Neilan, 2008).

Os métodos moleculares permitem também distinguir espécies de cianobactérias

produtoras das espécies ndo-produtoras. Ao contrario dos métodos quimicos e bioldgicos,
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os métodos moleculares sdo muito sensiveis e especificos (uso de primers especificos),
sd0 mais rapidos e econdmicos € permitem assim uma previsao mais rapida para o alerta
do potencial e risco cianotoxico (Cupples et al., 2010; Pearson & Neilan, 2008).

Tendo em consideragdo que sdo frequentes os blooms de cianobactérias nas aguas
superficiais dos Agores, que estudos anteriores demonstraram a existéncia de
cianotoxinas em concentragdes elevadas, que algumas aguas sdo utilizadas para a
producao de agua para abastecimento e para fins recreativos € que as cianotoxinas

colocam em risco a satide humana, pretende-se com este trabalho:

I. Detetar a presenca em daguas superficiais dos Agores de genes produtores de

saxitoxina, anatoxina-a ¢ microcistina, através de métodos moleculares;

II. Testar e aperfeigoar metodologias moleculares, baseadas em PCR e eletroforese de

DNA na detecdo de genes produtores de cianotoxinas;

II1. Isolar e cultivar as cianobactérias presentes em aguas superficiais dos Agores de

modo a avaliar a distribui¢ao dos genes produtores de toxinas nas espécies existentes.
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1.2. CTANOBACTERIAS

As cianobactérias sao um grupo filogenético de microrganismos unicelulares,
procariotas, gram-negativos, de grande diversidade morfoldgica e grande importancia
ecoldgica (Garcia-Pichel, 2009; Oren, 2014; Whitton & Potts, 2012). Distinguem-se de
outros procariotas por realizarem fotossintese aerobia, semelhante a das plantas
superiores (t€ém fotossistema I e II) e, excetuando algumas espécies, sdo capazes de
sintetizar clorofila a e ficobiliproteinas (Garcia-Pichel, 2009; Shevela et al., 2013;
Whitton & Potts, 2012). As ficobiliproteinas sdo proteinas que formam complexos
capazes de absorver luz, designados de ficobilissomas, que atuam como acessorios
fotossintéticos (Bermejo, 2014). Estas macromoléculas sao uma familia de proteinas
pigmentares, hidréfilas, fluorescentes, coloridas e estaveis (Bermejo, 2014). As
ficocianinas sdo ficobiliproteinas hidréfilas que podem ser divididas em trés grupos de
absorc¢do: C-ficocianina (Amax~610-620 nm), aloficocianina (Amax~650-655 nm) e R-
ficocianina (Amax~550, 618 nm) (Bermejo, 2014). Algumas cianobactérias ainda tém outro
tipo de ficocianinas, denominadas ficoeritrocianinas (Amax~550 nm). Visualmente as
ficocianinas podem variar entre o roxo (R-ficocianina e ficoeritrocianina), o azul escuro
(C-ficocianina) e o azul ciano (aloficocianina) (Bermejo, 2014).

Tradicionalmente conhecidas como algas azuis (blue-green na lingua inglesa)
devido a sua pigmentacao ciano (Chorus & Bartram, 1999; Vincent, 2009), ao tamanho
dos individuos e a sua ecologia (Garcia-Pichel, 2009), sdo atualmente reconhecidas como
procariotas fotossintéticos (Carmichael, 2008; Garcia-Pichel, 2009; Shevela et al., 2013;
Vincent, 2009).

Sao os organismos fotossintéticos mais antigos do planeta, existindo acerca de 3,5
mil milhdes de anos (Paerl & Paul, 2012; Shevela et al., 2013) e cré-se que sdo os
organismos responsaveis pela oxigenacdo da atmosfera terrestre (Garcia-Pichel, 2009;

Oren, 2014; Shevela et al., 2013).

1.2.1. METABOLISMO E ECOLOGIA

O metabolismo primario das cianobactérias consiste na oxida¢ao de moléculas de
agua (H20), que servem como dadoras de eletroes para a reducao de dioxido de carbono
em matéria organica e em moléculas de oxigénio (O2) - fotossintese aerobia (Garcia-

Pichel, 2009; Shevela et al., 2013). Para além da fotossintese aerdbia, certas espécies t€ém
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a capacidade de fazer fotossintese anaerobia (na auséncia de luz e oxigénio) usando
moléculas de acido sulfidrico (H>S) como dadoras de eletrdes (Cohen et al., 1986; Garlick
et al.,1977; Padan, 1979; Shevela et al., 2013). Algumas espécies fazem estes dois tipos
de fotossintese o que lhes conferem vantagem ecoldgica, outras recorrem a outra via de
metabolismo na auséncia de luz e dadores de eletrdes, como a fermentacao (Stal &
Moezelaar, 1997).

As cianobactérias ndo produzem somente metabolitos primarios, estas bactérias
produzem uma grande variedade de metabolitos secundarios, a maioria péptidos
produzidos pela via das sintases ndo ribossomais (NRPS). Para a maioria destes
compostos ainda ndo estdo descritas as suas funcdes biologicas, no entanto sabe-se que
estes compostos t€m elevada importancia farmacéutica e tém grande impacto na saude
publica (Garcia-Pichel, 2009).

Estas bactérias tém elevada dispersdo ecologica (Shevela et al., 2013) o que
contribui para o seu sucesso competitivo, uma vez que para o seu ciclo de vida pode ser
apenas necessario agua (como dadora de eletrdes), didxido de carbono (CO3), substancias
inorganicas (e.g. azoto e fosforo) e luz (Chorus & Bartram, 1999).

Encontram-se distribuidas em varios ambientes aquaticos, como aguas
dulgaquicolas, e.g. lagos, lagoas, rios, albufeiras, canais de irriga¢do; aguas salobras e
dguas marinhas, e.g. lagos de agua salgada, estudrios e oceanos (Garcia-Pichel, 2009;
Whitton & Potts, 2012). Para além de ambientes aquaticos também sdo possiveis de
encontrar em alguns solos e rochas (Percival et al., 2004; Shevela et al., 2013; Whitton
& Potts, 2012), florestas, desertos, outros ambientes terrestres e ainda no ar (Cohen &
Gurevitz, 2006; Garcia-Pichel, 2009; Shevela et al., 2013). Embora dispersas por varios
habitats, as cianobactérias sao mais frequentes em meios aquaticos onde podem crescer
em suspensdo na agua (formas planctonicas) ou associadas a substratos (formas
bentonicas), principalmente agregadas a outras cianobactérias, a algas, ou a macrofitos
(formas epifitas) (Quiblier et al., 2013).

Em condigdes otimas de crescimento, i.e., temperatura, luz, abundancia de
nutrientes (e.g. azoto, fosforo, ferro, molibdénio) entre outras caracteristicas do proprio
ecossistema aquatico, as cianobactérias podem proliferar de forma exponencial, dando
origem a blooms. Tais condi¢des surgem maioritariamente em meses mais quentes,
especialmente em aguas de superficie e reservatorios (Merel, 2013; Paul, 2008). Nos
ultimos anos estes blooms t€m ocorrido com maior frequéncia e cada vez mais se

observam blooms toxicos (Carmichael, 2008; O’Neil et al., 2012).
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1.2.2. MORFOLOGIA E TAXONOMIA

As cianobactérias sdo procariotas, razao pelo qual ndo tém nticleo nem organelos
membranares € possuem uma parede de peptidoglicano. No entanto, t€ém caracteristicas
incomuns a procariotas como a capacidade de fazer fotossintese e produzir oxigénio
(Vincent, 2009). Apesar da auséncia de organelos, estas bactérias tém outras estruturas
com funcgdes especificas que garantem vantagens ecoldgicas as mesmas, tais como 0s
tilacoides (membranas fotossintéticas, que contém as ficobiliproteinas) e o nucleoplasma
(contém todo o DNA circular) (Vincent, 2009).

Sao organismos com elevada variabilidade morfoldgica, mais diversos do que
qualquer outro grupo de procariotas (Cohen & Gurevitz, 2006; Oren, 2014). Estas podem
surgir em diversas formas (figura 1), nomeadamente cocoides, unicelulares ou coloniais
(e.g. Woronichinia naegeliana, figura 1C), e filamentosas (e.g. Anabaena sp., figura 1A)
(Whitton & Potts, 2012). As formas unicelulares podem variar de tamanho desde 1 pm
até 30 um, sendo que a maioria tem a volta de 2 um (Percival ef al., 2004). As espécies
filamentosas podem ter um didmetro entre 0,4 um e 50 pum, mesmo na presenga de um
unico tricoma estas conseguem ser mais extensas pela adi¢ao de células especializadas
como os heterdcitos e os acinetos (Whitton, 2008).

Os heterdcitos sao células maiores que as adjacentes, de parede dupla, incolores
ou por vezes com tons amarelados, que podem ser cilindricas ou retangulares (Sarma,
2013). Estas células sdo produzidas aquando da escassez de azoto, razao pela qual uma
das suas funcdes ¢ a fixacao de azoto (Garcia-Pichel, 2009), funcionam como reservas
para células adjacentes e surgem em alguns géneros filamentosos como Anabaena,
Nostoc, Scytonema e Hapalosiphon (Sarma, 2013). Estas caracteristicas trazem vantagens
competitivas para com outros organismos, ou mesmo em situagdes adversas (Whitton,
2008; Percival et al., 2004). Os heterocitos sdao cé€lulas muitas vezes cruciais para a
classificagcdo taxondmica de espécies de cianobactérias (Sarma, 2013).

Em espécies filamentosas também surgem outras estruturas, como os vacuolos
gasosos que permitem as coldnias se movimentarem em dire¢do a zonas mais favoraveis
na agua, como por exemplo para locais com mais luz incidente, mais favoraveis para a

fotossintese (Vincent, 2009).
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Figura 1. Fotografias de espécies de cianobactérias observadas. A: Anabaena sp.; B: Microcystis flos-
aquae; C: Woronichinia naegeliana; D: Aphanizomenon sp.; E: Oscillatoria tenuis; F: Aphanothece sp.

Os acinetos sdo células especializadas e tém reservas de azoto na forma de
granulos de cianoficina, o que garante resisténcia quando em condi¢des adversas (Garcia-
Pichel, 2009; Vincent, 2009). As suas fungdes aparentam ser diferentes para os diferentes
géneros de cianobactérias, mostrando ter atividade respiratdria, capacidade de fixar azoto
e sintetizar proteinas e lipidos (Sarma, 2013).

Tratando-se de organismos com elevada variabilidade morfologica e antiguidade,
a sua classificagdo ¢ complexa e dificil pelo que a reformulagdo da mesma ¢ continua
(Komarek ef al., 2014). Uma das mais recentes revisdes da classificagdo das

cianobactérias foi proposta por Komarek et al. (2014), segundo a qual as cianobactérias
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dividem-se em oito ordens, 46 familias e mais de 70 géneros (tabela 1), com adaptacao

de alguns taxons antigos € a criagdo de novas ordens e familias.

Tabela 1. Classificagdo taxonomica da classe Cyanophyceae (Komarek et al., 2014).

Ordem Familia Géneros exemplificativos
I Gloeobacterales Gloeobacteraceae Gloeobacter
Synechococcaceae Synechococcus
Merismopediaceae Aphanocapsa
Prochloraceae Prochlorococcus
Coelosphaeriaceae Woronichinia
Acaryochloridaceae Acaryochloris
I Synechococcales Chamaesiphonaceae Chamaesiphon
Romeriaceae Cyanocatenula
Pseudanabaenaceae Pseudanabaena
Leptolyngbyaceae Leptolyngbya
Heteroleibleiniaceae Heteroleibleinia
Schizotrichaceae Schizothrix
I Spirulinales Spirulinaceae Spirulina
Microcystaceae Microcystis
Aphanothecaceae Aphanothece
Cyanobacteriaceae Cyanobacterium
IV Chroococcales C)fanotfzrichaceae Jolhann.esbaptistia
Stichosiphonaceae Stichosiphon
Chroococcaceae Chroococcus
Gomphosphaeriaceae Gomphosphaeria
Entophysalidaceae Entophysalis
Hydrococcaceae Hydrococcus
Dermocarpellaceae Dermocarpella
V  Pleurocapsales
Xenococcaceae Xenococcus
Pleurocapsaceae Hyella
Cyanothecaceae Cyanothece
Borziaceae Borzia
Coleofasciculaceae Coleofasciculus
Microcoleaceae Arthrosp zrc.z
VI  Oscillatoriales Plankiothrix
Homoeotrichaceae Homoeothrix
Oscillatoria
Oscillatoriaceae Phormidium
Lyngbya
Gomontiellaceae Gomontiella
VII Chroococcidiopsidales  Chroococcidiopsidaceae  Chroococcidiopsis
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Tabela 1. Cont.

Ordem Familia Géneros exemplificativos

Scytonemataceae Scytonema
Symphyonemataceae Symphyonema
Rivulariaceae Rivularia
Tolypothrichaceae Tolypothrix
Godleyaceae Godleya
Chlorogloeopsidaceae Chlorogloeopsis
Hapalosiphonaceae Hapalosiphon
Capsosiraceae Capsosira

VIII Nostocales Stigonemataceae Stigonema
Fortieaceae Fortiea

Gloeotrichiaceae

Gloeotrichia

Anabaenopsis

Aphanizomenon
Aphanizomenonaceae Cylindrospermopsis
Raphidiopsis
Umezakia
Anabaena

Nostocaceae
Nostoc

1.3. CIANOTOXINAS

As florescéncias de algas prejudiciais, os designados harmful algal blooms
(HABs), sdo uma preocupacao publica a nivel mundial, uma vez que muitas espécies de
algas tém a capacidade de produzir toxinas (Dittmann et al., 2013; O’Neil et al., 2012).
Em aguas superficiais, a produgao destas toxinas pode ser originaria tanto de algas, como
de dinoflagelados e até de bactérias como ¢ o caso das cianobactérias (Zaccaroni &
Scaravelli, 2008a). Em geral, a toxicidade de microalgas ¢ inferior dado que estas nao
proliferam tdo intensamente, nao havendo acumulagdo das suas toxinas, ao contrario do
que acontece com as cianobactérias (Zaccaroni & Scaravelli, 2008a).

As toxinas produzidas por cianobactérias, conhecidas por cianotoxinas (Kurmayer
& Christiansen, 2009; Sarma, 2013), tém uma acao prejudicial numa grande diversidade
de organismos, incluindo humanos (Chorus et al., 2000). A presenca de cianotoxinas nas
massas de dgua pode causar danos com a sua utilizagdo, seja esta para a producao de agua
de abastecimento, para lazer ou outras (Paerl, 2008). O risco de danos associados a
utilizacao de aguas doces ¢ maior, uma vez que as cianobactérias se adaptam melhor a

este tipo de aguas. No entanto, a sua presenga em aguas salgadas também pode acarretar
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consequéncias como a intoxicacdo de mariscos e peixes que sdo usados para consumo
humano (Chorus et al., 2000). Em lagos, por exemplo, os blooms de cianobactérias podem
aumentar o consumo de oxigénio, o que pode levar a hipoxia e anoxia provocando assim
a morte de alguns peixes. Por outro lado, a presenga destes blooms a superficie pode
bloquear a penetra¢do de raios solares nas dguas alterando assim a dindmica do lago
(Paerl, 2008).

Os HBAs, ¢ as cianotoxinas que destes advém, afetam nao s6 o dinamismo das
massas de dgua, como a saude de eucariotas e t€m também um efeito nefasto em termos
econdmicos e sociais, i.e., podem causar efeitos negativos em oportunidades de lazer, a
reducgdo de locais de pesca, a redugao de fontes de abastecimento de agua para consumo
humano e para a agropecuaria e podem levar a custos elevados para os tratamentos de
remocao de cianobactérias e cianotoxinas (Hoagland et al., 2002; Paerl, 2008).

Nem todas as cianobactérias sdo capazes de produzir toxinas e as espécies
produtoras nao sao distintas morfologicamente das espécies ndo produtoras, pelo que os
métodos taxondmicos de monitorizagdo ndo garantem a seguranca na utilizagdo das
massas de agua, o que torna o risco iminente de intoxicagao das dguas um grave problema
(Dittmann et al., 1997; Rantala-Ylinen et al., 2011). As cianotoxinas ndo sdo espécie-
especificas, o que por sua vez também ndo facilita a previsdo da potencialidade
cianotoxica de determinadas dguas, uma vez que podem coexistir diferentes espécies
produtoras de uma mesma toxina em simultdneo (Davis et al., 2009; Funari & Testai,
2008; Rantala et al., 2006) e estas espécies produtoras podem produzir varias toxinas
simultancamente (Funari & Testai, 2008; Lee ef al., 2015).

As cianotoxinas podem ser classificadas de acordo com a sua estrutura quimica
(alcaloides, péptidos ciclicos ou lipopolissacarideos) ou de acordo com os seus efeitos
pos-intoxicagdo: Hepatotoxinas - microcistina (MC, MC-LR) e nodularina (NOD);
Neurotoxinas — saxitoxina (STX) e anatoxina (ATX-a, ATX-a(s) e HMAN), Citotoxinas
- cilindrospermopsina (CYN) e Dermatotoxinas - aplisiatoxina, debromoaplisiatoxina e
lingbiatoxina (tabela 2) (Carmichael & Li 2006; Chorus ef al., 2000; Sarma, 2013).

A ocorréncia, as propriedades quimicas e os efeitos toxicos de cianotoxinas tém
sido estudados exaustivamente, no entanto ainda se desconhece as suas funcgdes,
regulagdo e a razdo da sua producao (Chorus et al., 2000; Osswald et al., 2007).
Kaebernick & Neilan (2001), Wiegand & Pflugmacher (2005) e Holland & Kinnear

(2013) sdo autores que propuseram algumas fungdes destas toxinas, tais como: alterar o
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Tabela 2. Classificacdo de cianotoxinas, LDso, géneros produtores e mecanismos de agdo (Carmichael &
Li 2006; Chorus ef al., 2000; Kaebernick & Neilan, 2001; Sarma, 2013; Wiegand & Pflugmacher, 2005).

Tipo de toxina Cianotoxinas*  LDso (ug/kg)** Géneros produtores Mecanismo de acao
MC 45-1000 Aphanizomenon
Aphanocapsa
Aphanothece
Anabaena
Anabaenopsis
Cylindrospermopsis
Hepatotoxinas MC-LR 60 AH;I’ alosiphon Blogueio de
icrocystis fosfatases proteicas
Nostoc em c¢lulas hepaticas
Oscillatoria
Phormidium
Planktothrix
Woronichinia
NOD 30-50 Nodularia
Anabaena Bloqueio da
Aphanizomenon despolarizagao pos-
STX 1030 Cylindrospermosis s'inépNticg, pela ’
Lyngbya, ligagdo irreversivel
Planktothrix aos recetores da
Raphidiopsis acetilcolina
Anabaena
Aphanizomenon
Arthrospira .
. . Homologa da
Microcystis acetilcolinesterase
Neurotoxinas ATX-a 250 Nostoc . L
. . permite o potencial
Oscillatoria, de acdo continuo
Phormidium
Planktothrix
Raphidiopsis
Homodloga da
HMAN 250 Oscillatoria acetilp olinesterase,
permite o potencial
de acdo continuo
ATX-a(s) 40 Anabaena Bloquelg a acgdo da
acetilcolinesterase
Anabaena
Aphanizomenon
Cylindrospermopsis ~ Bloqueia a sintese
Citotoxinas CYN 200 Lyngbya proteica
Raphidiopsis
Oscillatoria
Umezakia

* Ver codigos das cianotoxinas no texto
**LDso, para ratos, de toxina pura

dinamismo populacional para vantagem ecoldgica, comunicac¢ao/sinalizagdo celular por

alelopatia (libertacdo de substancias para alteracdo do crescimento de outro organismo

vegetal) e quimiotaxia (libertagcdo de substincias para atragcdo/repulsao de outros

organismos), estabelecimento de relagdes com outras cianobactérias e/ou outros
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organismos celulares, obtencdo de nutrientes como o ferro, controlo de fungdes
fisiologicas como o metabolismo interno e o aumento da resisténcia ao stress oxidativo.
Holland & Kinnear (2013) ainda afirmam que as fungdes das cianotoxinas variam nao so
com o tipo de toxina como também com a espécie produtora e que a falta de informacao
na literatura cientifica, at¢ ao momento, impede de se afirmar com certeza a(s)

funcao/fungdes exata(s) de cada toxina.

1.3.1. HEPATOTOXINAS

As hepatotoxinas sao um grupo de péptidos ciclicos que afetam essencialmente os
hepatdcitos através da inibigdo de fosfatases proteicas (Honkanen et al., 1990). Estas
toxinas dividem-se em dois grupos as microcistinas (MCs) e as nodularinas (NODs)
(Carmichael & Li 2006). Estruturalmente MCs e NODs sdo péptidos ciclicos e ambas tém
um aminodacido hidrofébico unico - Adda, que ¢ responsavel pela sua toxicidade (Sarma,
2013). Qualquer alteragdo neste aminoacido provoca a reducdo da toxicidade destas
toxinas (Sarma, 2013).

Estas toxinas atacam essencialmente o figado, podendo levar a sintomas como
fraqueza, perda de apetite, vomitos, diarreia e cancro (Sarma, 2013), podendo mesmo, em
casos mais graves, provocar a morte. Varios relatos de eventos mortais em passaros,
animais selvagens, gado, peixes ¢ humanos estdo descritos na literatura (e.g. Jochimsen

et al., 1998; Kaebernick & Neilan, 2001).

1.3.1.1. MICROCISTINAS

As MCs sdo as cianotoxinas mais frequentes e mais estudadas e, pela mesma
razao, sao as mais relatadas na literatura cientifica (Nicholson & Burch, 2001; Merel et
al., 2013; Sarma, 2013). Ocorréncias de MCs foram reportadas em grande parte do
mundo, nomeadamente em vérios paises da Asia, América do Norte, Leste da Europa e
Norte de Africa (Fristachi & Sinclair, 2008)

Embora sejam mais comumente produzidas por Microcystis aeruginosa, de onde
foram primeiramente isoladas (Botes et al., 1984), muitas outras espécies sao capazes de

produzir MCs, designadamente varias espécies dos géneros Microcystis, Planktothrix,
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Anabaena, Anabaenopsis ¢ Aphanizomenon (tabela 3) (Humpage, 2008; Merel et al.,
2013; Sarma, 2013, Rastogi et al., 2014a).

Tabela 3. Listagem de cianobactérias descritas, na literatura, como produtoras de cianotoxinas.

Género Espécie Toxina Referéncia
Anabaena sp. ATX-a Sivonen et al., 1989*
MC James et al., 1997
Anabaena bergii CYN Schembri et al., 2001
ATX-a Sivonen et al., 1989*
Schwimmer & Schwimmer,
Anabaena circinalis MC L964%**
STX Humpage et al., 1994***
ATX-a Gorham, 1964%**
ATX-a(s) Mahmood & Carmichael,
Anabaena Anabaena flos-aquae 1986a
MC Codd & Beattie, 1991****
Mahmood & Carmichael,
STX 1986a
. MC Sivonen et al., 1990
Anabaena lammermannii,
ATX-a(s) Onodera et al., 1997
Anabaena lapponica CYN Spoof et al., 2006
Anabaena planktonica ATX-a Bruno et al., 1994%**
Anabaena mendotae ATX-a Rapala et al., 1993%*
Anabaena scheremetievi MC Vasconcelos, 1993 ***
Anabaenopsis Anabaenopsis sp. MC Sivonen & Jones, 1999
Anabaenopsis millerii MC Lanaras & Cook, 1994%***
Aphanizomenon sp. ATX-a Sivonen et al., 1989*
STX Mihali et al., 2009
Aphanizomenon gracile MC Costa et al., 2006
STX Wiese et al., 2010
Aphanizomenon i‘lphamzomei?on STX Wiese et al., 2010
issatschenkoi
Aphanizomenon CYN Humpage et al., 1994***
ovalisporum MC Moreno et al., 2004
Aphanizomenon flos- CYN Banker et al., 1997
aquae STX Sawyer ef al., 1968****
Aphanocapsa Aphanocapsa cumulus MC Costa et al., 2006
Aphanothece Aphanothece sp. MC Baker & Humpage, 1994%**
Arthrospira Arthrospira fusiformis ATX-a Ballot et al., 2004
Cylindrospermopsis sp. MC Gkelis et al., 2005
Cylindrospermopsis  Cylindrospermopsis CYN Hawkins et al., 1985
raciborskii STX Sawyer et al., 1968***
Hapalosiphon Hapalosiphon hibernicus MC Princep et al., 1992%**
. CYN Seifert et al., 2007
Lyngbya Lyngbya wollet STX Carmichael et al., 1997
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Tabela 3. Cont.

Género Espécie Toxina Referéncia
Microcystis sp. MC Hrudey et al., 1994***
Microcystis aeruginosa ATX-a Harada et al., 1993*
MC Vasconcelos, 1993 ***
Microcystis botrys MC Onodera et al., 1997
. . Microcystis novacekii MC Costa et al., 2006
Microcystis Microcystis panniformis MC Costa et al., 2006
Microcystis protocystis MC Costa et al., 2006
1 skskok
Microcystis viridis MC @ist:z:beet eatl; 1.1,918 97 RGH
Microcystis wesenbergi MC Vasconcelos, 1993***
Nostoc sp. MC Beattie et al., 1998***
Nostoc
Nostoc carneum ATX-a Ghassempour et al., 2005
ATX-a Araoz et al., 2005
Oscillatoria sp. CYN Mazmouz et al., 2010
MC Hrudey ef al., 1994%**
Oscillatoria Oscillatoria agardhii ATX-a Sivonen et al., 1989%*
Oscillatoria formosa HMAN Skulberg et al., 1992*
Oscillatoria limosa MC Mez et al., 1996***
Oscillatoria tenuis MC Brittain et al., 2000
L. Phormidium sp. MC Dittmann et al., 2013
Phormidium —
Phormidium favosum ATX-a Gugger ef al., 2005
. MC Hummert et al., 2001
Planktothrix sp STX Pomati et al., 2000
Planktothrix agardhii MC Sivonen ef al., 1990
Planktothrix Planktothrix formosa HMAN Skulberg et al., 1992%**
Planktothrix mougeotii, MC Henriksen et al., 1996***
Planktothrix prolifica, MC WHO, 2003
Planktothrix rubescens ATX-a Viaggiu et al., 2004
Raphidiopsis brookii STX Stucken et al., 2010
Raphidiopsis Raphidiopsis curvata CYN Lietal., 2001
Raphidiopsis ATX-a Namikoshi et al., 2003
mediterranea CYN McGregor et al., 2011
Umezakia Umezakia natans CYN Harada et al., 1994
Woronichinia Woronichinia sp. MC Williame et al., 2005

* Citado por Osswal et al., 2007; **Citado por Dauphard et al., 2014; ***Citado por Sarma, 2013;
****Citado por Dow & Swoboda, 2002.

Estas toxinas sdo péptidos ciclicos com baixa massa molecular (Zaccaroni &
Scaravelli, 2008a) podendo variar desde os 800 aos 1100 Da, dependendo da composi¢ao
dos aminoacidos nas posigdes de variabilidade e das modificagdes dos mesmos (figura 2)
(Rastogi et al., 2014a; Sivonen & Jones, 1999; Tillett et al., 2000). Segundo Dittmann et
al. (2013) existem mais de 80 variantes (isdbmeros quimicos) desta toxina. A variedade de

aminoacidos que constituem as MCs e a posicdo que estes assumem na sua estrutura,
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nomeadamente nas posi¢des 2 € 4 sdo a origem das vastas variantes desta toxina (Sarma,
2013). A MC-LR, a variante mais abundante e mais estudada das microcistinas, tem os
aminoacidos L-leucina e L-arginina nas posicoes 2 ¢ 4 respetivamente (figura 2) (Rastogi
et al., 2014a; Sarma, 2013). Existem outras variantes de MCs resultantes nao s6 de
alteracdes nas posigdes 2 e 4, bem como da demetilagdo em aminoécidos nas posi¢oes 3
e/ou 7, modificagdes do grupo Adda e alteragdes de aminoacidos nas posigdes 1, 6 ¢ 7
(Rinehart et al., 1994; Sivonen, 1996). Outra das particularidades destas toxinas ¢ a
presenca de aminodcidos Unicos, como Adda (3-amino-9-methoxy-2,6,8-trimethyl-10-
phenyldeca-4-6-dienoic acid) que ¢ responsavel pela toxicidade das MCs (Carmichael et

al., 1988; Sarma, 2013).
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Figura 2. Estrutura quimica de microcistina (Fristachi & Sinclair, 2008).

As MCs sao sintetizadas por mecanismos nao ribossomais através de complexos
multienzimaticos (Pearson & Neilan, 2008). Estes contém modulos enzimaticos incluindo
sintetases de péptidos ndo ribossomais -NRPS, e sintases de policetideos —PKS (Rastogi
et al.,2014a).

O gene cluster responsavel pela producao de microcistinas, mcy, contém 10 Open
Reading Frames (ORFs) bidirecionais organizados em dois operdes mcyA-C e mcyD-J,
perfazendo um total de 55 kb (Neilan et al., 2008; Tillett ez al., 2000). Estes codificam as
enzimas responsaveis pelos mecanismos anteriormente mencionados (Kurmayer &
Christiansen, 2009). A regido promotora mcyA-C codifica trés NRPS, ja a regido mcyD-
J codifica uma PKS (mcyD), duas enzimas hibridas com modulos NRPS e PKS (mcyE e
mcyG) (Tillett et al., 2000), tailoring enzymes (mcyF), um aminoacido racemase - uma
enzima responsavel pela catalisagdo da reagao L-aminoacido em D-aminodacido, (mcyJ)

(Sielaff et al., 2003), a enzima D-2-hydroxy-acid dehydrogenase (mcyl) (Pearson et al.,
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2006) e ainda componentes de um transportador ABC (4TP-binding cassette transportes)
que sao proteinas transmembranares responsaveis pelo transporte das MCs (mcyH)
(Pearson et al., 2004; Tillett et al., 2000). A sequéncia dos ORFs e dos genes difere entre
os géneros produtores das MCs (figura 3) e para alguns a sequéncia do gene cluster ja foi

determinada (Neilan et al., 2008; Kurmayer & Christiansen, 2009).

| = Peptide Synthetase B = Polyketide Synthase M = Tailoring enzyme

10 20 30 40 50 kbp
Plankiothrix (S | L i
J'P’I('_‘I?T d meyD meyE mevG moyH mevA moyB meyC mey]
Microcysts W\ I |
meyl TH moyG meyF meyE mcyD * " meyA meyB  meyC
Anabaena @ THERTEN | _Z )
meyHIF  mcvE mevl meyD mcj.{." I'ml:'_v.a"-. meyvB  meyC

Figura 3. Esquema estrutural da organizacdo do gene cluster produtor de microcistinas em diferentes
espécies produtoras (Kurmayer & Christiansen, 2009).

Apo6s o contacto com um organismo, as MCs sdo absorvidas pelo sangue através
da via de transporte do acido biliar (Apeldoorn, 2007). Estas acabam por se acumular em
orgdos como o figado (Hitzfeld et al., 2000), onde inibem fosfatases proteicas (PP1 e
PP2A), causando a hiperfosforilagdo de componentes do citoesqueleto (Apeldoorn, 2007;
Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). As fibras proteicas do citoesqueleto, constituidas por
filamentos intermédios e microfilamentos, sao as mais afetadas, uma vez que o equilibrio
destes ¢ permitido devido a acdo de fosfatases proteicas (remog¢do de grupos fosfato) e
proteinase k (adicdo de grupos fosfato) (Carmichael, 1994, citado por Zaccaroni &
Scaravelli, 2008a). A inibicdo de fosfatases proteicas aumenta a fosforilacdo destes
filamentos e provoca a dissociacdo dos mesmos, causando a desorganizacao do
citoesqueleto e a perda de estrutura dos hepatdcitos (Runnegar & Falconer, 1986, citado
por Smith, 2014). A desorganizacdo celular dos hepatdcitos cria espagos entre os mesmos,
havendo assim auséncia de contacto entre estas células e os capilares sinusoidais (figura
4), o que por sua vez incita a acumulagdo de sangue no figado (Carmichael, 1994, citado

por Zaccaroni & Scaravelli, 2008a; Smith, 2014). A acumulagdo de sangue neste 6rgao
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provoca danos teciduais, hemorragias, hipertrofia e em casos mais graves, se a

concentragdo da toxina for elevada, a morte do individuo (Smith, 2014).
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Figura 4. Esquema representativo da a¢do das microcistinas (adaptado de Zaccaroni & Scaravelli, 2008a).

A situagdo normal; B: intoxicagao.

Outro efeito nefasto a saude provocado pelas MCs ¢ o stress oxidativo devido a
estimulagdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (Smith et al., 2008; Zaccaroni
& Scaravelli, 2008a). Este efeito diminui a capacidade antioxidante da célula e pode
resultar em morte celular, o que a longo prazo incita a atividade tumoral (Smith et al.,
2008), uma vez que fosfatases e cinases ndo s6 influenciam a estrutura celular como
regulam a proliferacdo celular (Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). Estas caracteristicas
fizeram com que as MCs fossem incluidas nas substancias promotoras de tumores, pois
ao interferirem com as fosfatases proteicas podem de facto impedir a paragem do ciclo
celular em casos anomalos (Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). Muitos outros autores
afirmam que apesar destas toxinas serem tumor-promotores, elas efetivamente nao
causam cancro, mas podem estimular o crescimento de células cancerigenas (Ito et al.,

1997; Nishiwaki-Matsushima et al., 1992; Zegura et al., 2008).

1.3.1.2 NODULARINAS

O péptido ciclico NOD tem uma estrutura muito semelhante as MCs, no entanto
as NODs sdo compostas por 5 aminoacidos ao contrario das MCs que tém 7 aminoacidos
(figura 5) (Rinehart e al., 1994). Ambas possuem o grupo Adda, porém a dehydroalanine
esta substituida por N-methyl-dehydrobutyrine em NODs (Rinehart et al., 1988). Para
além da estrutura semelhante, ambas possuem toxicidades equivalentes (Rinehart et al.,

1988).
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Figura 5. Estrutura quimica de nodularinas (Gehringer et al., 2012).

NH,

A biossintese de NODs, do mesmo modo que as MCs, ¢ devida a um gene cluster,
neste caso o ndaS, sendo que até ao momento esta sequenciado e caracterizado para
Nodularia spumigena NSOR10 (Moffitt & Neilan, 2004). Este gene cluster (figura 6)
compreende 48 kb e nove ORFs (ndaA-I) (Neilan et al., 2008).

Nodularia spumigena NSOR10

HOOEET I K-

ORF5-81 HG F E o C A B ORF1-5

Figura 6. Esquema estrutural da organizacao do gene cluster ndaS (Neilan et al., 2008).

Julga-se que o processo de biossintese desta toxina seja semelhante ao da MC. Até
ao momento sabe-se que os genes ndaC, ndaD e ndaF codificam subunidades malonyl-
CoA (ndaF também codifica enzimas hibridas com modulos NRPS e PKS), ndaA e ndaB
codificam enzimas NRPS, ndaE uma O-metiltransferase, ndaG enzimas racemase ¢ ndal
componentes de um transportador ABC. Sabe-se ainda que ndaH tem 71% de homologia
com mcyl, o que pode indicar que possivelmente codificam os mesmos produtos (Moffitt
& Neilan 2004).

As NODs sdo apenas produzidas pelo género Nodularia, sendo produzidas
principalmente pela espécie Nodularia spumigena (Humpage, 2008; Nicholson & Burch,
2001). Estas cianobactérias surgem essencialmente em aguas salobras (Humpage, 2008).

As NODs sao uma ameaga iminente a saide humana pela contaminagdo de aguas
para consumo ¢ pela acumulagdo em mariscos e peixes comestiveis (Humpage, 2008;

Wiegand & Pflugmacher, 2005).

34|Pagina



O seu modo de ag@o ¢ muito semelhante as MCs, uma vez que ambas atacam o0s
hepatdcitos pela inibi¢cdo de fosfatases proteicas (Campos & Vasconcelos, 2010), de onde
resultam sintomas semelhantes (Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). No entanto as NODs nao
se ligam covalentemente devido a alteragdo do grupo Adda (Martins & Vasconcelos,

2009).

1.3.2. NEUROTOXINAS

As neurotoxinas sdo os metabolitos secunddrios mais toxicos produzidos por
cianobactérias, pois interferem com o sistema neuromuscular (Sarma, 2013), paralisando
os musculos respiratorios, esqueléticos e periféricos, através de diferentes mecanismos
de agdo (Zaccaroni & Scaravelli, 2008a).

Estas toxinas dividem-se em anatoxinas (anatoxina-a, homoanatoxina-a ¢

anatoxina-a(s)), saxitoxinas e neosaxitoxinas (Dow & Swoboda, 2002).

1.3.2.1. ANATOXINAS

As anatoxinas podem ser divididas em trés neurotoxinas alcaloides: anatoxina-a
(ATX-a); homoanatoxina-a (HMAN) e anatoxina-a(s) (ATX-a(s)) (Nicholson & Burch,
2001). Embora tenham nomes semelhantes, ATX-a e ATX-a(s) t€ém estruturas quimicas
distintas, ja a HMAN ¢ uma homoéloga da ATX-a (figura 7) (Zaccaroni & Scaravelli,
2008a).

A ATX-a tem um peso molecular de 165 Da (Kaebernick & Neilan, 2001) e ¢
estruturalmente analoga da cocaina e do neurotransmissor acetilcolina (Dow & Swoboda,
2002; Mazur-Marzec, 2006). Foi inicialmente isolada de Anabaena flos-aquae (Gorham,
1964 - citado por Dauphard et al., 2014), no entanto muitas outras espécies estdao descritas
como produtoras desta toxina (tabela 3) (Sarma, 2013). A HMAN tem um peso molecular
de 179 Da e difere estruturalmente da ATX-a por ter um grupo propanil em vez do grupo
acetil em C-2 (figura 7) (Skulberg et al., 1992). Esta toxina ¢ produzida por estirpes de
Oscillatoria formosa (tabela 3) (Méjean ef al., 2009). A ATX-a(s) € um éster unico com
um peso molecular de 252 Da (Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). Foi inicialmente isolada

de Anabaena flos-aquae e Anabaena lemmermannii (Mahmood & Carmichael 1986b), no
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entanto muitas outras espécies estdo descritas como produtoras desta toxina (tabela 3)

(Sarma, 2013).
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Figura 7. Estrutura quimica de anatoxinas (adaptado de Sarma, 2013). A: anatoxina-a; B: homoanatoxina-
a; C: anatoxina-a(s).

A biossintese de ATX-a e HMAN deve-se ao gene cluster ana e, embora nao se
saiba muito sobre o mesmo, M¢jean et al. (2009) e Rantala-Ylinen et al. (2011)
descreveram o gene cluster ana em Oscillatoria PCC 6506 e Anabaena sp. estirpe 37,
respetivamente (figura 8). Rantala-Ylinen ef al. (2011) concluiram que os dois genes
clusters ana sdo muito semelhantes, variando apenas na sequéncia dos genes (figura 8).
O gene cluster ana compreende sete genes (anaA-G), perfazendo um total de ~29 kb em
Anabaena sp. estirpe 37 e ~23 kb em Oscillatoria PCC 6506 (Rantala-Ylinen et al.,
2011).

A. 20.3 kb 6.9kb 17kp
LY

| 288-bp gap | A N

anab anal anak anafF anaG orfl

anacC anah

B. ~23 kb

[ |

ol anaB anaD anak anaF anaG

anah, anaC

Figura 8. Esquema do gene cluster responsavel pela biossintese de anatoxina-a ¢ homoanatoxina-a
(adaptado de M¢jean et al., 2009).

A ATX-a atua como homologa da acetilcolina e como agonista dos recetores de
acetilcolina em neurénios (Dow & Swoboda, 2002). Em situa¢des normais a acetilcolina
libertada pelos neurénios liga-se aos seus recetores e incita a abertura dos canais de soédio

(Na"). A entrada de sodio na célula despolariza a membrana o que leva a abertura de mais
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canais Na" e canais de Ca?" (dependentes de voltagem), o que por sua vez provoca a
criacdo de um potencial de acdo e contragdo das células musculares, respetivamente
(Soliakov et al., 1995; Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). Posteriormente a degradagdo da
acetilcolina pela acetilcolinesterase provoca o fecho dos canais de sodio, levando ao
relaxamento muscular (figura 9) (Sarma, 2013; Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). A ATX-
a ligasse de forma irreversivel aos recetores de acetilcolina (Zaccaroni & Scaravelli,
2008a) permitindo a passagem continua de Na* e, consequentemente, a superexcitacdo
das células musculares (Sarma, 2013). Quando isto acontece em musculos respiratorios
resulta na falta de Oz no cérebro e consequentemente em convulsdes, sufocacdo e, em

casos mais graves, morte (Dow & Swoboda, 2002; Mazur-Marzec, 2006).
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Figura 9. Modo de agdo da anatoxina-a (adaptado de Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). A: situacdo normal;
B: intoxicagao.

A intoxicacdo por ATX-a pode ainda provocar fasciculagdo muscular, redugdo de
movimentos, tremores, respiracdo ofegante, bruxismo (ranger dos dentes inconsciente),
cianose (falta de oxigenagdo no sangue) e outros sintomas (Dauphard et al., 2014;
Zaccaroni & Scaravelli, 2008a). A intensidade da intoxicacao e dos sintomas advindos
dependem da quantidade de toxina ingerida e da massa corporal do organismo (Dow &
Swoboda, 2002). Em ratos de laboratorio a dose letal mediana (LDso) ¢ de 250 pg/kg
(tabela 2).

Um dos sintomas mais relevantes de ATX-a(s) ¢ a salivagdo em vertebrados, razao
pela qual a letra ‘s’ estd em sufixo no nome da toxina (Sarma, 2013). Estas ao contrario
da ATX-a, bloqueiam a agdo da acetilcolinesterase ligando-se a mesma e impedindo a
degradacgdo da acetilcolina (figura 10). O resultado final da presenca de qualquer uma

destas duas toxinas ¢ semelhante, pois levam ambas a permanente abertura dos canais de
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sodio, a corrente continua de ides Na' e a superexcitagdo muscular (Zaccaroni &
Scaravelli, 2008a).

Do mesmo modo que ATX-a ¢ HMAN, a intensidade da intoxicagdao e dos
sintomas advindos, apos contacto com anatoxina-a(s), depende da quantidade de toxina
ingerida e da massa corporal do organismo (Dow & Swoboda, 2002). Para ratos, a LDso
de ATX-a(s), ¢ muito inferior a da ATX-a (tabela 2), o que torna a ATX-a(s) muito mais

toxica que as restantes anatoxinas (Dow & Swoboda, 2002).
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Figura 10. Modo de agdo da anatoxina-a(s) (Zaccaroni & Scaravelli, 2008a).

As anatoxinas ja foram identificadas um pouco por todo o mundo: na Europa,
Asia, Sul de Africa, Australia, América do Sul, Canad4 e EUA (Dauphard et al., 2014;
Osswald et al., 2007). Estas toxinas sdo uma ameaga para a saide humana e animal, seja
através da ingestdo, inalacdo ou contacto e sdo ainda uma ameaga em suplementos
alimentares, nomeadamente em suplementos provenientes de algas, que podem conter

vestigios destas e outras cianotoxinas (Dauphard et al., 2014).

1.3.2.2. SAXITOXINAS

As saxitoxinas (STXs) e os seus andlogos estdo incluidas nas paralytic shellfish
toxins (PSTs) (Pearson et al., 2010; Vale, 2014). Estas toxinas s3o alcaloides
neurotdxicos, cuja estrutura quimica ¢ definida como compostos triciclicos ndo sulfatados
(figura 11) (Dow & Swoboda, 2002; Kurmayer & Christiansen, 2009; Mihali et al., 2009).
O nome genérico saxitoxina foi proposto por Sivonen & Jones (1999) para as PSTs

produzidas por cianobactérias de agua doce.
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Estruturalmente as STXs sdo divididas em saxitoxina e neosaxitoxina, que
diferem apenas num grupo hidroxilo (Sarma, 2013). No entanto, existem cerca de 30
isoformas naturais destas toxinas (Mihali et al., 2009; Sarma, 2013).

As STXs sdo compostos hidrossoltuveis, termo estaveis, resistentes a ambientes

acidos e tém elevada toxicidade (Mihali et al., 2009).
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Figura 11. Estrutura quimica geral da saxitoxina, R representa as posi¢des varidveis (Sarma, 2013).

Estas toxinas sdo encontradas maioritariamente em organismos marinhos, no
entanto também surgem em meios dulcaquicolas (Mihali et al., 2009). Inicialmente foram
descobertas em dinoflagelados marinhos dos géneros Alexandrium, Pyrodinium e
Gymnoginium (Jancula et al., 2014; Kurmayer & Christiansen, 2009; Wiese et al., 2010).
Em cianobactérias foram inicialmente identificadas em Aphanizomenon flos-aquae
(Sawyer et al., 1968, citado por Dow & Swoboda, 2002) mas, atualmente, sabe-se que
sdao produzidas por uma grande variedade de cianobactérias (tabela 3) (Kurmayer &
Christiansen, 2009).

Kellman et al. (2008) foram os primeiros a descrever o gene cluster produtor de
STX, em Cylindrospermopsis racibosrkii T3, que ¢é responsavel pela biossintese desta
toxina em varias cianobactérias. O gene cluster stx € constituido por 26 genes (stxA-Z)
perfazendo um total de 35 kb (figura 12). Mihali ez al. (2009) também estudaram o gene
cluster stx, mas em Anabaena circinalis AWQCI131C e Aphanizomenon sp. NH-5 e
chegaram a conclusdo de que o gene cluster contém os mesmos genes em ambas as
espécies, com a excecdo dos genes stxF, stxY, stxZ e ompR que aparentam estar

envolvidos na sinalizagdo, regulagdao transcripcional e transporte da toxina em C.
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raciborskii T3, pelo que podem ser regulados de modo diferente nas outras espécies ou

podem ter sido transpostos para outro /ocus do genoma.
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Figura 12. Estrutura do gene cluster stx em C. racibosrkii T3 (Kellmann et al., 2008).

Ja o gene stxPER apenas aparece em Anabaena circinalis AWQCI131C e
Aphanizomenon sp. NH-5 e Mihali et al. (2009) julgam que este possa estar a substituir o
gene stxF que ¢€ responsavel pelo transporte da toxina. A funcdo de alguns dos genes
produtores da STX foi conjeturada (informaticamente) em ambos os trabalhos, no entanto
a identifica¢cdo de uma possivel fun¢do nao foi determinada para todos os genes. O estudo
da biossintese da STX ¢ ainda muito recente e necessita maior investigacao de modo a
ser totalmente compreendida (Kellmann ez al., 2008; Mihali et al., 2009).

As STXs sao moléculas polares, razdo pelo qual ndo passam a barreira sanguinea
no cérebro e deste modo afetam apenas os nervos periféricos bloqueando os canais de
sodio dependentes de voltagem, que regulam o potencial de agcdo ao longo dos neuronios
(Zaccaroni & Scaravelli, 2008b). Estes canais de sodio sdo compostos por trés
subunidades: a, B-1 e B-2, sendo que o tem a maioria das propriedades funcionais. Esta
subunidade € por sua vez constituida por quatro dominios repetidos, I a IV, e cada um
destes dominios tem 6 regides (S1-S6) (Catterall, 2000; Goldin et al., 2000). A STX ao
ligar-se ao dominio I da subunidade a, numa sequéncia de aminoacidos que liga S5 a S6,
causa o bloqueio total do canal de so6dio e impede a passagem de ides para o interior dos

neurodnios (figura 13). Este bloqueio do fluxo de ides impede a propagagao do potencial
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de agdo e a libertagdo de neurotransmissores na placa sinaptica, provocando a paralisia

das células musculares (Zaccaroni & Scaravelli, 2008Db).
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Figura 13. Mecanismo de ac¢do da saxitoxina nos canais de sodio (Zaccaroni & Scaravelli, 2008b). A:
situagdo normal; B: intoxicagdo.

Os sintomas advindos da paralisia muscular causada por STX podem ter maior ou
menor gravidade conforme a quantidade de toxina e o organismo afetado. Conforme a
gravidade da intoxicacgdo os seguintes sintomas podem surgir: dorméncia nos labios, face
e pescoco, sensacao de picada nos dedos, dor de cabega, tonturas, fraqueza e nauseas, fala
incoerente, endurecimento e descoordenagdo dos membros, dificuldade respiratoria,
paralisia muscular, sensagao de asfixia e em casos fatais, morte por paragem respiratéria
(FAO, 2004 - citado por Vale, 2014; Humpage, 2008). Em ratos a LDso da STX varia
entre 10 e 30 pg/kg (tabela 2).

Paralytic shellfish poisonings (PSPs) ¢ nome dado ao conjunto de sintomas que
advém do consumo de marisco infetado com PSTs. Esta ¢ uma patologia que afeta os
consumidores pela acumulagdo da toxina ao longo das cadeias troficas (Kao, 1993 - citado
por Humpage, 2008) e acabam por afetar gravemente a economia da pesca devido a
contaminagao de marisco (Kellmann et al., 2008).

As PSTs sdo as toxinas mais potentes e sdo consideradas de elevado risco para a
saude publica e ambiental, pois podem afetar humanos e até ecossistemas inteiros (Kaas
et al., 2000; Pereira et al., 2000; Zaccaroni & Scaravelli, 2008b). E estimado que
anualmente cerca de 2000 casos de intoxicacdo por STX em humanos ocorra a nivel
mundial e cerca de 15-50% destes casos resultam em fatalidades (Van Dolah, 2000).
Existem relatos de que STXs ja foram encontradas a nivel mundial, mais propriamente

na Australia, América do Sul (Brasil, México), América do Norte (EUA), Europa
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(Portugal, Espanha, Franga, Italia, Dinamarca, Finldndia, Bulgaria, Alemanha e

Republica Checa) e Asia (China) (Jancula et al., 2014).

1.3.3. CITOTOXINAS
1.3.3.1. CILINDROSPERMOPSINAS

As cilindrospermopsinas (CYN) sdo alcaloides com um grupo uracilo distinto.
Este grupo uracilo ligado a uma guanidina triciclica € a base da toxicidade desta toxina e
aperda do mesmo provoca a perda da toxicidade (Furey et al., 2014; Moreira et al., 2012).
A CYN foi descoberta inicialmente em Cylindrospermopsis raciborskii, no entanto ¢é
produzida por muitas outras espécies de cianobactérias (tabela 3) (Moreira et al., 2012).

Sdo conhecidos até ao momento trés isdbmeros quimicos (figura 14) de CYN,
todos eles com elevada estabilidade e resisténcia a diversas fontes de luz, temperatura e
pH, podendo por vezes mostrar resisténcia a tratamentos que sdo aplicados nas massas de
agua (de la Cruz et al., 2013). A sua estrutura molecular sugere que a sua sintese ¢ feita
através do mecanismo nao ribossomal, através de complexos multienzimaticos NRPS e

PKS (Neilan et al., 2008), tal como acontece com as MCs (Rastogi ef al., 2014a).

Figura 14. Estrutura quimica da cilindrospermopsina (1) ¢ das suas variantes 7-deoxi-cilindroespermopsina
(2) e 7-epicilindrospermopsina (3) (Moreira et al., 2012).

A produgdo destas toxinas a nivel genético ¢ determinada pela acdo de varios
genes (Neilan et al., 2008). Os genes aoaA, aoaB e aoaC foram parcialmente

sequenciados e identificados como responsaveis pela produgdo de CYN em
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Aphanizomenon ovalisporum (figura 15) (Neilan et al., 2008). Em Cylindrospermopsis
raciborskii foi identificado o gene cluster cyr que contém genes ortdlogos aos genes aoa
(Baron-Sola et al., 2011). Este gene cluster compreende 43 kb onde estao inseridas 15
ORF’s. Na figura 16 pode ver-se a organizagdo esquematica do gene cluster cyr, que
permite a sintese, regulagdo e exportacdo da toxina em Cylindrospermopsis raciborskii

(Moreira et al., 2012).

ACP
aoaB (5606 bp) aoaA (1179 bp) aoaC (4299 bp)

Figura 15. Organizagdo de aoaA, aoaB, aoaC em Aphanizomenon ovalisporum (Neilan ef al., 2008).

O modo de agdo desta toxina esta ainda pouco estudado, no entanto sabe-se que
inibe irreversivelmente a sintese de proteinas e/ou enzimas (Furey et al., 2014), provoca
a necrose celular, fragmentagdo de DNA e mutagénese (Smith et al., 2008). Sintomas
como hepatite, lesdes renais e intestinais, vomitos, cefaleia, dores abdominais, anorexia,
prisdo de ventre e melena ou hematoquesia, hematuria, glicosuria e proteintria surgem
apos intoxicagdo com CYN (de la Cruz et al., 2013; Duy et al., 2000; Moreira et al.,
2012).

)

Figura 16. Organizagdo do gene cluster cyr em C. racirborskii (Moreira et al., 2012). cyrA:
amidinotransferase, cyrD, cyrF, cyrB, cyrE, cyrC: PKS/NRPS; cyrG, cyrH: anel de uracilos, cyrl, cyrJ,
cyrN: tailoring enzymes, cyrK: transporte; cyrO: regulacdo, cyrL, cyrM.: transposases.

Devido ao pouco que se sabe sobre o0 modo de agdo desta toxina e devido aos
sintomas que surgem apods intoxicagdo, alguns autores como Fristachi & Sinclair (2008),
Rai et al. (2013) e Sarma (2013) classificam as CYN como hepatotoxinas. Pelo contrario,
outros como Bormans ef al. (2014), Moreira et al. (2012), Sivonen & Jones (1999) e
Zaccaroni & Scaravelli (2008a) classificam-na como uma citotoxina, tal como ¢é
apresentada neste trabalho. Segundo Bain ef al. (2008) esta toxina ¢ hepatotdxica,

citotdxica e genotoxica.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. PLANIFICACAO GERAL

O presente trabalhou incidiu no estudo da potencialidade cianotoxica em catorze
lagoas da ilha de Sao Miguel, Agores.

Inicialmente o trabalho recaiu sobre a otimizagdo de protocolos para a andlise
molecular, principalmente o protocolo para a extracdo de DNA direta a partir de amostras
de 4gua.

Em seguida procedeu-se a colheitas mensais (marco a julho de 2015), sendo que
em cada amostragem foram feitas colheitas de amostras de dgua, foram medidos
parametros fisico-quimicos da agua in situ e registadas as condi¢des climatéricas no
momento da amostragem. A partir das amostras de agua foi determinada a concentragao
de clorofila a, foi efetuado o isolamento de exemplares de cianobactérias para a obtencao
de culturas de cianobactérias presentes em aguas superficiais dos Agores e procedeu-se a
analise molecular apds extracdo de DNA diretamente de amostras ambientais e de
isolados.

Na analise molecular fez-se primeiramente uma reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) de modo a detetar a presenga de DNA de cianobactérias usando um par de primer
especifico para um fragmento do gene produtor da ficocianina. As amostras com
amplificacdo para o gene produtor deste pigmento foram, posteriormente, testadas para a
presenca de genes produtores de toxinas usando pares de primers especificos para as
mesmas, através de PCR.

Finalmente, com os resultados obtidos pretendeu-se prever a presenca ou auséncia
da potencialidade cianotdxica para cada lagoa estudada, bem como a relagdo desta

potencialidade com os parametros fisico-quimicos e biologicos destas dguas.

2.2. AREA DE ESTUDO

As lagoas amostradas localizam-se na ilha de Sao Miguel (figura 17) e foram
selecionadas com base na sua importancia em atividades turisticas, recreativas e de lazer,
bem como atividades agropecuarias (Gongalves, 2008; SRAM, 2011, 2013). Como se
pode observar na figura 17, foram selecionadas 14 lagoas na ilha de Sao Miguel: lagoa
Azul (A(Mi)), lagoa Verde (V(Mi)), lagoa de Santiago (ST(Mi)), lagoa Rasa das Sete
Cidades (RS(Mi)), lagoa do Canario (CN(Mi)), lagoa das Empadadas Sul (ES(Mi)), lagoa
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das Empadadas Norte (EN(Mi)), lagoa Rasa da Serra Devassa (R(Mi)), lagoa do Fogo
(FG(Mi)), lagoa do Areeiro (AR(Mi)), lagoa do Congro (CG(Mi)), lagoa do Pico D’el
Rei (PDR(Mi)), lagoa de Sao Bras (SB(Mi)) e lagoa das Furnas (FN(Mi)). Estas lagoas
integram a rede de monitorizacdo das massas de agua interiores da regido hidrografica
dos Acores, excetuando as lagoas do Areeiro e Pico D’el Rei por ndo serem massas de
4dgua designadas ao abrigo da Diretiva Quadro da Agua (DQA) segundo os critérios da
Regido Autonoma dos Agores (SRAM, 2011).
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Figura 17. Mapa da ilha de Sao Miguel indicando a localizagdo das lagoas estudadas. (A) RS(Mi); (B)
ST(Mi); (C) CN(Mi); (D) A(Mi); (E) V(Mi); (F) EN(Mi); (G) ES(Mi); (H) R(Mi); (I) FG(Mi); (J) FN(Mi);
(K) SB(Mi); (L) CG(Mi); (M) AR(Mi); (N) PDR(Mi).

Segundo Gongalves (2008) estao definidos dois tipos de lagoas nos Agores: lagoas
profundas (de pequena a grande dimensao, situadas a média altitude, com predominio das
comunidades planctonicas relativamente as bentdnicas) e lagoas pouco profundas (de
baixa profundidade, sem estratificacdo, de muito pequena dimensao, localizadas a média
a elevada altitude, com predominancia das comunidades bentonicas litorais). A tabela 4

resume algumas das principais caracteristicas das 14 lagoas estudadas neste trabalho.

2.3. AMOSTRAGENS

Foram colhidas amostras de 4gua entre setembro de 2014 e julho de 2015, sendo
que de setembro a fevereiro as amostragens foram feitas para a experimentagdo e
otimizagdo das técnicas, como a extragdo de DNA e o isolamento de cianobactérias. De
margo a julho as amostragens foram periddicas (mensais).

Todas as amostragens foram feitas nas margens das lagoas com recurso a uma

rede de fitoplancton com porosidade de 10 um, de modo a amostra colhida ter maior
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concentragdo dos organismos presentes nas aguas. Cada amostra foi guardada em frascos
esterilizados de 50 ml e analisada (extragao de DNA e isolamento) até um maximo de 24
horas apos colheita.

Os parametros analisados nestas amostragens mensais estdo descritos

posteriormente.

Tabela 4. Resumo das caracteristicas das lagoas estudadas (Gongalves, 2008; Pereira ef al., 2014; SRAM,
2013). PDL: Ponta Delgada; PV: Povoagao; RG: Ribeira Grande; VFC: Vila Franca do Campo.
Altitude LA  Temp Cond Chl-a
m  &m) O PP psiem) gL
A(Mi) PDL Profunda 260 3,5868 16,48 7,83 94,55 5,35

Lagoa  Concelho Tipologia

ARMi)  VFC Pouco 630 0,0045 11,10 560 39,80 1,65
Profunda

CG(Mi) VFC  Profunda 420  0,0370 16,30 847 91,70 30,12

CN(Mi)  PDL Pouco 750 0,0178 14,50 6,46 37.83 11,40
Profunda

EN(Mi)  PDL Pouco 740 0,0175 14,10 6,62 33,80 11,17
Profunda

ES(Mi) PDL Pouco 750 0,0048 13,70 6,95 4940 4,89
Profunda

FG(Mi) VFC/RG Profunda 574 1,4366 12,63 7,59 49,35 4,08
FN(Mi) PV Profunda 280 1,9257 17,13 8,22 128,75 38,54
Pouco

PDR(Mi) PV 627  0,0010 10,90 885 6830 205,94
Profunda

R(Mi) PDL Pouco 765  0,0331 10,83 6,65 46,73 2,89
Profunda

RS(Mi) PDL Pouco 545 0,0393 14,73 6,07 34,15 2,15
Profunda

SB(Mi) RG Pouco 610 0,582 1533 691 3585 3335
Profunda

ST(Mi) PDL Profunda 360 0,2535 15,60 8,50 118,75 7,70
V(Mi) PDL Profunda 260 0,8563 15,78 8,61 118,51 26,19

2.4. ANALISE FiSICO-QUIMICA
2.4.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DAS LAGOAS

Nas amostragens mensais foram registados in situ, no momento da colheita, os
seguintes parametros: condutividade (uS/cm), temperatura (°C) e pH da 4gua com recurso
a uma sonda multiparametros Horiba U-50. As condi¢des ambientais foram também

anotadas no momento da colheita.
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2.4.2. QUANTIFICACAO DE CLOROFILA a

A analise de clorofila a presente nas lagoas fez-se por espectrofotometria, de
acordo com a norma portuguesa N°4327 (IPQ, 1997). Foi colhido 11 de dgua de cada
lagoa, que posteriormente (2-4 horas apos a sua colheita) foi filtrada (volume= 0,1-11)
com recurso a uma rampa de filtragem usando filtros de fibra de vidro Whatman GF/C,
com 47 mm de diametro, a pressao inferior a 0,75 atm, de modo evitar perdas de clorofila
por fragmentagado das células (Tailling, 1974).

Para a extra¢do dos pigmentos utilizou-se como solvente a acetona a 90% (v/v),
cerca de 18-24 horas, a 4°C. Posteriormente foi feita a centrifugacao das amostras durante
10 minutos a 3000 g, de modo a clarificar a amostra e usar o sobrenadante para leitura no
espetrofotometro JENWAY 6505, com células espectrofotométricas de vidro, com um
percurso otico de 1 cm. A absorvéncia dos extratos foi lida a 430 nm, 665 nm e 750 nm,
antes ¢ 3 minutos apds acidificagdo com 0,1 ml de HCI (0,1 M). A determinagdo da
concentracdo de clorofila @ em cada amostra foi obtida através do método de Lorenzen

(1967).

2.5. ISOLAMENTO, CULTURA E IDENTIFICACAO DE CIANOBACTERIAS
2.5.1. ISOLAMENTO EM AGAR

Das amostras obtidas foi feito o isolamento de diversas espécies de cianobactérias,
de modo a se obter os primeiros isolados destes organismos nos Agores.

O isolamento em agar (outubro/2014 - fevereiro/2015) foi feito inicialmente pelo
espalhamento de trés a quatro gotas de amostra ambiental em placas com meio comercial
TFI+M (anexo I), a uma concentracao de agar a 2%. Ap0s evidencia de crescimento, por
observagao, foi feito o isolamento das colonias de interesse com recurso a uma lupa e a
uma pipeta de Pasteur modificada, para tubos de ensaio com 2 ml de TFI+M. Todas as
amostras foram mantidas a temperatura ambiente, com intensidade luminosa de 3000-
3500 LUX e fotoperiodo de 14 horas.

A identificagdo das espécies presentes nos isolados foi efetuada em microscopia
oOtica, com recurso ao microscopio ZEISS AXIOIMAGE Al, seguindo floras especificas

(e.g. Komarek & Anagnostidis 2001).
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2.5.2. ISOLAMENTO EM MICROSCOPIA INVERTIDA

O isolamento por microscopia invertida (mar¢o/2015 — junho/2015), com recurso
ao microscopio invertido Euromex Holland, série VT, foi feito at¢ um maximo de 24
horas ap6s a colheita das amostras. Os isolados obtidos por este método foram mantidos
numa camara climatizada em meio TFI+M (anexo I), a uma temperatura média de 25°C,
intensidade de luz entre 500-1500 LUX e fotoperiodo de 14 horas.

A 1identificag¢do das espécies presentes nos isolados foi efetuada em microscopia
oOtica, com recurso ao microscopio ZEISS AXIOIMAGE A1, seguindo floras especificas

(e.g. Komarek & Anagnostidis 2001).

2.6. ANALISE MOLECULAR
2.6.1. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

A parte inicial do trabalho focou-se na realiza¢do de ensaios-teste para determinar
um protocolo eficiente para a extragdo de DNA de cianobactérias diretamente de amostras
de agua. Numa primeira abordagem utilizou-se um protocolo com base no detergente
CTAB (adaptado de Doyle & Doyle, 1987), proprio para a extragdo de DNA de plantas
(anexo II). Nesta fase testou-se o0 modo de obtencao do pellet ambiental para a extraciao
por centrifugacado e por filtracdo. A centrifugacdo das amostras fez-se com recurso a mini
centrifuga miniSpin® plus — eppendorf e apds centrifugacdo de 2 ml de amostra
descartou-se o sobrenadante. Numa segunda abordagem testou-se a filtracao de agua das
lagoas com recurso a técnica de filtragdo por vacuo usando filtros de acetato de celulose,
com 45 mm de diametro, tendo-se filtrado um volume variavel, dependendo da
concentracdo de particulas em suspensdo na amostra. Apos a filtragdo aproveitou-se o
conteudo dos filtros que foi removido com auxilio de um bisturi e colocado num
eppendorf esterilizado. Posteriormente testou-se o protocolo PureLink™ Plant, Total
DNA Purification Kit - Invitrogen (anexo III). Com este protocolo também se testou o
volume de agua necessario para a centrifugagdo e obtengdao do pellet ambiental (30 ml,
5,5 ml e 2 ml de amostra de agua). O protocolo DNeasy® Plant mini kit — Qiagen (anexo
IV) foi também testado. O ltimo protocolo utilizado foi adaptado de Singh ez al. (2011),
um protocolo com base no detergente CTAB proprio para a extragdo de DNA de
cianobactérias, usado diretamente em amostras de d4gua e em isolados de cianobactérias
(anexo V).
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Para as amostragens mensais, a extracdo de DNA foi realizada usando o protocolo
adaptado de Singh et al. (2011), sendo que o mesmo foi sendo otimizado ao longo de todo
o trabalho. Este protocolo foi aplicado nas amostras ambientais (agua das lagoas, cerca
de 24 horas ap6s a sua colheita) e nos isolados obtidos ao longo do trabalho.

Ap0s cada extracao as amostras de DNA foram analisadas por espetrofotometria
para quantificar e avaliar a qualidade do DNA extraido, usando o Nanodrop 2000

(ThermoScientific).

2.6.2. AMPLIFICACAO POR PCR DO GENE PRODUTOR DE FICOCIANINA

Em todas as amostras de DNA, apos quantificagdo, foi feito o screening para a
presenga de DNA pertencente a cianobactérias usando o par de primer cpcB-A (PCB-F:
5-GGCTGCTTGTTTACGCGACA-3" ¢ PCa-R: 5’-CCAGTACCAGCAACTAA-3’;
685 bp - Neilan et al., 1995) para a amplificagdo do fragmento do gene produtor da
ficocianina (PC-IGS). As amplificagdes por PCR convencional foram realizadas num
termociclador Biometra. Para a amplificagao deste gene as condi¢des foram as seguintes:
desnaturagdo inicial a 94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 60 segundos a
95°C (desnaturagdo), 30 segundos a 47°C (hibridacdo) e 60 segundos a 72°C (extensdo),
finalmente seguiu-se a extensdo final de 7 minutos a 72°C, ficando depois em pausa

indefinida a 10°C. A composicao do mix de reagdo encontra-se descrita na tabela 5.

Tabela 5. Composicao do mix de reag@o para o par de primer cpcB-A (Neilan et al., 1995)
Componentes Quantidades-base (ul)

Tampao 10X 2,5
MgCl, 50mM 0,75
dNTPs 10mM 0,5
Taq Polimerase 0,2
Primer 3pmol 0,5 (x2)
Amostra 4
H>O 16,05
Total 25

Para a andlise dos produtos amplificados recorreu-se a eletroforese em gel de
agarose a 2%, a uma voltagem constante de 100 V. Os géis foram revelados com SYBR®
Safe (Invitrogen) através de um transiluminador Molecular Imager® - Gel Doc™ XR*

(BioRad).
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2.6.3. AMPLIFICACAO POR PCR DOS GENES PRODUTORES DE
CIANOTOXINAS

A detegao dos genes produtores de cianotoxinas fez-se por PCR convencional para
as amostras com resultados positivos para o fragmento do gene produtor da ficocianina.

Na detecao de genes produtores de microcistina usaram-se os pares de primers
descritos na tabela 6. Para amplificagdo destes genes as condi¢des foram as seguintes:
desnaturagdo inicial a 94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 60 segundos a
95°C (desnaturagdo), 30 segundos com a temperatura de annealing (Ta) respetiva, como
indicado na tabela 6 (hibridacdo), e 60 segundos a 72°C (extensdo), finalmente seguiu-se
a extensdo final de 7 minutos a 72°C, ficando depois em pausa indefinida a 10°C. A
composi¢ao do mix de reagdo encontra-se descrita na tabela 7.

Tabela 6. Pares de primers utilizados para a dete¢do dos genes produtores de microcistina.
Par de Ta  Fragmento

Gene primer Sequéncia (5°-3’) ©C) (bp) Referéncia
2156-F ATCACTTCAATCTAACGACT Mikalsen
myB TR AGTTGCTGCTGTAAGAAA 32 935 et al,, 2003
PSCF1 GCAACATCCCAAGAGCAAAG Ouahid et
meyC —HGER1 CCGACAACATCACAAAGGC 2 674 al., 2005
PKDFI _ GACGCTCAAATGATGAAAC o1 Ouahid et
PKDRI GCAACCGATAAAAACTCCC al., 2005
myD R DF)  AGITATTCTCCTCAAGCC - 550 Ouahid et
PKDR2 CATTCGTTCCACTAAATCC al., 2005
meyk PKEFI  CGCAAACCCGATTTACAG 5 255 Ouahid et
PKERI CCCCTACCATCTTCATCTTC al., 2005
PKGFI ACTCTCAAGTTATCCTCCCTC Ouahid et
meyG “HrGRI . AATCGCTAAAACGCCACC >2 425 al., 2005

Na detecdo de genes produtores de neurotoxinas, nomeadamente anatoxina-a
(gene anaC) e saxitoxina (gene stxA), usaram-se os pares de primers descritos na tabela
8.

A amplificacdo do gene produtor de anatoxina-a realizou-se com as seguintes
condi¢des: desnaturacdo inicial a 94°C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 30
segundos a 94°C (desnaturagdo), 30 segundos a 58°C (hibridacdo) e 45 segundos a 72°C
(extensdo), finalmente seguiu-se a extensao final de 5 minutos a 72°C, ficando depois em

pausa indefinida a 10°C.
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Tabela 7. Composicdo do mix de reacdo para os pares de primers MSF/MSR, 2156-F/3111-R,
PSCF1/PSCRI1, PKDF1/PKDR1, PKDF2/PKDR2, PKEF1/PKER1, PKGF1/PKGR1 (Ouahid et al., 2005).

Componentes Quantidades-base (ul)

Tampao 10X 2,5
MgCl, 50mM 0,75
dNTPs 10mM 0,5
Taq Polimerase 0,2
Primer 3pmol 0,3 (x2)
Amostra 4
H>O 16,45
Total 25

Para a amplificagdo do gene produtor de saxitoxina as condi¢des foram as
seguintes: desnaturagdo inicial a 94°C durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 60
segundos a 94°C (desnaturacdo), 60 segundos a 58°C (hibrida¢do) e 2 minutos a 72°C
(extensdo), finalmente seguiu-se a extensdo final de 5 minutos a 72°C, ficando depois em

pausa indefinida a 10°C.

Tabela 8. Pares de primers utilizados para a detecao dos genes produtores de saxitoxina e anatoxina-a.

Gene ;;;ii Sequéncia (5°-3°) (;rg) Fraﬁ:; ;:nto Referéncia
StxA F AGGTCTTTGACTTGCATCCAA Ledreux et
SA T WAR AACCGGCGACATAGATGATA  °° 602 al., 2010
anaC-gen F CTGGTATTCAGTCCCCTCTAT Rantala-Ylinen
anaC = aC-gen R CCCAATAGCCTGTCATCAA  °8 366 etal, 2011

A composi¢ao do mix de reagdo para os pares de primers stxAF/stxAR e anaC-

genF/anaC-genR encontra-se descrita na tabela 9.

Tabela 9. Composi¢ao do mix de reagdo para os pares de primers stxAF/stxAR e anaC-genF/anaC-genR
(Ledreux et al., 2010; Rantala-Ylinen et al., 2011).

Componentes Quantidades-base (ul)

Tampao 10X 2,5
MgCl, 50mM 1
dNTPs 10mM 0,5
Taq Polimerase 0,2
Primer 100uM 0,5(x2)
Amostra 4
H>O 10,8
Total 20

Para andlise dos produtos amplificados recorreu-se a eletroforese em géis de
agarose (1-2%) a uma voltagem constante de 100 V. Os géis foram revelados com
SYBR® Safe (Invitrogen) ou brometo de etideo (1 mg/l ml), através de um

transiluminador Molecular Imager® - Gel Doc™ XR* (BioRad).
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3. RESULTADOS
3.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

O registo dos parametros fisico-quimicos foi feito em todos os locais de
amostragem, com a exce¢do de ST(Mi) em abril devido as condigdes ambientais
apresentadas na altura. Os valores registados estdo todos apresentados no anexo VI.

Na tabela 10 pode-se observar as médias para os parametros registados. Nas
lagoas do CG(Mi), FN(Mi), PDR(Mi) e V(Mi) foi onde se observou maior concentragcao
de clorofila a. Nestas mesmas lagoas e nas lagoas AR(Mi), A(Mi), ST(Mi), SB(Mi) e
RS(Mi) foi onde se observou registos mais altos da temperatura da dgua. As lagoas com
pH mais alcalino e valores mais elevados de condutividade sdo as A(Mi), CG(Mi),
FN(Mi), PDR(Mi), ST(Mi) e V(Mi). Em geral, as lagoas onde se verificam maiores
valores de temperatura, condutividade, pH e clorofila a sdo as lagoas mais eutréficas,

nomeadamente A(Mi), CG(Mi), FN(Mi), PDR(Mi), ST(Mi) e V(Mi).

Tabela 10. Valores médios para os parametros fisico-quimicos registados nas amostragens mensais.

Lagoa TCC) pH Con(ﬂg?c‘;:gade Chl-a
RS(Mi) 18,99 5,19 45,33 0,91
AR(Mi) 19,57 6,19 39,30 2,53
CN(Mi) 17,34 6,20 38,52 5,64

R(Mi) 16,02 6,47 35,49 2,99
EN(Mi) 16,47 6,51 37,01 10,12
SB(Mi) 19,01 6,57 40,67 7,43
FG(Mi) 17,45 6,76 47,76 2,26
ES(Mi) 16,79 6,87 45,95 3,53

A(Mi) 20,54 8,09 100,71 1,96
FN(Mi) 22,08 833 147,23 38,80
ST(Mi) 20,84 8,60 129,46 5,34

V(Mi) 20,21 8,82 124,83 17,62
CG(Mi) 19,37 8,98 102,13 15,30

PDR(Mi) 19,34 9,08 70,85 129,21

3.2. OCORRENCIA, ISOLAMENTO E CULTURA DE CIANOBACTERIAS

Em todos os locais de amostragem foram encontradas cianobactérias, mas foi nas
lagoas eutréficas que se encontrou maior diversidade de espécies. Na tabela 11 estdao

listadas as cianobactérias identificadas em todas as amostras observadas, bem como as
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espécies que foram obtidas em cultura apds isolamento. Além destas, foram observadas

as espécies Aphanothece sp., Lyngbya sp. € Pseudanabaena sp., em amostras ambientais

enriquecidas com meio.

Tabela 11. Listagem de cianobactérias observadas e isoladas a partir de amostras ambientais de lagoas da

ilha de Sao Miguel.

Lagoas

Espécies observadas

Espécies em cultura Técnica de isolamento

A(Mi)

Anabaena sp.
Aphanizomenon sp.
Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae
Pseudanabaena sp.
Woronichinia naegeliana

Pseudanabaena sp.

Isolamento em agar

AR(Mi)

Eucapsis alpina
Oscillatoria tenuis

CG(Mi)

Anabaena sp.
Microcystis aeruginosa
Oscillatoria tenuis
Phormidium mucicola
Pseudanabaena sp.
Woronichinia naegeliana

FG(Mi)

Lyngbya limnetica
Oscillatoria tenuis

PDR(Mi)

Anabaena sp.
Aphanizomenon sp.
Microcystis flos-aquae
Oscillatoria tenuis

R(Mi)

Pseudanabaena sp.
Planktolyngbya sp.

Pseudanabaena sp.

Isolamento em agar

FN(Mi)

Anabaena circinalis
Anabaena sp.
Microcystis aeruginosa
Microcystis flos-aquae

Microcystis flos-
aquae

Isolamento em
microscopio invertido

Oscillatoria sp.
Phormidium mucicola
Planktolyngbya sp.
Pseudanabeana sp.
Woronichinia naegeliana

Planktolyngbya sp.

Isolamento em agar

RS(Mi)

Pseudanabaena sp.
Chroococcus minutus
Oscillatoria tenuis

SB(Mi)

Anabaena sp.
Pseudanabaena sp.
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Tabela 11. Cont.

Lagoas  Espécies observadas Espécies em cultura  Técnica de isolamento
Aphanizomenon gracile
Microcystis flos-aquae
Pseudanabaena sp.
Planktolyngbya sp.
Anabaena sp.
Microcystis aeruginosa
V(Mi) Microcystis flos-aquae

Woronichinia naegeliana
Pseudanabaena sp.

ST(Mi)

Na figura 18 pode-se observar as espécies isoladas e cujas culturas foram

utilizadas para analise molecular.

o 3 g
. X 5
= e -

Figura 18. Fotografias de espécies de cianobactérias isoladas. A: Microcystis flos-aquae de FN(Mi); B:
Pseudanabaena sp. de R(Mi); C: Planktolyngbya sp. de FN(Mi); D: Pseudanabaena sp. de A(Mi).
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3.3. ANALISE MOLECULAR
3.3.1. TESTES DE METODOS DE EXTRACAO DE DNA

Na tabela 12 estao resumidos os resultados obtidos com o protocolo CTAB
adaptado de Doyle & Doyle (1987), onde foi inicialmente testado o modo de obteng¢do do
pellet ambiental. Para este protocolo os racios de quantificagdo ndo estavam nos

intervalos esperados (1,8>260/280<2).

Tabela 12. Resultados obtidos apos extragdo com o protocolo CTAB. -: sem amplificagdo; +: gene
amplificado.

Quantificacio PC-IGS

Amostra Obt‘;l;cao DNA 260/ PCB-F/ stxA anaC-gen
pettet me/ul) 280  PCo-R
FN(Mi)  Centrifugagdo 16,6 2,47 + + -
FN(Mi)  Centrifugagdo 8,30 2,64 + - -
FN(Mi) Filtragao 28,8 2,08 4 - -
V(Mi) Filtragao 10,3 2,11 - - -
A(Mi) Filtracao 5,10 2,14 - - -

Na tabela 13 estdo resumidos os resultados obtidos com o protocolo PureLink™

Plant, Total DNA Purification Kit - Invitrogen, onde foram testados varios volumes para

centrifugacdo e obten¢do do pellet ambiental para extracao.

Tabela 13. Resultados da extragdo de DNA com o kit PureLink™ Plant. -: sem amplificagdo; +: gene
amplificado; x: amostra nao testada.

Quantificacio PC-IGS

Amostra O;Z’,‘;ﬁ" DNA 260/ PCp-F/  stxA anaC-gen
(mg/pl) 280  PCe-R
V(Mi) Cemfi frl?;agao 18,4 1,83 + + )
A(Mi) Centrfﬁrj‘glaqéo 57 255 o+ " ]
V(M) Cen?r’isﬁigilgﬁo 6,0 1,59 + + B
A(Mi) Cenfr’isﬁggao 1,3 5,22 + X X
VL) o ?ﬁ?;lagﬁo 164 1,65 . N ]
AMi) Cent3r(i)f1r1r§ac;€10 6, 1,59 B B B

O protocolo DNeasy® Plant mini kit — Qiagen, foi também testado e os resultados

estao apresentados na tabela 14.
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Tabela 14. Resultados obtidos com o kit DNeasy®Plant. -:

sem amplificagdo; +: gene

amplificado.
~ Quantificacao PC-IGS
Amostra Obtg‘}';:ta" DNA 260/  PCp-F/  stxA  anaC-gen
P (mg/pl) 280  PCa-R
FN(Mi)  Centrifugagdo 4.4 1,42 + - -
FNMi)  Centrifugagio 12,5 1,75 + - -

Os resultados do ultimo protocolo testado, para extragdo de DNA, adaptado de

Singh et al. (2011), estdo resumidos na tabela 15.

Tabela 15. Resultados obtidos com o protocolo adaptado de Singh ef al. (2011). -: sem amplificagdo; +:

gene amplificado; x: amostra ndo testada.

Obtencdo Quantificaciao PC-IGS
Amostra ellet DNA 260/ PCB-F/  stxA  anaC-gen
P (mg/pl) 280  PCo-R
V(Mi) Centrifugacio 34,8 1,72 - - -
AMi)  Centrifugacio 13,4 1,38 + + -
PLFN* Centrifugacao 53,2 1,95 + X X
R(Mi) Centrifugacao 59,9 1,80 + X X

*Planktolyngbya sp. isolada de FN(Mi)

3.3.2. DETECAO DOS GENES DE FICOCIANINAS E CIANOTOXINAS NAS

AMOSTRAS MENSAIS

Os resultados quantitativos e qualitativos da extracdo de DNA das amostras mensais

estao apresentados na tabela 16.

Tabela 16. Resultados apds extragdo de DNA das amostras colhidas mensalmente: quantificacdo e
determinagdo da qualidade do DNA extraido; amplificacdo do par de primer cpcB-A. -: sem amplificagdo;

+: gene amplificado.

Meés Lagoa Quantificaciao PC-IGS
g DNA (ng/ul)  260/280 PCPB-F/PCo-R

R(Mi) 4.9 2,15 -
CN(Mi) 53 1,80 :
EN(Mi) 11,0 1,41 -
o ES(Mi) 14,7 1,64 -
¥ TRs(Mi) 21,4 1,50 i
ST(Mi) 30,5 191 n
V(Mi) 34,8 1,72 -
A(Mi) 13,4 138 n
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Tabela 16. Cont.

Quantificacio PC-IGS

Mes - Lagoa A (/ul) 2607280 f;gg'_lg
R(Mi) 153 221 n
CN(Mi) 174 1,03 -
EN(Mi) 13,8 1,45 -
ES(Mi) 86,6 1,53 i
V(Mi) 58,7 1,82 T
A(Mi) 252 1,84 -
abril  RS(Mi) 54.4 1,85 -
FN(Mi) 63,3 1,74 -
SB(Mi) 33,7 1,82 n
CG(Mi) 60,7 1,84 n
AR(Mi) 81,7 1,70 i
PDR(Mi) 1349 1,84 i
FG(Mi) 727 1,90 -
R(Mi) 35,8 1,96 i
CN(Mi) 745 1,86 -
EN(Mi) 20,9 1,78 -
ES(Mi) 1292 2,17 -
V(Mi) 64.3 1,90 n
A(Mi) 135, 1,79 i
STV 39,5 1,03 n
RS(Mi) 17.8 1,84 i
FN(Mi) 73,7 1,78 i
SB(Mi) 283 1,58 n
CG(Mi) 523 2,15 i
AR(Mi) 118 1,65 i
PDR(Mi) 1972 2,04 i
FG(Mi) 8.2 1,54 T
R(Mi) 14,7 1,42 i
CN(Mi) 17,5 1,56 -
EN(Mi) 142 1,54 i
ES(Mi) 455 1,89 i
V(Mi) 9.9 1,60 n
A(Mi) 10,3 176 n
o RSOMD 9.6 1,68 i
ST(Mi) 11,7 1,70 n
FN(Mi) 13,7 2,08 n
SB(Mi) 66,0 1,89 i
CG(Mi) 120,9 1,57 i
AR(Mi) 26,5 1,78 i
PDR(Mi) 9.4 1,77 n
FG(Mi) 16 1,81 i
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Tabela 16. Cont.

Maés Lagoa Quantificacdo PC-IGS
DNA (ng/pl)  260/280 PCp-F/PCu-R
R(Mi) 11,9 2,27 _
CN(Mi) 27,1 2.4 B
EN(Mi) 25,7 2,07 B
ES(Mi) 5,1 2,28 B
V(Mi) 10,9 2,63 +
A(Mi) 12,8 2,29 +
julho ST(Mi) 23,1 2,97 -
RS(Mi) 28,5 2,35 -
FN(Mi) 83,5 2,15 B
SB(Mi) 30,5 2,03 B
CG(Mi) 17,4 2,17 +
AR(Mi) 30,9 2,32 5
PDR(Mi) 37,2 1,87 +
FG(Mi) 46,8 2,53 _

Na tabela 17 estdo resumidos os resultados para a amplificacdo dos genes
produtores de microcistinas nas amostras com resultado positivo para a presenga do gene

produtor de ficocianina.

Tabela 17. Amplificagdo dos genes produtores de microcistina. -: sem amplificacdo; +: gene amplificado.

mcyB mcyC mcyD mcyD mcyE mcyG

Més Lagoa 2156F/ PSCF1/ PKDFI/ PKDF2/P PKEFI/P PKGFI/P
11IR PSCRI PKDRI DKR?2 KERI KGRI

ST(Mi) ; ; - : - n

margo A(Mi) . . g . . m

R(Mi) _ } - - _ ;

abril V(Mi)

SB(Mi) _ _ ; _ _ _

CGMi) - i i i T -

V(Mi) _ - ; - 3 ;

ST(Mi) - ; + - 5

. +
maio SB(Mi) 3 3 3 3 3 3

FG(Mi) _ _

V(M) : T T : T ¥
A(Mi) ; _ + + n

ST(Mi) ; ; - ; ; -

junho RS(Mi) . s g . . s

FN(Mi) : + + : n n

PDR(Mi) - - - : - 3

V(Mi)

A(Mi)

—+

julho CGMi) . . g . . .

PDR(Mi)

Na tabela 18 estdo resumidos os resultados para a amplificagdo dos genes

produtores de saxitoxina e anatoxina-a.
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Tabela 18. Amplificacdo dos genes produtores de neurotoxinas. -: sem amplifica¢do; +: gene amplificado.
Més Lagoa stxA anaC-gen
ST(Mi) - -
A(Mi) + -
R(Mi) - -
V(Mi)
SB(Mi) - -
CG(Mi) - -
V(Mi) - -
ST(Mi) + -
SB(Mi) - -
FG(Mi) - -
V(Mi)
A(Mi)
ST(Mi)
RS(Mi) - -
FN(Mi)
PDR(Mi)
V(Mi)
A(Mi)
CG(Mi)
PDR(Mi)

margo

abril

maio

|
1

junho

julho

3.3.3. DETECAO DOS GENES DE FICOCIANINAS E CIANOTOXINAS NOS
ISOLADOS

Do mesmo modo que para as amostras ambientais, apos a extragdo de DNA dos
isolados fez-se a quantificagdo de DNA por espectrofotometria (tabela 19).
Contrariamente ao esperado, nem todas as amostras tiveram resultados positivos na

amplificagdo do fragmento do gene produtor da ficocianina (tabela 19).

Tabela 19. Resultados da amplificagdo do gene produtor de ficocianinas nos isolados de cianobactérias. -:
sem amplificagdo do gene; +: gene amplificado.

Quantificacdo PC-IGS

Isolado Espécie Lagoa DNA 260/ PCB-F/
(mg/p) 280  PCo-R
SMG-LRSD-141 Pseudanabaena sp. R(Mi) 55,3 1,90 -
SMG-LF-141 Planktolyngbya sp. FN(Mi) 68,0 2,00 -
SMG-LA-141 Pseudanabaena sp. A(Mi) 156,9 1,94 +
SMG-LF-142 Microcystis flos-aquae ~ FN(Mi) 78,1 1,95 +

A amplificacdo dos genes produtores de toxinas foi realizado em todos os
isolados. Os resultados para a amplificacdo dos genes produtores de microcistina e
neurotoxinas (saxitoxina e anatoxina-a) sdo apresentados nas tabelas 20 e 21,

respetivamente.
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Tabela 20. Resultados da amplificagdo dos genes produtores de microcistina nos isolados de

cianobactérias. -: sem amplificacao do gene.

mcyB mcyC mcyD mcyD mcyE mcyG
Isolado 2156F/ PSCF1/ PKDFIl/ PKDF2/P PKEFI/P PKGFI/P
11IR PSCRI PKDRI DKR2 KERI KGRI
SMG-LRSD-141 - - - - - -
SMG-LF-141 - - - - - -
SMG-LA-141 - - - - - -
SMG-LF-142 - - - - - -

Tabela 21. Resultados da amplificagdo dos genes produtores de neurotoxinas nos isolados de
cianobactérias. -: sem amplificagdo; +: gene amplificado.

Isolado stxA anaC-gen
SMG-LRSD-141 - -
SMG-LF-141 + -
SMG-LA-141 - -
SMG-LF-142 + -
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4. DISCUSSAO
4.1. OTIMIZACAO E ESCOLHA DE METODOS DE EXTRACAO

A otimizacdo de protocolos e metodologias das técnicas moleculares ¢
extremamente importante, uma vez que a extragdo de DNA gendmico de cianobactérias
¢ um processo complicado (Singh et al., 2011). Tratando-se de organismos procariotas
gram-negativos, que como tal possuem, para além de membrana celular, uma parede de
peptidoglicano (Vincent, 2009), e em algumas espécies existe uma bainha polissacaridea
no exterior da parede celular (Garcia-Pichel, 2009; Singh et al., 2011), como em Lyngbya
sp. (Garcia-Pichel, 2009), o que dificulta a lise celular. Para ultrapassar estas dificuldades
procurou-se, numa primeira abordagem, a otimiza¢ao de um protocolo que permitisse a
extracdo de DNA direta das amostras de dgua. Foram testados quatro protocolos de
extragdo de DNA (dois protocolos com CTAB e dois kits) e duas formas de obtengao do
pellet ambiental para a extragdo: por centrifugacao e por filtracao.

Uma vez que a obten¢do do pellet ambiental por centrifugagdo mostrou ser uma
técnica mais rapida, facil e menos dispendiosa (ndo requer o uso de filtros), para além de
que a quantidade de 4gua necessaria ¢ menor (quando em comparagao com a filtragao) e
que os resultados da quantificacdo das amostras apds a extragao foram muito semelhantes
(ver tabela 12), escolheu-se a centrifugacdo como modo de obtengdo do pellet ambiental.
Esta metodologia de obten¢do do pellet ambiental para posterior extracdo e analise
molecular foi também a eleita noutros trabalhos similares (e.g. Bittencourt-Oliveira et al.,
2010; Moreira et al., 2011; Zhang et al., 2014). Foram também testadas varias
quantidades de 4gua para a otimiza¢do do volume a centrifugar para a extragdo e uma vez
que os resultados ndo foram consistentes para os trés volumes testados (ver tabela 13)
optou-se centrifugar 2 ml de amostra ambiental por cada local de amostragem.

A metodologia escolhida para a extracio de DNA diretamente de amostras de
agua, apos centrifugacao, foi o protocolo adaptado de Singh et al. (2011). Este protocolo,
com base no detergente CTAB, desenhado e otimizado para a extracdo de DNA de
cianobactérias, mostrou-se mais eficaz que os restantes protocolos testados, uma vez que
os valores dos racios para a quantificagdo de DNA foram os melhores (tabela 22). O
protocolo de Singh et al. (2011) foi, no entanto, adaptado as necessidades das amostras e

foi sendo reajustado ao longo do trabalho.
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Tabela 22. Quantificacdo de DNA e valores médios para os protocolos testados.

Protocolo Amostras DNA 260/280
(ng/pL)
Doyle & Doyle, 1987 (adaptado) 5 13,82 2,288
PureLink™ Plant 6 9,35 2,405
DNeasy® Plant mini kit 2 8,45 1,585
Singh et al., 2011 (adaptado) 4 40,325 1,713

Singh et al. (2011) obtiveram bons resultados, com racios dentro dos valores
otimos e boas quantidades de DNA (200-500 ng/ul) para a extragao de DNA em isolados.
Neste trabalho os resultados da extragdo nao sdo comparaveis com os de Singh et al.
(2011) pois, ao contrario destes, foram testadas apenas amostras ambientais, onde sdo
esperadas menores quantidades de DNA do que em isolados (menor biomassa de
organismos). Os protocolos de extracdo deveriam ter sido testados inicialmente em
isolados, no entanto, devido a criacdo e otimizacao de protocolos para o isolamento de
cianobactérias nao foi possivel obter isolados no inicio do trabalho.

Outros autores como Bittencourt-Oliveira et al. (2010), Morin et al. (2010),
Murray et al. (2011), Rastogi et al. (2014b) e Wilson et al. (2000) usam outros protocolos
com o detergente CTAB em amostras ambientais para a extracdo de DNA de
cianobactérias. Nestes trabalhos os resultados foram relevantes, ndo havendo indicios da

ineficacia dos protocolos com o detergente CTAB.

4.2. OCORRENCIA, ISOLAMENTO E CULTURA DE CIANOBACTERIAS

Nas aguas lacustres dos Agores ja foram observadas e identificadas mais de 40
espécies de cianobactérias (Gongalves, 2008; Moreira et al., 2011; Nunes et al., 2011;
Santos & Santana, 2003, 2009; Santos et al., 2001, 2004, 2005; 2008), algumas destas
com potencialidade cianotoxica. Neste trabalho foram observadas e identificadas 16
espécies de cianobactérias, incluidas em 11 géneros, sendo que sete destas espécies estdo
descritas na literatura como produtoras de cianotoxinas (ver tabela 3): Anabaena sp.
(ATX-a e MC), Anabaena circinalis (ATX-a, MC e STX), Aphanizomenon sp. (ATX-a e
STX), Aphanizomenon gracile (MC e STX), Microcystis aeruginosa (ATX-a e MC),
Oscillatoria sp. (ATX-a, CYN e MC) e Oscillatoria tenuis (MC).

Os resultados obtidos mostram que existe uma relagdo entre as caracteristicas
ambientais e a variedade de cianobactérias presentes nos locais amostrados, uma vez que,

temperaturas mais elevadas provocam a proliferagao celular e o aparecimento de blooms
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(Merel et al., 2013; Paul, 2008), 4guas com pH mais elevados sdo resultantes do aumento
da taxa fotossintética (Gongalves, 2008) e a concentragao de clorofila @ ¢ um indicador
da biomassa fitoplanctonica (Merel et al., 2013). As lagoas onde foi observada maior
diversidade de espécies de cianobactérias foram as lagoas mais eutroficas (SRAM, 2013;
Santos e Santana, 2009), nomeadamente as lagoas: Azul, Verde, das Furnas e do Congro.
Em geral, foi nestas lagoas onde foram registados os valores mais altos de temperatura,
pH, condutividade e clorofila a.

O isolamento de cianobactérias a partir de amostras ambientais tinha como
objetivo inicial a obtengdo de culturas puras para posterior extragdo de DNA, de modo a
fazer-se a relacdo entre a presenca de genes produtores de toxinas e as espécies de
cianobactérias presentes nas lagoas. No entanto, como as condi¢des de isolamento e
cultura tiveram que ser criadas e otimizadas, ndo foi possivel obter culturas puras de todos
os locais de amostragem, nem de todas as espécies observadas (ver tabela 11).

Inicialmente foi feito o isolamento em agar, que se mostrou eficaz para o
isolamento de cianobactérias filamentosas (Pseudanabaena sp. e Planktolyngbya sp.),
mas o mesmo nao se pode afirmar para o isolamento de cianobactérias unicelulares e
coloniais (e.g. Microcystis), uma vez que estas crescem em agar de forma dispersa
dificultando o seu isolamento. A colocacdo da amostra ambiental diretamente em agar
permitiu o crescimento de outros organismos para além de cianobactérias, o que podera
também ter dificultado a observagao e isolamento de espécies de menores dimensdes.
Como o isolamento em agar nao foi eficaz para a obtencao de isolados de espécies
coloniais que se sabia estarem presentes nas amostras (e.g. M. aeruginosa, M. flos-aquae,
W. naegeliana) e que eram potencialmente produtoras de toxinas, recorreu-se a outra
metodologia de isolamento: a microscopia invertida. Esta técnica permitiu o isolamento
de espécies de cianobactérias coloniais e filamentosas de forma mais rapida, uma vez que
permite a observagdo e o isolamento direto. No entanto, esta metodologia também
mostrou ter limitagdes. A colocacdo dos indculos diretamente da amostra ambiental para
o meio de cultura, que foi realizada para ser mais rapida e eficaz, retira o tempo de
adaptacdo dos organismos, podendo interferir com a capacidade de adaptacdo dos
mesmos e até provocar a sua morte (Rippka, 1981).

Devido a adaptacdo destas metodologias e as limitagdes das mesmas, no decurso
deste trabalho foi apenas possivel obter quatro culturas puras de cianobactérias: trés de
espécies filamentosas obtidas por isolamento em agar (Pseudanabaena sp. e

Planktolyngbya sp.) e uma de uma espécie colonial (M. flos-aquae) obtida por isolamento
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em microscopia invertida (ver tabela 11). Nenhuma das espécies obtidas em cultura esta
descrita na literatura cientifica como produtora de toxinas, no entanto, foi realizado na
mesma a analise molecular dos genes produtores de cianotoxinas, uma vez que poderiam

estar presentes estirpes diferentes nas lagoas estudadas.

4.3. DETECAO DOS GENES DE FICOCIANINAS E CIANOTOXINAS
4.3.1. AMOSTRAS AMBIENTAIS

Foram analisadas molecularmente 63 amostras de quatro meses de amostragem
em 14 lagoas (incluindo amostras de oito lagoas no més de mar¢o). Em 19 das 63 amostras
foi detetado o fragmento do gene da ficocianina, sendo que em oito destas amostras foi
detetado o gene produtor de microcistina e em quatro o gene produtor de saxitoxina. O
gene produtor de anatoxina-a ndo foi detetado em qualquer amostra.

As ficocianinas s3o pigmentos fotossintéticos presentes em todas as
cianobactérias (Bermejo, 2014) e por esta razdo o locus genético PC-IGS ¢ muito
utilizado para a confirma¢ao molecular da presenca de DNA de cianobactérias em
amostras ambientais (e.g. Bittencourt-Oliveira et al., 2009; Bittencourt-Oliveira et al.,
2010; Baker et al., 2002). Nas lagoas do Areeiro, do Canério, das Empadadas Norte, das
Empadadas Sul e Rasa das Sete Cidades nao se verificou a amplificacdo do fragmento do
gene da ficocianina, algo que em parte ja era esperado uma vez que as cianobactérias sao
pouco abundantes nestas lagoas (e.g. Gongalves 2008; Gongalves et al. 2012, 2013).
Apesar de nao ter sido detetado o gene das ficocianinas nestas lagoas tal ndo significa em
absoluto que estas ndo estdo presentes e que ndo possa haver espécies produtoras de
toxinas. Alids, nas lagoas do Areeiro e Rasa das Sete Cidades foram observadas algumas
espécies de cianobactérias (ver tabela 11) mas com biomassas bastante baixas como
demostram os valores de clorofila a nestas lagoas (entre 0,34 e 4,12 pg/l). Os baixos
valores de biomassa fitoplanctonica nestas lagoas dominadas por comunidades
bentonicas (Gongalves 2008) pode ndo ter permitido a obtencao de extratos de DNA com
quantidade suficiente para a ocorréncia de amplificagdo. De facto, nas amostras de margo
das lagoas do Canario (3,2 ng/pl) e Empadadas Norte (5,7 ng/ul) e de julho de Empadadas
Sul (5,1 ng/ul) a pouca quantidade de DNA extraido pode ter sido a razao pela qual nao
ocorreu amplificacdo. A quantidade minima de DNA em que se observou amplificacio

foi de 8,2 ng/ul na amostra de maio da lagoa do Fogo.
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Nas lagoas do Fogo, Pico D’el Rei, Rasa da Serra Devassa e Sao Bras foi possivel
detetar o fragmento do gene da ficocianina, no entanto ndo se observou amplificacao dos
genes produtores de microcistina com nenhum dos pares de primers utilizados. Uma vez
mais estes resultados vao ao encontro do que era esperado, pois a exce¢do da lagoa do
Pico D’el Rei onde foi observada M. flos-aquae, nestas lagoas ndo foram observadas
cianobactérias potencialmente produtoras de MCS. Em trabalhos anteriores (e.g.
Gongalves 2008) também ndo foram observadas nestas lagoas cianobactérias produtoras
de MCs em abundancias significativas. No caso da lagoa do Pico D’el Rei, a auséncia de
amplificagdo do gene das MCs podera estar relacionada com as caracteristicas das estirpes
presentes ou pelo facto de nao haver amplificagdo do gene por falta de especificidade do
par de primer utilizado. A ndo dete¢do de MCs nas amostras desta lagoa pode também
estar relacionada com dificuldades na extragdo de DNA ou pela presenca de
contaminantes, na amostra ambiental, inibidores de PCR.

O gene cluster mcy ¢é responsavel pela produ¢do de MCs (Neilan et al., 2008;
Tillett et al., 2000) e uma vez que o uso de mais que um par de primer permite deduzir
melhor a potencialidade cianotoxica (Ouahid et al., 2005) foram utilizados varios pares
de primers capazes de amplificar os genes mcyB, mcyC, mcyD, mcyE e mcyG do mesmo
cluster. Desta forma foi possivel detetar estes genes na lagoa Azul, Verde, do Congro,
das Furnas e de Santiago. Segundo Moreira et al. (2011), a presenca de um Unico gene
produtor de microcistina ndo ¢ indicador da potencialidade toxica, uma vez que por vezes
a presenca de um gene ¢ também observada em espécies nao produtoras. Nas amostras
testadas, apenas na lagoa do Congro se observou amplificacdo de um unico gene produtor
de MCs (mcyE) e por esta razao, ndo ¢ possivel afirmar que existe uma potencialidade
cianotdxica nesta lagoa. Como nas restantes lagoas em que se detetaram genes produtores
de MCs foi sempre amplificado mais do que um gene por amostra ¢ possivel dizer que
nas lagoas Azul, Verde, Santiago e Furnas existe a potencialidade para a produgdo de
microcistinas. Neste trabalho reporta-se a primeira detecdo de genes produtores de MC
na lagoa Verde e na lagoa de Santiago.

Segundo os relatérios da monitorizacdo de aguas lagunares dos Acgores e estudos
de toxicidade de cianobactérias nestas aguas, foi confirmada a presenca de MCs por
HPLC nas seguintes lagoas: lagoa das Furnas (Santos & Santana, 2009; Santos et al.,
2001, 2004, 2012), lagoa Azul, lagoa Verde (Santos & Santana, 2009; Santos et al., 2004,
2005, 2012), lagoa do Congro, lagoa de Siao Bras, lagoa do Canario e lagoas das

Empadadas (Santos & Santana, 2009). Com a exce¢ao da lagoa de Santiago (nunca antes
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testada quanto a presenca e/ou potencialidade da produgao de cianotoxinas), em todas as
lagoas que se detetaram genes produtores de MCs ja havia sido observada a presenca
destas toxinas por HPLC. Nas lagoas das Empadadas, do Canario e de Sao Bras embora
ja tivesse sido detetada a presenga de MCs (por HPLC), neste trabalho ndo foi verificada
a presenga de genes produtores das mesmas, o que podera estar relacionado com variagdes
sazonais ou interanuais, ou mesmo com a baixa abundancia das espécies produtoras nas
amostras analisadas.

Assim como as MCs, a producdo da STX ¢ devida a um gene cluster (stx). Neste
trabalho usou-se o par de primer que permite amplificar parcialmente o gene stxA
(Kellman et al., 2008). A detecao do potencial de producao da STX so6 foi verificada nas
lagoas Azul e de Santiago, onde houve amplificagdo do gene stxA. Nestas lagoas foram
também identificadas espécies de cianobactérias potencialmente produtoras desta toxina
nomeadamente Anabaena circinalis, Aphanizomenon sp. e Aphanizomenon gracile (ver
tabela 11). Assim, neste trabalho reporta-se a primeira detecdo do gene stxA e a
potencialidade para a producao de saxitoxinas na lagoa Azul e na lagoa de Santiago, uma
vez que nos Acores esta toxina nunca havia sido detetada.

O gene anaC codifica a proteina responsavel pela iniciagdo da sintese da
anatoxina-a (Rantala-Ylinen et al., 2011) e por esta razdo foi utilizado o par de primer
que amplifica este gene. Este gene ndo foi amplificado em nenhuma das amostras
ambientais estudadas, o que sugere que nao existe potencial para a producao desta
neurotoxina nas lagoas estudadas. Embora ndo tenha havido amplificagdo do gene anaC,
espécies potencialmente produtoras de anatoxinas (e.g. Anabaena circinalis € Microcystis
aeruginosa) foram observadas em vérias lagoas (ver tabela 11). A ndo amplificacdo do
gene produtor de anatoxina-a pode ser explicada pela auséncia do gene na amostra
ambiental, pela existéncia de estirpes ndo produtoras, pela baixa biomassa de
cianobactérias presentes (pouco DNA), pela especificidade do par de primer ou ainda
devido ao processo de extracao de DNA.

Os resultados mostram que existe um potencial de produgdo de cianotoxinas nas
lagoas Azul, Verde, de Santiago e das Furnas, ndo apenas de microcistina, mas também
de saxitoxina.

As técnicas utilizadas mostraram ser uteis e apropriadas para a detecdo do
potencial de producdo de cianotoxinas em amostras ambientais das lagoas de Sao Miguel
(Acores). Em trabalhos semelhantes Al-Tebrineh et al. (2010), Bittencourt-Oliveira et al.
(2009), Bittencourt-Oliveira et al. (2010), Fergusson & Saint (2000), Hurtado-Alarcon &
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Polania-Vorenberg (2014), Lee et al. (2015), Mankiewicz-Boczek et al. (2006), Ouahid
et al. (2005), Rantala-Ylinen et al. (2011), Saker et al. (2007) e Zhang et al. (2014)
chegaram a mesma conclusdo, de que as técnicas moleculares sdo essenciais para a
previsdo da producao de toxinas e devem ser incluidos em programas de monitorizagdo

da qualidade de massas de agua.

4.3.2. ISOLADOS

Os isolados de cianobactérias obtidos em culturas puras foram analisados
molecularmente e ao contrario do esperado nem todos os isolados tiveram resultados
positivos para a amplificacdo do gene da ficocianina (PC-1GS). Nos isolados SMG-
LRSD-141 e SMG-LF-141, Pseudanabaena sp. da lagoa Rasa e Planktolyngbya sp. da
lagoa das Furnas, respetivamente, ndo se observou amplificacdo deste gene o que podera
ser explicado pela variabilidade do locus genético PC-IGS (Dyble et al., 2002), i.e., o par
de primer utilizado para amplificacdo deste gene pode ndo ser especifico para todas as
espécies que se encontram nas lagoas estudadas (Neilan ef al., 1995).

Os isolados obtidos em cultura pura nao estdo descritos na literatura como
produtores de cianotoxinas (ver tabela 3). Em conformidade com isto, ndo foram
detetados os genes produtores de MC e ATX-a em nenhum dos isolados. Pelo contrario,
nos isolados SMG-LF-141 e SMG-LF-142 foi amplificado um gene produtor de STX
(stxA). Como estas espécies ndo estdo descritas como potenciais produtoras de
cianotoxinas, seria necessario fazer a confirmac¢do da amplificagdo do gene stxA. Esta
confirmagdo passaria por sequenciar o gene amplificado para posteriormente comparacao

com a sequéncia descrita para o mesmo.

44. RELACAO ENTRE A PRESENCA DE GENES PRODUTORES DE
CIANOTOXINAS E AS VARIAVEIS AMBIENTAIS

A temperatura e a luz tém impactos no crescimento de cianobactérias, bem como
na formagao de blooms com potencialidades toxicas, i.e., temperaturas mais elevadas e
luz mais intensa podem induzir a proliferagdo celular e influenciar a producao de
cianotoxinas (Jeppesen et al., 2009; Kosten et al., 2012; Merel et al., 2013; Paul, 2008;

Sivonen, 1990). Tal como esperado foi nos meses mais quentes que as temperaturas
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registadas foram mais elevadas e tendo em conta que as amostragens foram realizadas de
abril a julho, as temperaturas médias foram mais elevadas do que as temperaturas médias
anuais descritas por Pereira ef al. (2014) (ver tabela 4 e tabela 10).

Trabalhos anteriores realizados em lagoas agorianas (Santos & Santana, 2003,
2009; Santos et al., 2012) mostraram que a concentragdo de MC-LR ¢ maior nos meses
de fevereiro, julho e outubro, ndo evidenciando uma relagao direta com os valores de
temperatura registados no momento da colheita das amostras. No entanto, estes trabalhos
apenas foram realizados durante os meses de fevereiro, maio, julho, outubro e novembro.
Neste trabalho, observando os registos de temperatura e os resultados moleculares, ndo é
possivel afirmar que a temperatura tenha um efeito direto na presenca de genes produtores
de toxinas nas aguas superficiais dos Acgores.

Outros parametros como o pH e a condutividade mostraram valores médios
idénticos as médias anuais descritas por Pereira ef al. (2014), o que demostra a constancia
destes valores, tanto em termos sazonais como interanuais. O aumento do pH em éaguas
lacustres com baixo poder tamponante, como sdo as aguas das lagoas dos Acores
(Gongalves 2008), esta relacionado com o aumento da taxa fotossintética e
consequentemente com a redugdo da concentragdo de CO,. Em lagoas profundas, com
maior abundancia de fitoplancton, o pH ¢ tendencialmente mais elevado do que em lagoas
pouco profundas, que tém maior abundancia de organismos bentonicos (Gongalves,
2008). Efetivamente foi nas lagoas profundas com valores de pH e condutividade da agua
mais elevados (Azul, Verde, Santiago e Furnas) que foram detetados genes produtores
quer de microcistinas quer de saxitoxinas.

A clorofila @ ¢ muito utilizada como pardmetro indicador da biomassa
fitoplanctonica e pode ser usada como medida de estimagdo da presenca de MCs
intracelulares (Merel ef al., 2013; Meriluoto & Spoof, 2008). Nas 14 lagoas estudadas a
concentragdo de clorofila a variou significativamente entre elas (com um minimo de 0,34
ng/l observado em maio em RS(Mi) e um méximo de 342,23 pg/l em abril no PDR(Mi))
mas nao ao longo do periodo em analise. Tal como com os outros pardmetros ambientais
estudados, ha uma relagdo entre a concentragdao de clorofila a e a presenga de espécies
produtoras de toxinas com um predominio destas nas lagoas com maior biomassa
fitoplanctonica.

Apesar do baixo nimero de amostras com resultados positivos para a presenga de
genes produtores de microcistinas, estas parecem ser mais frequentes em lagoas

profundas e eutroficas, isto €, lagoas com pH mais elevado e maior biomassa
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fitoplanctonica (concentragdo de clorofila @). Por outro lado, ndo parece haver uma
relacio em termos de sazonalidade entre as variaveis ambientais estudadas e a
presenca/auséncia de genes produtores de cianotoxinas. No entanto, este resultado deve
ser encarado com alguma reserva pois o curto periodo estudado nao permite conclusdes

robustas relativamente ao comportamento sazonal das lagoas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho confirmou a necessidade de incorporacdo nas redes de
monitorizagdo da qualidade da 4gua em lagoas agorianas da monitorizagdo da produgdo
de cianotoxinas, uma vez que através da analise molecular se confirmou a presenca de
gendtipos produtores de toxinas nas lagoas Azul, Verde, Santiago e Furnas.

O protocolo utilizado mostrou-se eficaz para a detecao do potencial cianotoxico.
Para além disto, a extracdo de DNA diretamente de amostras de 4gua por centrifugacao,
mostrou-se rapida e econdmica. O protocolo de extragdo utilizado pode ser melhorado,
nomeadamente com a introdugdo de um passo que permita a remogao de RNA (e.g. uso
de RNAse) e a otimizacao da remocao de proteinas e outros contaminantes (e.g. uso de
SDS, isopropanol, etc.).

Os pares de primers utilizados para a amplificagdo de genes produtores de MC
mostraram ser eficazes e poderao ser utilizados futuramente, o mesmo se aplica ao par de
primer para a amplificacdo de genes produtores de STX, no entanto, podem ser
introduzidos outros pares de primers que permitam esta amplificagdo, como stxI. O par
de primer utilizado para a amplificagao do gene anaC, pode nao ser especifico para as
espécies presentes nas lagoas agorianas e por esta razao deveria ser testado outro par de
primer para a amplificagdo deste gene, ou outro gene do gene cluster ana. O par de primer
usado para a detecdo do fragmento do gene produtor de ficocianina, mostrou nio ser
especifico para todas as espécies e por esta razdo, com recurso aos isolados obtidos,
deveriam ser desenhados pares de primers especificos para a detecdo, nao so6 da regido
PC-IGS, como para os genes clusters mcy, stx € ana. Outra op¢ao seria substituir a dete¢@o
da regido PC-IGS e passar usar um par de primer que amplifique a regido 16S rDNA
partilhada por todas as cianobactérias (Moreira et al., 2011).

O i1solamento de espécimes de cianobactérias das amostras ambientais permitiu a
estabelecer culturas que permitirdo ajustar e otimizar os métodos moleculares.
Futuramente deveria ser feita a sequencia¢do dos isolados obtidos, e de outros que se
estdo a isolar, de modo a verificar a divergéncia genética nas espécies presentes nos
Acores, permitindo assim comparar ndo s6 as mesmas espécies nas diferentes lagoas,
como comparar com resultados com outros trabalhos semelhantes. A sequenciagao destes
isolados também ird permitir desenhar pares de primers especificos e deste modo otimizar
o protocolo molecular. Para além destas opg¢des, os isolados deverdo ser usados,

futuramente, sempre em cada amplificagdo por PCR, como controlos positivos. Para isto
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sera necessario fazer a analise molecular a cada isolado e verificar a presenca dos genes
produtores de cianotoxinas, deste modo ¢ possivel também estabelecer a relagdo entre a
presenca do gene produtor e a(s) espécie(s) potencialmente produtora(s). Com pares de
primers exclusivos para as espécies presentes nas lagoas de Sao Miguel seria possivel
desenhar um protocolo especifico para a detegdo do potencial cianotoxico nestas dguas.

As metodologias para o isolamento de espécies de cianobactérias poderdao ser
otimizadas. Com as observacdes feitas ao longo do trabalho foi possivel chegar a
conclusdo de que ambas as metodologias utilizadas (isolamento em agar e isolamento por
microscopia invertida) sdo Uteis e futuramente deverdo ser usadas conjuntamente.
Inicialmente deveria ser feita a adaptacao da amostra em meio de cultura, i.e., colocar a
amostra num erlenmeyer esterilizado com meio de cultura numa proporcao 50:50 e so
apods um tempo de adaptacdo e crescimento deveria ser feito o isolamento por microscopia
invertida (observacgdo e isolamento direto). As condi¢des de crescimento deveriam ser:
fotoperiodo 14 horas (como utilizado), 2500-3000 LUX e temperatura a 25°C (tendo
sempre em aten¢do o taxon a isolar, pois podem ser necessarias temperaturas diferentes).
Quando necessario isolar espécies filamentosas deverdo ser usadas placas de agar a 0,7%
(<1,5%). Para o crescimento exponencial, os isolados deverdao ser colocados em
erlenmeyers com capacidade para volumes elevados e para manter as culturas deverao ser
colocados em placas de agar e as condigdes de crescimento deverdo ser minimas para se
manter um estado latente.

Para além das toxinas estudadas também deveria ser feito, futuramente, o estudo
da potencialidade da produ¢do de cilindrospermopsinas, uma vez que nas lagoas
estudadas foram observadas espécies que sdo potenciais produtoras desta toxina, como
Oscillatoria sp. e Aphanizomenon sp..

Com o protocolo otimizado e dada a importancia das metodologias moleculares,
seria de elevado interesse incluir este tipo de estudo na monitorizacdo regular da
qualidade da 4gua das lagoas agorianas, uma vez que seria possivel prever a presenca de
cianotoxinas previamente a sua producdo. As metodologias moleculares sdo essenciais
para o screening inicial do potencial cianotdéxico em massas de dgua, dado que sdo
metodologias sensiveis, mais rapidas e mais economicas do que outras, podendo
substituir técnicas mais dispendiosas nesta fase. No entanto, ndo permitem quantificar as
toxinas presentes na agua e por esta mesma razdo devem ser complementares e

acompanhadas de outras metodologias como bioldgicas, para a determinagdo da
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composi¢ao, abundancia, e comportamento das espécies, e analiticas, para a confirmacao
e quantificacdo das toxinas (e.g. HPLC, MALDI-TOF).

Face aos resultados obtidos, é recomendado realizar um estudo mais exaustivo da
presenca de genes produtores de cianotoxinas em aguas lacustres dos Acores (abrangendo
mais massas de 4gua e mais toxinas) e futuramente incluir as metodologias moleculares
nos sistemas de monitorizacao da qualidade das 4aguas dos Acgores, como sistemas de

alerta de risco para a satide ambiental e satde publica.
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ANEXO II

Protocolo de extracio de DNA adaptado de Doyle & Doyle (1987)

A. Preparacio da amostra
1. Ligar o banho térmico a 60°C;
2a. Centrifugar a amostra, 13.500 rpm, 5 minutos e remover sobrenadante,
2b. Ou filtrar a amostra até saturacdo do papel de filtro e raspar o mesmo, colocar

a amostra num eppendorf.

B. Extracido do DNA

l.
2.

Colocar 499 ul de CTAB! 2x e 1 pl de mercaptoethanol em cada eppendorf:
Colocar os eppendorfs em banho térmico a 60°C durante duas horas, agitar ao

fim de uma hora do banho;

Pipetar 1 ml de 24 cloroférmio:1 isoamilico, agitar durante 10 minutos;
Centrifugar 10 minutos a 13200 rpm,;

Transferir 200/250 pl do sobrenadante para novos eppendorfs;

C. Precipitacio e Eluicdo do DNA

1.

A AR T

Pipetar 200/250 pl de isopropanol;

Colocar durante uma hora a -80°C;

Centrifugar durante 30 minutos a 13200 rpm;
Descartar todo o sobrenadante e deixar o pellet;
Adicionar 400 pul de etanol a 70% aos pellets;
Centrifugar durante 5 minutos a 13200 rpm;
Descartar o sobrenadante;

Secar os eppendorfs;

Adicionar H>O autoclavada (<100 pl).

Solucoes stock:

ICTAB (50 ml)

NaCl 1,4 M - 14 ml
Tris-HC1 0.1 M - 5 ml
EDTA 0,2 mM -2 ml
1% PVP-0,5¢g

2% CTAB-1g
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ANEXO III

PureLink™ Plant Total DNA - Purification Kit

For purification of DNA from plant (Catalog Number K1830-01)

Purification Procedure

Before
Starting

Preparing
Plant
Lysate

Binding Buffer (B4)

Add 11.5 ml 96-100% ethanol to 7.5 ml Binding Buffer (B4) included
with the kit. Mix well and store the Binding Buffer (B4) with ethanol at
room temperature.

Wash Buffer (W5)
Add 40 ml 96-100% ethanol to 10 ml Wash Buffer (W5) included with
the kit. Store the Wash Buffer (W5) with ethanol at room temperature.

1. For hard plant tissue, freeze the tissue in liquid nitrogen and grind the
tissue to a powder. For soft, non-fibrous plant tissue, cut the tissue into
small pieces. For lyophilized samples, proceed to Step 2.

2. Add 250 pl Resuspension Buffer (R2) supplied in the kit to the tissue
from Step 1 at room temperature.

3. Prepare lysate by homogenizing the soft tissue with a tissue
homogenizer or vortexing the ground tissue/lyophilized sample until
sample is completely resuspended.

4. Add 15 pl 20% SDS and 15 pl RNase A (20 mg/ml) supplied in the
kit to the lysate.

5. Incubate the lysate at 55°C for 15 minutes to complete lysis.

6. Centrifuge the lysate at high speed for 5 minutes to remove insoluble
materials.

7. Transfer the clear supernatant to a sterile, 1.5 ml microcentrifuge tube
without disturbing the pellet.

8. Add 100 pl Precipitation Buffer (N2) supplied with the kit to the clear
lysate. Mix by vortexing and incubate on ice for 5 minutes. The proteins
and polysaccharides are precipitated and any photosynthetic pigments
that are bound to proteins are also removed with this step. The pigments
can stain the PureLink™ spin cartridge material that may produce
colored eluate.

9. Centrifuge at maximum speed in a microcentrifuge for5 minutes at

room temperature to produce a clear lysate. Note: The supernatant
should be clear and not viscous after this precipitation step.
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Binding
DNA

Washing
DNA

Eluting
DNA

10. Transfer 250 pl clear lysate to a new, sterile microcentrifuge tube
and add 375 ul Binding Buffer (B4) with ethanol (previous page) to the
lysate. Mix well.

1. Remove a PureLink™ Spin Cartridge in a Collection Tube from the
package.

2. Add sample with Binding Buffer from Step 10, previous page to the
PureLink™ Spin Cartridge.

3. Centrifuge the cartridge at 10,000 g for 30 seconds at room
temperature.

4. Discard the flow through and place the spin cartridge into the Wash
Tube supplied with the kit

1. Add 500 pl Wash Buffer (W4) supplied in the kit to the cartridge.

2. Centrifuge the cartridge at 10,000 x g for 30 seconds at room
temperature. Discard the flow through from the Wash Tube and place
the column back into the tube.

3. Add 500 pul Wash Buffer (W5) with ethanol (page 12) to the column.

4. Centrifuge the cartridge at 10,000 x g for 30 seconds at room
temperature. Discard the flow through from the Wash Tube and place
the cartridge back into the tube.

5. Repeat Steps 3-4 one more time.

6. Centrifuge the cartridge at maximum speed for 2 minutes at room
temperature to remove any residual Wash Buffer (W5). Discard the
Wash Tube.

1. Place the spin cartridge in a sterile, DNase-free 1.5 ml
microcentrifuge tube.

2. Add 100 pl of Elution Buffer (E1) or sterile, distilled water (pH >7.0).

3. Incubate at room temperature for 1 minute. Centrifuge the cartridge
at maximum speed for 1 minute. The elution tube contains the purified
DNA.

4. To recover more DNA, perform a second elution step using 100 pl
Elution Buffer (E1) or sterile water. Y ou may perform the second elution
using the same elution tube or in a different tube.

5. Centrifuge the column at room temperature at maximum speed for 1

minute. The elution tube contains the purified DNA. Remove and discard
the cartridge. Based on the volume of elution buffer used for elution, the
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Storing
DNA

The Next
Step

recovery of the elution volume will vary and is usually >95% of the
elution buffer volume used.

- Store the purified DNA at -20°C or use DNA for the desired
downstream application.

- For long-term storage, store the purified DNA in Elution Buffer (E1)
at -20°C as DNA stored in water is subject to acid hydrolysis.

- To avoid repeated freezing and thawing of DNA, store the purified
DNA at 4°C for immediate use or aliquot the DNA and store at -20°C
for long-term storage.

The DNA isolated using the PureLink™ Plant Total DNA Purification
Kit is suitable for use in any downstream application of choice such as
PCR, restriction enzyme digestion, or Southern Blotting.
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ANEXO IV

DNeasy® Plant Mini Kit
The DNeasy® Plant Mini Kit (cat. nos. 69104 and 69106) can be stored at room
temperature (15-25°C) for up to 1 year.

For more information, please refer to the DNeasy Plant Handbook, which can be found
at www.qiagen.com/handbooks.

For technical assistance, please call toll-free 00800-22-44-6000, or find regional phone
numbers at www.qiagen.com/contact.

Notes before starting
- Perform all centrifugation steps at room temperature (15-25°C).

- If necessary, redissolve any precipitates in Buffer AP1 and Buffer AW1 concentrates.
- Add ethanol to Buffer AW1 and Buffer AW2 concentrates.
- Preheat a water bath or heating block to 65°C.

1. Disrupt samples (<100 mg wet weight or <20 mg lyophilized tissue) using the
TissueRuptor®, the TissueLyser I, or a mortar and pestle.

2. Add 400 pl Buffer AP1 and 4 pl RNase A. Vortex and incubate for 10 min at 65°C.
Invert the tube 2—3 times during incubation.
Note: Do not mix Buffer AP1 and RNase A before use.

3. Add 130 pl Buffer P3. Mix and incubate for 5 min on ice.
4. Recommended: Centrifuge the lysate for 5 min at 20,000 x g (14,000 rpm).

5. Pipet the lysate into a QIAshredder spin column placed in a 2 ml collection tube.
Centrifuge for 2 min at 20,000 g.

6. Transfer the flow-through into a new tube without disturbing the pellet if present. Add
1.5 volumes of Buffer AW 1, and mix by pipetting.

7. Transfer 650 pl of the mixture into a DNeasy Mini spin column placed in a 2 ml
collection tube. Centrifuge for 1 min at >6000 g (=8000 rpm). Discard the flow-through.
Repeat this step with the remaining sample.

8. Place the spin column into a new 2 ml collection tube. Add 500 ul Buffer AW2, and
centrifuge for 1 min at >6000 x g. Discard the flowthrough.

9. Add another 500 pl Buffer AW2. Centrifuge for 2 min at 20,000 g.
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Note: remove the spin column from the collection tube carefully so that the column does
not come into contact with the flow-through.

10. Transfer the spin column to a new 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube.

11. Add 100 pl Buffer AE for elution. Incubate for 5 min at room temperature (15-25°C).
Centrifuge for 1 min at >6000 g.

12. Repeat step 11.

For up-to-date licensing information and productspecific disclaimers, see the respective
QIAGEN kit handbook or user manual.

Trademarks: QIAGEN®, DNeasy®, TissueRuptor® (QIAGEN Group).
1071299 04/2012 © 2011-1012 QIAGEN, all rights reserved.
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ANEXOV

Protocolo de extracao de DNA de cianobactérias*

A. Preparacio da amostra
2.

3.

Ligar o banho térmico a 55°C;

Remover por pipetagem 2 ml de culturas isoladas ou recolher 2-4 ml de
amostra ambiental;

Centrifugar a amostra, 13.500 rpm, 5 minutos;

Remover sobrenadante.

B. Extracao do DNA
1.

Adicionar 200 pl do tampdo de lise! e 20 pl de proteinase K, misturar bem por
pipetagem;

Incubar durante 1 hora a 55°C, misturar por pipetagem a cada 10-15 minutos;
Adicionar 499 pl de CTAB? e 1 pl de mercaptoethanol, misturar bem por
pipetagem;

Incubar durante uma hora a 55°C, misturar por inversao a cada 10 minutos (4-
5x);

Dividir cada amostra em dois pools (devido a capacidade do eppendorf);
Adicionar 2V de cloroféormio: alcool isoamilico (24:1, v/v). Misturar por
inversao até aparecer a emulsdo branca;

Centrifugar durante 5 minutos, 11.100 rpm,;

Transferir 200-500 pl do sobrenadante para um novo tubo.

C. Precipitacio e Eluicdo do DNA
1.

o RS

Ao sobrenadante adicionar 2V de etanol a 100% e 0,1V de acetato de sodio’
(3 M, pH 5,2);

Incubar a -20°C, durante 1 hora;

Centrifugar durante 3 minutos, 11.100 rpm;

Descartar sobrenadante;

Lavagem dos pellets com 250 pl de etanol a 70%;

Centrifugar durante 3 minutos, 11.100 rpm;

Descartar sobrenadante e deixar evaporar o etanol residual;

Adicionar 25-50 pl de 4gua ultrapura;

Juntar os pools apds ressuspensao do pellet.

10. Guardar a -4°C.
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Solucoes Stock:

ITampio de lise (100 ml)

Ureia4 M - 24,024 g

Tris-HC1 0.2 M, pH 7,4 - 20 ml
NaCl 20 mM - 400 pl

EDTA 0,2 mM - 40 pul

2CTAB (50 ml)

NaCl 1,4 M - 14 ml

Tris-HC1 0.1 M - 5 ml

EDTA 0,2 mM -2 ml
1%PVP-0,5 g

2% CTAB-1g

3Acetato de sédio 3 M (100 ml)

24,60 g ou 40,80 g (3H20)

* Adaptado de Singh ef al. (2011)
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