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Resumo

As Cianobactérias sdo possivelmente os organismos procariotas fotossintéticos mais
antigos existentes a face da Terra. O objetivo principal deste trabalho consistiu em estudar
e caracterizar um bloom de Microalgas, a nivel espacial, em trés locais diferentes da
albufeira de Alqueva, e ao longo da coluna de agua, a diferentes profundidades. Foram
realizadas andlises fisico-quimicas, biologicas e moleculares. Os resultados dos
parametros fisico-quimicos mostram que a albufeira se encontrava em periodo de
estratificacdo. A plataforma de Lucefécit foi a que apresentou valores superiores de
Clorofila a, e Fosforo Total, ultrapassando os limites do Estado Trofico e a fronteira do
Bom Potencial Ecoldgico. Em todos os locais foi detetada a presenca de Cianobactérias,
com presenca do gene 16S rRNA especifico para este grupo. Apenas em Lucefécit ndo se
verificaram genes responsaveis pela producdo de Microcistinas, ao contrario dos outros

locais, onde se observaram em toda a coluna de agua.

Palavras-chave: Toxicidade, Cianotoxinas, Biologia Molecular, Clorofila a, Fisico-

Quimica
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Abstract

Identification of potentially toxic Cyanobacteria species by Real Time —
PCR and DNA barcoding

Cyanobacteria are possibly the oldest photosynthetic prokaryotic organisms on Earth. The
main objective of this work was to study and characterize a spatial microalgae bloom at
three different locations of the Alqueva reservoir, and along the water column at different
depths. Physicochemical, biological and molecular analyzes were performed. The results
of the physicochemical parameters showed that the reservoir was in stratification period.
The Lucefécit platform presented the highest values of Chlorophyll a, and Total
Phosphorus, surpassing the limits of the Trophic State and the boundary of Good
Ecological Potential. Cyanobacteria were detected at all sites, with 16S rRNA gene
specific for this group. Only in Lucefécit there were no genes responsible for the
production of Microcystins, contrasting the other places, where they were observed

throughout the water column.

Keywords: Toxicity, Cyanotoxins, Molecular Biology, Chlorophyll a, Physicochemical

Xl
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Capitulo 1 — Enquadramento

1.1. Problematica

As Cianobactérias sdo consideradas grupo do fitoplancton mais antigo do planeta e
que formam blooms em reservatérios naturais (O'Neil, et al., 2011). O facto das
ocorréncias das Cianobactérias estarem a aumentar bem como a possibilidade de serem
libertadas toxinas para os sistemas de agua doce tém despertado cada vez mais interesse
nesta area. Por isso, a detecdo e monitorizacdo das Cianobactérias sdo necessarias para
identificar e enumerar as espécies que podem produzir toxinas que colocam um risco para

a saude publica.

Estudos recentes sugerem que a eutrofizacdo e as alteracfes climéticas sdo dois
processos que promovem a proliferacdo e expansdo dos blooms de cianobactérias (O'Neil,
etal., 2011). O local de estudo deste trabalho é uma zona onde tem havido cada vez mais
um aumento das atividades agricolas, como por exemplo a plantacdo de olival intensivo
e vinha, com o uso de fertilizantes, que aos poucos levam a um aumento no aporte de
nutrientes principalmente fésforo e azoto nas massas de agua. O excesso deste tipo de
nutrientes num ambiente aquatico, tem uma proporcao e velocidade maior caso seja uma
atividade artificial, neste caso, atividade antropogénica. No entanto, juntamente com
outros fatores que também estdo a piorar face as alteracdes climaticas, tem-se notado
numa rapida multiplicacdo na formacéo de blooms que se apresentam como um agregado

de organismos que podem ser, ou ndo, produtores de toxinas.

Por isso, a partir da ciéncia, tal como as Cianobactérias, temos de estar em constante
alteracdo e adaptacdo no que toca ao estudo destes seres potencialmente toxicos, e como
é que esses estudos irdo permitir a monitorizacdo das massas de agua, que estdo em

contacto com diversas formas de vida.
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1.2. Alqueva — Local de Estudo

Com o seu projeto iniciado em 1968 e concluido em 8 de Marco de 2002, situado no
curso principal do Rio Guadiana, nasceu o maior lago artificial da Europa — o Alqueva
(Ferreira, 2012) — estendendo-se por 83 km e ocupando uma area de 250 km? ao longo
dos concelhos de Moura, Portel, Mouréo, Reguengos de Monsaraz e Alandroal (Empresa

de Desenvolvimento e Infra-Estruturas do Alqueva, S.A., 2019).

Redondo Com o projeto Empreendimento
de Fins Multiplos de Alqueva
(EFMA), no desenvolvimento do
recurso de agua, é possivel investir
no futuro da regiéo a Sul de Portugal
a partir das infraestruturas Barragem

Mée de Alqueva, da Central

Reguengos de

Monsaraz

Hidroelétrica de Alqueva, da

Plataforma
Mourao

Barragem de Pedrogdo, da Central
Mini Hidrica de Pedrégdo e do

Sistema Global de Rega de modo a

viabilizar a questdo socioeconémica
de uma regido que é considerada a

mais desfavorecida de Portugal.
[ )

Plataforma B ; ,
Montante Sendo assim, é possivel fornecer

Figura 1 - Alqueva e as Plataformas de Monitoriza¢&o onde foram condlgoes de abastecimento regular

realizadas as amostraaens. Retirado de Gooale Maps urbano-industrial de todos os

concelhos circundantes, bem como retardar os efeitos das secas prolongadas, producédo
de energia hidroelétrica, instalacdo de novos regadios e atividades recreativas (Empresa
de Desenvolvimento e Infra-Estruturas do Alqueva, S.A., 2019; Fragoso, et al., 2008).

Por isso, devido a sua extrema importancia e diversas dinamicas na utilizacdo da sua
extensa massa de agua, existem imensos estudos, com 0s mais variados temas, e este
trabalho ndo é excecdo. Aqui serdo apresentados resultados Fisico-Quimicos e de
Biologia Molecular da campanha de setembro de 2017, onde se observou um bloom de

Microalgas. O objetivo deste trabalho é fazer uma caracterizagdo fisico-quimica,
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biolégica e molecular do bloom em profundidade e a nivel espacial. Foram retiradas
amostras de trés locais: Plataformas de Lucefécit, Mourdo e Montante Em cada um destes

locais, foram recolhidas amostras a sete profundidades:

A Superficie da Albufeira (Sup.);

A 1 metro da Superficie da Albufeira (1m);

A 2 metros da Superficie da Albufeira (2m);

A 3 metros da Superficie da Albufeira (3m);

No Fim da Zona Eufética da Albufeira (Fim Z.E.);
No Meio da Albufeira (Meio);

No Fundo da Albufeira (Fundo).

A N N NN R
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1.3. Objetivos

Este trabalho foi desenvolvido a partir do Projeto ALOP (ALT20-03-0145-FEDER-
000004), cuja equipa é composta por variados integrantes da Universidade de Evora (UE),
IPBeja e ICT. O Projeto ALOP tem como finalidade contemplar e desenvolver
ferramentas para os sistemas de observacéo, para a previsdo e para alertas de situacoes de

risco na atmosfera e reservatorios de agua do Alentejo (Salgado & Barrenho, 2017).

Assim, com este projeto, foi possivel selecionar e determinar objetivos para o corrente
trabalho sendo o principal a identificacdo da presenca de Cianobactérias que estdo
associadas a genes produtores de toxinas, a partir de amostras de dgua da albufeira de
Alqueva. Este objetivo ird ser concretizado a partir da anélise de pardmetros fisico-
quimicos onde esperamos entender melhor o estado das massas de dgua e como podera

ter influéncia nas Cianobactérias.

Para completar a informac&o sobre o potencial ecoldgico da massa de &dgua e para
prever a presenca das Cianobactérias, para além dos parametros fisico-quimicos de

suporte, também se determinou a concentracGes de clorofila a presentes nas amostras.

Para concluir os objetivos propostos efetuou-se o estudo mais especifico para a
identificacdo das Cianobactérias produtoras de toxinas a partir da técnica de Biologia

molecular da reacdo em cadeia da Polimerase em Tempo Real.

Apesar de serem conhecidos géneros de Cianobactérias potencialmente produtores de
toxinas pertencentes a varias ordens, este trabalho focar-se-4 apenas na ordem das
Microcistinas (mcy), uma vez que é uma toxina produzida por varios géneros de

Cianobactérias.
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Capitulo 2 — Enquadramento Tedrico

2.1. Eutrofizacéo

A agua ndo é um produto comercial como outro qualquer, mas um patrimonio
que deve ser protegido, defendido e tratado como tal — esta afirmacgéo pode ser encontrada
na Diretiva 2000/60/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 23 de Outubro de 2000,
conhecida como a Diretiva Quadro da Agua (DQA). Como o documento politico europeu
indica, a agua é um bem essencial a vida de todos os seres vivos sendo vital a sua
preservacdo sustentavel e cuidado, por isso, foi estabelecido um programa de acdo de
modo a proteger e realizar uma gestdo adequada de todos os recursos de aguas doces em
todas as comunidades (Macério, et al., 2016; Parlamento Europeu e o Conselho da Unido
Europeia, 2000). Esta gestdo é considerada um desafio para certos paises uma vez que a
obtencdo de agua potavel, bem como a sua qualidade nas composicdes fisico-quimica e
microbioldgica, muitas vezes ndo sdo indicadas para o abastecimento de consumo
humano (Ferrdo-Filho, et al., 2014; Petcheneshsky, et al., 2011). Mais frequentemente
tem-se discutido que a possivel principal causa que compromete a qualidade da agua é
um processo denominado por eutrofizacdo. Este processo natural decorre ao longo de
milhares de anos e sucede maioritariamente em ecossistemas aquaticos Iénticos (lagos ou
lagoas), onde a capacidade de renovagdo das aguas € muito baixa. A sua definicdo
combina-se com uma resposta bioldgica do enriquecimento e armazenamento das aguas
por nutrientes, cujos compostos maioritarios sao o azoto e o fésforo, com acumulacao da
matéria organica e diminuicdo do oxigénio, tendo como consequéncia a diminui¢do da
quantidade de &gua presente na rede hidrografica e a modificacdo de todo o equilibrio
natural do ecossistema aquatico (Oliveira, et al., 2010).

Todavia, esta demanda natural tem vindo a aumentar devido a acdo antropogénica
que tem tido um aumento ao longo dos ultimos anos levando a formacao de massas de
agua eutroficas e, até mesmo, hipertréficas. O progresso da eutrofizacdo artificial tem
uma taxa de aceleragédo cada vez mais rapida devido a influéncia de varios fatores que séo

consequéncia da atividade humana. Os fatores principais podem ser:

a) A elevada concentracdo na descarga de efluentes domésticos, urbanos e

industriais. Uma vez que o0s esgotos contém compostos de azoto e fdésforo
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provenientes das fezes, urina, detergentes e outros subprodutos, a drenagem
urbana e o tratamento inadequados sdo cada vez mais dificeis de gerir devido
ao aumento da contribuicdo de azoto e fosforo;

b) A libertacdo e lixiviacao de fertilizantes e pesticidas que se difundem nos solos
provenientes das atividades agricolas;

c) A incorreta utilizacdo da agua das albufeiras (Vasconcelos, 1995).

Todos estes fatores agravados tém uma contribuicdo favoravel que promove o
desenvolvimento e a sucessdo mais rapida de determinados grupos de espécies
dominantes na comunidade do fitoplancton (Ferrdo-Filho, et al., 2014; Vasconcelos,
1995). Um dos grupos do fitoplancton, mais predominante com todos estes fatores, sdo
as Cianobactérias, que ndo conseguem ser ingeridas nem utilizadas pela comunidade do
zooplancton devido a reduzida taxa de reproducéo deste e, também, devido a quantidade
das Cianobactérias ser maior (Vasconcelos, 1995). Para além dos fatores antropogénicos,
a sua capacidade de dominio advém de fatores naturais que sdo cada vez mais afetados
pelas alteracdes climéaticas (O'Neil, et al., 2011) que podem ser visiveis como uma
proliferagédo excessiva a partir de:

a) Fluorescéncias ou Blooms — As Cianobactérias estdo presentes a superficie das
massas de agua, constituindo uma massa densa, em virtude da sua habilidade
de flutuacéo;

b) Espuma ou Scum — Juntamente com a flutuacdo das Cianobactérias, o facto de
ndo haver a mistura das massas de agua leva ao desenvolvimento de espumas
de espécies de plancton. Para além disso, apresentam uma elevada
concentracgdo de clorofila a.

c) Tapetes ou Biofilmes — Ocorre em superficies rochosas e na superficie de
sedimentos em massas de agua muito rasas (Carvalho, et al., 2013; Codd, et
al., 2005).

A intensificacdo da luz solar, aumento da temperatura da adgua, aumento das
concentragOes de didxido de carbono na atmosfera, diminuigdo dos niveis de pH e ides
de carbonato e, inclusive, a presenca de salinidade (O'Neil, et al., 2011) sdo os fatores

naturais maioritarios que promovem o desenvolvimento dominante das Cianobactérias.
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A quantidade excessiva destes organismos impossibilita a entrada de luz
necessaria aos organismos presentes em niveis de agua mais fundos e diminui a
quantidade de oxigénio. Por isso, ocorre a morte destes organismos levando a uma nova
proliferacdo de bactérias decompositoras. Sendo assim, as consequéncias geradas pela
deposicdo continua e enriquecimento de nutrientes (Rastogi, et al., 2015), que caracteriza
a eutrofizacdo antropogeénica, e pelas alteracdes climaticas ira ter efeitos no equilibrio e
estabilidade natural de toda a vida presente nos ecossistemas aquaticos, desde o ser na
base da cadeia trdfica alimentar até ao ser presente no seu topo.
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2.2. As Cianobactérias

Foi em 1838 que Ehrenberg identificou, pela primeira vez na histéria da ciéncia,
as Cianobactérias (Ehrenberg, 1838). Mais tarde, em 1875, Thuret iniciou o primeiro
estudo taxonémico das Cianobactérias. Desde entdo, que se tem discutido a correta
organizagdo taxonomica destes organismos uma vez que tém determinadas caracteristicas
morfologicas, bioquimicas, moleculares e genéticas, semelhantes aos organismos
pertencentes ao grupo das Microalgas e ao grupo bacteriologico (Gomes, 2013). Em
1878, George Francis, da Australia, descreveu pela primeira vez 0s potenciais perigos que
se podiam tornar letais para a saide humana, provocados pelas Cianobactérias, apos se
ter descoberto envenenamento de gado ap6s o consumo de um lago contaminado
(Carmichael, 1994; Regueiras, 2009; Francis, 1878). Embora possam ter determinadas
estruturas semelhantes as bactérias, ndo possuem algumas estruturas como a membrana
celular, as mitocondrias ou cloroplastos, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico e
vacuolos, elas diferenciam-se destas uma vez que possuem um pigmento comum nas
algas. Sendo assim, estrutural e fisiologicamente, as Cianobactérias sdo como as
bactérias, mas funcionalmente sdo semelhantes as algas (Brandao, 2008).

Segundo alguns autores, que estudam toda a biologia e ecologia das
Cianobactérias, afirmam que este grupo de microrganismos ancestrais, a partir de registos
geoldgicos, paleontoldgicos e geoquimicos isotopicos, foram 0s responsaveis pelo
aparecimento do oxigénio na Terra acerca de 3,5 mil milhdes de anos. Sendo assim, foi
possivel a acumulacdo do oxigénio na atmosfera e a formacdo da camada de ozono na
estratosfera. Uma vez desenvolvida esta camada protetora, a radiagdo ultravioleta que
incindia sob o0 nosso planeta diminuiu, permitindo a evolucdo de novas espécies na terra
e na superficie de lagos e oceanos. Outra vantagem consequente do aparecimento do
oxigénio foi no aumento da producdo de energia extraida da molécula de glucose por
oxidacdo por parte dos seres que realizam respiracdo aerdbia. Desta forma, foi possivel o
desenvolvimento de organismos mais complexos, bem como, o surgimento de cadeias

alimentares maiores (Halpern & Quintas, 2008; Gomes, 2013).

2.2.1. Caracteristicas Morfoldgicas das Cianobactérias

As Cianobacteérias a nivel morfolégico séo relativamente simples, ou seja, podem-
se apresentar na forma unicelular, multicelular, filamentosas e filamentosas ramificadas,
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que pertencem ao Reino da Eubacteria e a divisdo Cyanobacteria (Gomes, 2013;
Brand&o, 2008; Cheung, et al., 2013).

a)

b)

d)

e)

S&o consideradas microrganismos procariotas (Siqueira & Oliveira-Filho,
2008);

Diazotrdficas, isto €, tém a capacidade de captar e usar diretamente o azoto
atmosférico sob condi¢des anaerdbias (O'Neil, et al., 2011);

S&o Gram-negativas, onde as suas paredes celulares possuem um complexo —
peptidoglicano — semelhante ao das bactérias, mas, com uma espessura mais
grossa, que consiste numa protecdo porosa presente nas células que as impede
de sofrer plasmolise enquanto ocorre a entrada de alimento e saida de
subprodutos (Fig.1) (Quintas, 2008; Sciuto & Moro, 2015);

Sdo autotroficas, permitindo-lhes a realizacdo de fotossintese aerobia,
proporcionando um incremento do desenvolvimento da sua biomassa num
curto espaco de tempo (Oliveira, et al., 2010; Silva, 2012);

A sua reproducédo e exclusivamente assexuada por fissdo binaria ou fisséo
maultipla (Brandéo, 2008).

Para além destas suas caracteristicas, também sdo consideradas organismos

ubiquos, devido a grande versatilidade morfolégica e funcionalidades celulares,

consequéncia da sua longa historia de evolucdo, conferindo-lhes a capacidade de

desenvolver adaptacdes e estratégias que as permite colonizar todo o tipo de ecossistemas

naturais, bem como garantir a sua sobrevivéncia e dominio nos meios onde esta presente
(Oliveira, et al., 2010; Paerl & Paul, 2012; Sant'Anna, et al., 2008).

Gram-positive

bacterial cell cyanobacterial cell

periplasmic space

peptidoglycan layer

peptidoglycan layer plasmalmembrane

;/))("‘;)i.lstvl( space
| outer membrane

|

outer membrane

~i

periplasmic space plasmalmembrane

peptidoglycan layer

Gram-negative
bacterial cell

Figura 3 - Representacdo esquematica que compara a estrutura celular das Cianobactérias com as células das
bactérias Gram-positivos e Gram-negativos. Retirado e adaptado de: (Sciuto & Moro, 2015)
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As Cianobactérias também tém a habilidade de armazenar nutrientes e metabolitos
no citoplasma que lhes séo essenciais a sua sobrevivéncia. De entre inimeras espécies de
Cianobactérias, existem algumas que diferenciam uma pequena por¢édo das suas células
na formacdo de heterocistos. Os heterocistos sdo células de paredes glicolipidicas
espessas que tém como funcdo a assimilacdo do azoto atmosférico a partir do complexo
enzimatico nitrogenase. Para além disso, também estdo aptas para, estruturalmente e
funcionalmente, proteger esse complexo que pode ser inibido irreversivelmente pelo
oxigénio que é obtido na &gua (Oliveira, et al., 2013; Valério, 2008; Fernandes, 2009;
Sciuto & Moro, 2015; Quintas, 2008). De modo a satisfazer a demanda pelo azoto, as
Cianobactérias conseguem crescer e desenvolver-se a partir de uma grande variedade de
fontes de azoto, como os nitritos, nitratos, ureia, aminoacidos, entre outros, mas, antes
destes compostos poderem ser assimilados pelo organismo é necessario que sejam
convertidos em amdnia. O complexo enzimatico nitrogenase presente nos heterocistos €
constituido por duas subunidades. A primeira subunidade — dinitrogenase — catalisa a
reducdo do azoto em amonia, enquanto a segunda subunidade — dinitrogenase redutase —
tem como funcédo doar eletrdes a dinitrogenase. O ATP e a redugdo do azoto atmosférico

sdo gerados no metabolismo dos heterocistos (Berg & Sutula, 2015).

Em condigBes adversas e extremas, as Cianobactérias conseguem diferenciar
outras células especializadas, os acinetos. Sdo células de resisténcia esporolisadas,
caracterizadas por uma ceélula espessa e por um envelope extracelular de maultiplas
camadas. Permitem o armazenamento de proteinas garantindo a sua sobrevivéncia, até as
condic@es se tornarem favoraveis novamente para o seu desenvolvimento germinando-se
em células vegetativas (Gomes, 2013; Sciuto & Moro, 2015; Oliveira, et al., 2010;
Branddo, 2008). Adicionalmente, estas células desenvolvem vesiculas gasosas, 0S
aerotopos, o que permite as Cianobactérias uma migracado rapida e vertical pela coluna de
agua. Desta forma, conseguem explorar em mais profundidade &dguas ricas em nutrientes
ao mesmo tempo que aproveitam as condicdes ricas a superficie (Brandao, 2008; Paerl &
Paul, 2012).

24



Identificacdo de Espécies de Cianobactérias Potencialmente Toxicas no Reservatério de Alqueva por
PCR em Tempo Real

Figura 4 - Exemplo da representagdo de componentes celulares presentes em algumas espécies de Cianobactérias. A - Acinetos
e H - Heterocistos. Retirado e adaptado de: (Moreno, et al., 2012)

2.2.2. Toxicidade das Cianobactérias

As Cianobactérias tém a capacidade de sintetizarem metabolitos secundarios,
provocando sabores e odores desagradaveis, que consistem numa ampla variedade de
toxinas denominadas por cianotoxinas. (Svrcek & Smith, 2004; Apeldoorn, et al., 2007;
Ibelings & Chorus, 2007; International Joint Comission by the Health Professionals
Advisory Board, 2017). Apesar de serem compostos secundarios, ou seja, ndo sdo
utilizados para as funcionalidades primarias do metabolismo como a divisdo celular,
ainda ndo foi o descoberto o motivo pela qual as cianotoxinas fazem as suas proprias
toxinas. Alguns autores referem que beneficiam as Cianobactérias ao funcionar como
mecanismo de defesa contra predadores, enquanto outros sugerem que servem para
auxiliar na captacdo da radiacdo solar e nutrientes (Bortoli & Pinto, 2015; Carmichael,
1992). Estes metabolitos tdxicos sdo altamente prejudiciais na sobrevivéncia de varios
organismos como 0s animais selvagens, domésticos e Humanos. A exposi¢do destas
toxinas pode ocorrer diretamente a partir do contacto dérmico, ou pela ingestdo de agua
contaminada ou acidental a partir de atividades recreativas. Também existe a exposi¢cdo
indireta que ocorre pelo consumo de alimentos que estejam contaminados, como peixes
e/ou bivalves, que sdo considerados vetores de toxinas para os niveis da cadeia trofica

superior (Carmichael & Boyer, 2016).

Uma determinada espécie de Cianobactérias pode sintetizar mais do que uma
toxina, e dentro dessa espécie, existem estirpes que podem ser, ou nao, produtoras de
toxinas. Normalmente, as Cianobactérias produtoras de toxinas estdo distribuidas em
aglomerados de fluorescéncias, blooms como ja foi referido anteriormente. Estes blooms

de Cianobactérias produtoras de toxinas s&o comumente denominadas por cyanoHab.
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As cianotoxinas podem ser divididas segundo a sua estrutura quimica e pelos seus
efeitos toxicologicos primarios (Tabela 1) (Carmichael & Boyer, 2016; Oliveira, et al.,

2010; Codd, et al., 2005). Segundo a sua estrutura quimica elas séo divididas em:

a) Péptidos Ciclicos: Sdo as formas mais comuns das cianotoxinas, é o exemplo
das microcistinas e nodularinas (Fig. 3). Tém uma dimens&o relativamente
pequena, entre 80 a 1100 Da, tém uma natureza hidrofilica e séo sintetizadas
pelo péptido sintetase (Sharma, et al., 2011). Provocam impactos negativos,
uma vez que conseguem promover o desenvolvimento de tumores,
maioritariamente a nivel do figado, por inibirem as proteinas fosfatases P1A e
P2A.

b) Alcalbides: Dentro deste grupo séo encontradas as neurotoxinas, citotoxinas e
dermatoxinas.

c) Lipopolissacaridos: Estes componentes estdo integrados na parede celular das
células das Cianobactérias onde formam complexos com as proteinas e
fosfolipidos (Sharma, et al., 2011).

NH
o N
o~ o ° /k?o HN% )\/
c X SaH
SN i NH HO. p

o o Anatoxina-a Homoanatoxina-a Anatoxlna-a(S)

N
o) >
o~ o
s . (o]
= N NH
z o NH e

Debromoaplysiatoxin Lyngbyatoxin A

Figura 5 — Exemplos de algumas estruturas quimicas das principais cianotoxinas estudadas a nivel mundial. Retirado

de: (Bortoli & Pinto, 2015)
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Se forem caracterizadas segundo o seu mecanismo e efeitos de toxicidade, sdo

divididas em Hepatotoxinas, Neurotoxinas, Citotoxinas e Dermatoxinas.

2.2.2.1. Neurotoxinas

A nivel de impactos de salide em animais e humanos, estas cianotoxinas atuam ao
longo de todo o sistema nervoso. Provocam uma interrupgao na propagacdo normal dos
impulsos nervosos e, como consequéncia, ocorre a insuficiéncia das vias respiratdrias,
producdo excessiva de saliva, paralisia muscular e até mesmo tremores continuos devido
a fadiga levando a morte do organismo provocada pela sobre-estimulacdo dos musculos,
em minutos ou poucas horas (Zurawell, et al., 2005; Fernandes, 2008). As toxinas mais
prevalentes e cientificamente estudadas deste grupo sdo a anatoxina-a, anatoxina-a (S) e
a saxitoxina. As duas primeiras toxinas atuam ao nivel da acetilcolina nos musculos, mas,
sdo diferentes no modo em que atuam. A anatoxina-a imita a acetilcolina e provoca o
excesso de estimulacdo dos musculos levando a sua degradacéo. A anatoxina-a (S) inibe
a acetilcolina, mas ndo degrada os musculos, estimulam os musculos até a morte do
organismo cujos sintomas principais sdo o0 excesso de suor, tremores e salivacdo
excessiva. Relativamente as saxitoxinas, ndo sdo tanto uma preocupacao para a saude
humana, uma vez que sé sdo estaveis a valores de pH baixos, mas podem afetar a salide
animal. Mais recentemente foi descoberto outro grupo relevante no grupo das
neurotoxinas, denominado por B-N-metilamino-L-alanina (BMAA) que se pondera ser
um percursor no desenvolvimento da esclerose amiotréfica lateral (ELA), caracterizada
pela paralisia progressiva associada as doencas de Parkinson e Alzheimer (O'Neil, et al.,
2011; Carvalho, et al., 2013; Merel, et al., 2013; Vasconcelos, 2018).

2.2.2.2. Hepatotoxinas

As hepatotoxinas recebem mais atencao por serem um dos principais motivos no
desenvolvimento das toxicidades que ocorrem com mais frequéncia. Sdo considerados
estruturalmente de péptidos ciclicos, como é o caso das toxinas mais revelantes deste
grupo, as microcistinas e nodularinas. O 6rgéo alvo destas toxinas, como 0 nome indica,
sdo as células hepaticas. Sdo consideradas, maioritariamente, compostos hidrofilicos
sendo transportados para o figado a partir de transportadores iGnicos presentes nos canais

biliares e no intestino delgado. Ao atrofiarem o bom funcionamento dos hepatdcitos, 0s
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sintomas observaveis sdo as lesdes internas graves, originadas a partir da decomposi¢édo
dos filamentos e microfilamentos intermédios que asseguram a forma dos hepatdcitos,
provocando o aumento do peso deste 6rgdo e hemorragias hepaticas. Apos esta disfungéo
hepética ocorre a morte do organismo nalgumas horas ou em poucos dias (Fernandes,
2008; Miranda, 2014; Branddo, 2008; Carvalho, et al., 2013).

2.2.2.3. Dermatoxinas

Os organismos produtores destas toxinas habitam maioritariamente em ambientes
marinhos. Estas toxinas provocam severas dermatites nas pessoas que frequentam estes
meios e tém contacto com os seus filamentos. Para além de afetarem a pele, a atividade
inflamatdria de algumas espécies produtoras de dermatoxinas sdo promotoras de tumores
graves e provocam inflamac6es no trato gastrointestinal caso haja a ingestdo da agua

contaminada (Sivonen & Jones, 1999).

2.2.2.4. Citotoxinas

Uma das cianotoxinas também muito conhecida produzida pelas Cianobactérias é
a cilindrospermopsina. Esta toxina tem acdo em toda a sintese proteica, onde vai bloquea-
la, provocando sintomas primarios como a falha da atividade do figado e dos rins.
Também provoca danos no baco, intestino, coracdo e timo. Para além destes sintomas
agravados que esta toxina provoca um outro fator que a torna extremamente perigosa é o
facto destes sintomas clinicos sé se manifestarem dias ap0s a exposicdo e contacto por

parte do organismo (Mankiewicz, et al., 2003).

Geralmente, estas cianotoxinas correspondem a endotoxinas uma vez que sdo
libertadas para o meio envolvente apenas quando ha o rompimento da célula (Oliveira, et
al., 2013; Carvalho, et al., 2013). Por exemplo, em situacdes em que as condices fisicas
e quimicas de um meio da sua coexisténcia ja ndo suportem mais o crescimento destes
microrganismos, levando ao colapso de toda a biomassa das Cianobactérias
(Vasconcelos, 1995). Outro motivo que proporciona a sua libertagdo é no processo de
tratamento das aguas, em que os produtos quimicos utlizados para erradicar as
florescéncias permitem a libertacdo das toxinas a partir da lise das celulas (Regueiras,
2009).
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Cianotoxina

Principal 6rgéo alvo

Efeitos toxicoldgicos
primarios

Microcistinas

Figado — possivel
carcinogénico nos
tecidos deste drgdo e
outros tecidos

Nodularinas

Figado — possivel
carcinogénico

Inibem o funcionamento das
fosfatases | e 1A, causando
a morte das células do
figado ou promovendo o
carcinoma hepatico.
Hepatoentrite, insuficiéncia
hepaética, taquicardia,
hepatocarcinogenese,
convulsdes, gastroenterites,
morte

Anatoxina-a

Anatoxina-a (S)

Nervo sinaptico

Atuam ao nivel dos canais
de sddio dos axdnios e da
fenda sindptica, por inibicdo
da acetilcolina ocorrendo
sobre estimulacdo muscular
até a fadiga e subsequente
paralisagcdo dos musculos
esqueléticos e respiratérios.
Sintomas: Em vertebrados:
salivacdo excessiva,
fraqueza muscular,
lacrimagéo, paralisia
(motora, cardiaca e
respiratdria), morte.

Cilindrospermesina

Figado e rins.
Possivel genotoxico e
carcinogénico

Falha da atividade do figado
e dos rins. Danos no bago,
intestino, coracdo e timo.
Falha da atividade do figado
e dos rins. Também provoca
danos no baco, intestino,
coracgéo e timo

Estrutura Género de Cianobactéria que
quimica sintetiza a respetiva cianotoxina
Microcystis, Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Nostoc, Hapalosiphon,
Anabaenopsis, Aphanizomenon
Péptidos
Ciclicos
Nodularia, Anabaena, Planktothrix
(Oscillatoria), Aphanizomenon
Anabaena, Planktothrix (Oscillatoria),
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis
Anabaena
Alcalbides

Cylindrospermopsis,
Aphanizomenon, Umezakia,
Raphidiopsis, Anabaena

B-N-metilamino-L-
alanina (BMAA)

Cérebro

Doenca neurodegenerativa
associada a Esclerose
Lateral
Amiotréfica/Deméncia

-- Vérias espécies

Tabela 1 - Alguns exemplos das cianotoxinas e as suas caracteristicas mais importantes que tém vindo a ser estudadas
com mais frequéncia. Retirado e adaptado de: (Newcombe, et al., 2010; Fernandes, 2009)

2.2.3. Caracteristicas genéticas das Cianobactérias

Ha relativamente muito pouco tempo, mais concretamente ha 23 anos, foi

publicado pela primeira vez 0 genoma completo de uma cianobactéria, a Synechocytis sp.
PCC 6803 (Kaneko, et al., 1995). Atualmente estdo disponiveis 400 genomas de
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Cianobactérias e a variedade de taxa € pouca, uma vez que destes 400 genomas, 166 séo
apenas de uma espécie. Segundo uma pesquisa realizada por Alvarenga e a sua equipa, a
partir da recolha de informacGes de genomas completos j& publicados, conseguiram
compreender que o material genético que caracteriza a cianobactéria é composta por um
ou dois cromossomas com um tamanho entre 1,4 a 8,2 Mb e até 12 plasmideos
(Alvarenga, et al., 2017).

Apesar da pouca informag8o existente sobre a genética das Cianobactérias, tém
sido realizados esforcos por varias instituicdes de investigacdo para desenvolver estudos
principalmente ao nivel de genes especificos que auxiliam na classificacdo e identificacédo
de espécies de Cianobactérias, como é o caso do gene 16S rRNA Ciano (Churro &
Valério, 2015). Para além deste gene, também tem sido importante o estudo de outros
genes que sdo utilizados como bioindicadores de Cianobactérias produtoras de toxinas. O
grupo genético responsavel pela biossintese das microcistinas foi identificado em
diferentes cianobactérias, sugerindo que uma elevada similaridade das suas sequéncias

genéticas possuem o0 mesmo antepassado (Rastogi, et al., 2015).

O dominio aminotransferase (AMT), localizado nos mddulos mcyE e ndaF da
microcistina e complexos enzimaticos da nodularina sintetase, respetivamente, foi
escolhido como a sequéncia alvo por causa de sua essencial funcdo na sintese de todas as

microcistinas, bem como nodularinas (Jungblut & Neilan, 2006).
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Figura 6 - Cluster correspondentes aos genes mcy e nda produzida pela Microcystis aeruginosa PCC7806 e pela
Nodularina spumigena NSOR10, respetivamente [Adaptado de: (Rastogi, et al., 2015)].
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2.2.4. Componente Fisico-Quimica da Agua

pH, Temperatura e Oxigénio Dissolvido (OD)

O pH, temperatura e oxigénio dissolvido sd@o parametros imediatos, medidos por
sonda in situ. Como as Cianobactérias sdo organismos fotossintéticos, ao consumirem
dioxido de carbono durante o dia, o produto resultante é o oxigénio. Sendo assim, a
existéncia das Cianobactérias pode ser averiguada ao verificar as variagdes nestes trés

parametros de andlise.

O pH indica se a agua apresenta propriedade acida, neutra ou alcalina. A partir
dos valores analisados € possivel entender a sua influéncia nas espécies que habitam num
determinado ecossistema aquatico, bem como o seu efeito na contribuicdo da precipitacdo

de elementos quimicos tdxicos e em todas as fases de tratamento.

O oxigeénio dissolvido € essencial para o metabolismo de organismos aerdbicos
presentes em ecossistemas aquaticos naturais. A sua variacdo depende da producdo de

oxigenio realizada por organismos fotossintéticos e com o aumento da temperatura.

Condutividade

A condutividade indica a capacidade que uma amostra de agua tem de transportar
uma corrente elétrica a partir da medicdo da concentragdo total de particulas carregadas

ionicamente dissolvidas na amostra.

Turbidez

A turbidez também é um parametro imediato, que indica a tendéncia que a dgua
possui de propagar a luz solar, ou seja, € uma expressao da propriedade ética que faz com
que a luz seja dispersa e absorvida indicando que quanto maior for o valor que é medido
da turbidez maior é a tendéncia que a agua tem de propagar a luz. A transparéncia de uma
massa de agua € um indicador importante sobre a sua condi¢do e produtividade. O método
Nefelométrico € o utilizado para a determinacdo da turbidez das amostras. Baseia-se na
comparacdo da intensidade da luz difundida pela amostra sob condi¢6es definidas por

padrdes de referéncia nas mesmas condiges.

Fosforo Total e Fosfatos

Como referido anteriormente, o fosforo € um dos compostos que as

Cianobactérias conseguem utilizar para garantirem o seu desenvolvimento e
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sobrevivéncia. Ou seja, a descarga destes compostos provenientes de atividades, como a
agricultura e industria, estimulam o crescimento destes organismos uma vez que
desencadeiam processos acelerados de eutrofizagdo. Este par@metro fisico-quimico
permite, ao determinar a sua concentracdo em laboratorio, 0s potenciais riscos associados
a possiveis Cianobactérias produtoras de toxinas. Na dgua o fésforo esta sobre a forma de
fosfato, sendo assim, neste trabalho foi medida a concentracdo destas duas variaveis, o

fosforo total e o fosfato.

Compostos Azotados — Azoto Total, Nitritos, Nitratos

Nos sistemas aquéaticos 0 azoto apresenta varias formas azotadas, a combinacao
destes compostos forma o azoto total. Neste trabalho foram sé realizados ensaios dos

nitritos, nitratos e azoto total.

2.2.5. Componente Bioldgica — Clorofila a

No interior da sua estrutura, as Cianobactérias possuem pigmentos fotossintéticos
como a clorofila a e ficobiliproteinas. As Cianobactérias utilizam para a realizacdo da
fotossintese, a energia proveniente da radiacdo solar que € convertida em energia quimica
na forma de eletrbes e energia ATP que pode ser utilizada para sintetizar compostos

organicos a partir do dioxido de carbono (Berg & Sutula, 2015).

A fotossintese realizada por estes organismos nao ocorre a partir de organelos
especificos, mas sim, diretamente no citoplasma, mais concretamente nos tilacoides que
andam livremente pelo mesmo. O inicio deste processo comeca pela captacdo da radiacdo
solar realizada pelo pigmento protagonista clorofila a e, posteriormente, ha a libertacéo
dos eletrdes dadores, fornecidos pela agua, originando ATP (Berg & Sutula, 2015;
Valério, 2008). As ficobiliproteinas sdo um grupo de pigmentos acessorios sollveis em
agua e também atuam nas Cianobactérias como uma antena de captacdo da irradiacdo a
um comprimento de onda entre 450 e 660 nm (Pandey, et al., 2013; Sobiechowska-Sasim,
et al., 2014). Este grupo que esta organizado num complexo molecular denominado por
ficobilossomas, € composto pela ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina, que captam a
irradiacdo a 620nm, 650nm e 565nm, respetivamente (Sobiechowska-Sasim, et al., 2014).
Devido a elevadas concentracfes deste pigmento as Cianobactérias ficaram conhecidas
por algas verde-azuladas, bem como o termo ciano (Macério, et al., 2016).
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2.2.6. Aplicacdes Biotecnoldgicas das Cianobactérias

Apesar dos impactos negativos no ambiente e salde humana e animal devido a
presenca de toxinas produzidas pelas Cianobactérias, estes organismos também permitem
efeitos positivos em varias areas de investigacao. Nos ultimos anos as Cianobactérias tém
tido uma especial aten¢do no campo da biotecnologia. Existem inimeras aplica¢des que
foram descobertas com a utilizagdo destes organismos, uma que vez alguns dos produtos
secundarios que conseguem sintetizar e armazenar sdo utilizados nos setores da
alimentacédo, farmacéutica, cosmética, agricultura, energia, entre outros (Rastogi, et al.,
2015; Moreno, et al., 2012; Oliveira, et al., 2013; Sciuto & Moro, 2015). Um exemplo de
aplicacdes utilizadas por mais de 40 espécies de Cianobactérias que produzem
cianotoxinas com fun¢des de compostos bioativos em campos cientificos de investigacédo
que tem tido muitos obstaculos ao longo dos ultimos anos. E o caso da atividade antiviral,
inclusive no HIV, anticancerigena, antibacteriana e antimaléria (Oliveira, et al., 2013;
Sciuto & Moro, 2015).

As Cianobactérias também sdo consideradas uma otima fonte de proteinas,
minerais e vitaminas, especialmente a vitamina B12, ao nivel da alimentacdo, que permite
uma otimizacdo do sistema imunitario e da regulagdo da resposta alérgica, aumento da
absorcdo de vitaminas pelo intestino, aumento dos niveis de energia do organismos,
auxiliam na reducdo da nefrotoxicidade e hepatoxicidade causados por metais pesados e
alguma medicagdo, permitem o desenvolvimento de medicamentos que combatem a
obesidade, entre outras variedades de aplicagfes (Gomes, 2013; Sciuto & Moro, 2015;
Oliveira, et al., 2013).

Mais recentemente, tem-se sugerido aplicar alguma das vantagens das
Cianobactérias, como 0 seu rapido crescimento e nos mais variados meios ambientais, a
habilidade de fixar varios compostos, a sua flexibilidade genética e a realizacdo de
fotossintese, como uma alternativa de criar na producdo de biocombustiveis. Apesar de
ser um estudo recente e ainda em desenvolvimento, ja foi possivel produzir com sucesso
etanol através da cianobactéria Synechococcus elongatus sp. Estirpe PCC 7942 (S.
elongatus). Este etanol produzido foi considerado compativel com os combustiveis
atualmente utilizados, mas ainda ndo os conseguem substituir uma vez que o etanol
absorve a humidade do ar e tem baixa densidade de energia. Ainda assim, continua a

haver um desenvolvimento nesta pesquisa ao modificar determinados aspetos
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morfoldgicos e genéticos de varias espécies de Cianobactérias, apesar de por vezes nao
serem previsiveis, até se ter alcancado este revolucionario potencial para toda a vida no
planeta (Nozzi, et al., 2013).

2.2.7. As Cianotoxinas no Mundo e em Portugal

“A tragédia da Hemodialise” foi o caso mais conhecido na cidade do Caruaru e
municipios vizinhos, no Brasil em 1996. Hepatite toxica foi a causa de morte de 60
pacientes, que frequentavam uma clinica particular, apos ter sentido uma indisposicao
posterior a sessdo de hemodidlise. Varios jornais locais que relataram esta tragédia que
aconteceu ha mais de 20 anos referiram que os pacientes afetados tinham como sintomas
dores de cabeca, vomitos e perda de visdo. Também houve casos de outros pacientes que
apos algumas sessdes ficaram em coma e ndo resistiram passado alguns dias. Este caso
chamou a aten¢do de autoridades de salde de varios paises, onde concluiram que a morte
destes pacientes foi devido a presenca da hepatotoxina Microcistina-LR (Dantas, 2016;
Fernandes, 2009).

Curiosamente, especula-se que o primeiro caso epidemioldgico registado em
Portugal, devido a exposicdo de cianotoxinas em aguas doces, tenha sido no Hospital
Espirito Santo de Evora, na unidade de hemodiélise, em 1993. Este episodio provocou a
morte a 20 pacientes que recorriam a dialise. A agua que era fornecida a esta unidade
continha concentragdes elevadas de aluminio devido ao processo de purificacdo da agua
que € necessario para este tratamento. Infelizmente ndo se realizaram anélises que se
verificasse a presenca de cianotoxinas, o que nao permitiu correlacionar as cianotoxinas

como a principal causa de morte destes pacientes (Menezes, et al., 2017).

Em 1979, também foi registado numa comunidade da Australia, 140 criangas e 10
adultos com sintomas de hepatoenterite, como anorexia, vomitos, dores de cabeca,
hepatomegalia, diarreia e desidratacdo. A partir de analises clinicas ao figado e rins,
verificou-se que os pacientes tinham danos ao nivel destes dois 6rgdos. Concluiu-se que
foi uma contaminacgdo que surgiu numa represa que ja tinha sido alertada por ter mau

cheiro e gosto desagradavel (Siqueira & Oliveira-Filho, 2008).

Estes sdo um dos poucos, entre centenas, de exemplos de casos que ocorreram por

todo o mundo. Sendo assim, é possivel perceber a dimensdo, dindmica e flexibilidade
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morfologica e genética que estes organismos produtores de toxinas possuem ao se

verificar que os podemos encontrar nos mais diversos meios e, provavelmente, em

qualquer pais.
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Capitulo 3 — Material e Métodos

3.1. Amostragem
A amostragem é um processo pratico onde ha a recolha de um pequeno volume

de agua do local a ser estudado. Os locais selecionados para apresentar neste trabalho
foram a Plataforma Lucefécit, a Plataforma de Mour&o e a Plataforma de Montante que
estdo presentes fixamente no maior reservatorio artificial natural da Europa, a albufeira
do Alqueva. O desenvolvimento desta albufeira teve como principais objetivos gerar uma
reserva de agua na bacia do Guadiana para utilizacbes como a agricultura, 0 consumo
humano, animal e industrial, produgdo de energia elétrica e a regularizacdo dos caudais
do rio Guadiana (Morais, et al., 2017).

Este trabalho foca-se principalmente na campanha realizada no més de setembro
de 2017, quando se verificou a olho nu, um bloom de Microalgas, suspeitando-se que
fossem Cianobactérias. Na tabela 2 estdo descritos os locais e as profundidades a que

foram recolhidas as amostras de agua para analise quimica, biolégica e molecular.

Tabela 2 - Representacao do local da amostragem, da descri¢cdo das campanhas realizadas e os perfis
analisadas em laboratorio

Local Perfis
Plataforma Lucefécit, Superficie*, Im, 2m, 3m, Fim
Plataforma de Mouréo e Z. E., Meio* e Fundo* da
Plataforma de Montante Albufeira

*- As trés profundidades assinaladas foram realizadas para avaliagdo dos parametros fisico-quimicos

Inicialmente, antes de realizar uma amostragem, é necessario verificar alguns

aspetos importantes como:

v' A certificacdo de que todos os equipamentos estdo calibrados e a funcionar
devidamente;

v Correta identificacdo dos frascos de amostragem;

v As condicBes ambientais correntes;

v Determinagdo da zona eufotica pelo disco de Secchi.
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Apds a verificacdo destes requisitos, procede-se a leitura in situ dos parametros
pH, temperatura (°C), oxigenio dissolvido (% de saturacdo) e a condutividade elétrica
(uS/cm).

Para a analise dos parametros fisico-quimicos, as amostras de agua foram
conseguidas com recurso a uma garrafa de Van Dorn com uma capacidade de 3L nas

profundidades especificadas na Tabela 2.

3.2.Componente Fisico-Quimica da Agua

As andlises as varidveis fisico-quimicas foram realizadas pelo Setor de Fisico-
Quimica do Laboratério da Agua da Universidade de Evora, onde as metodologias foram
seguidas com base no livro Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater e os resultados obtidos for analisados segundo o Decreto-Lei n°® 236/98 de 1
de Agosto. Na tabela 3 estdo representados os Valores Maximos Recomendados (VMR)

e os Valores Maximos Admissiveis (VMA) para este tipo de matriz.

Tabela 3 - Valores Maximos Recomendados e Admissiveis, segundo o Decreto-Lei n°236/98 de 1 de Agosto na qual se
rege o Sector de Fisico-Quimica do Laboratério da Agua da Universidade de Evora

Unidades de Expressdo dos

Parémetro VMR - VMA Resultados
pH (6,5-8,5) —x Escala de Sorensen
Temperatura 22-25 °C
Condutividade 1000 — x pS/cm a 20°C
Oxigénio Dissolvido 70 —x % de Saturagéo
Turbidez -- NTU
Nitratos 25-(0) 50 (*) mg/L NOs
Nitritos -- mg/L NO;
Azoto Total -- mg/L N
Fosfatos 0,4 —x (**%) mg/L PO,
Fésforo Total -- mg/L P

x — Valor ndo apresentado pelo Decreto-lei n°236/98 de 1 de Agosto; (O) — Os limites podem ser excedidos em caso de condicGes
geograficas ou meteoroldgicas excecionais (n°1 do Artigo 10° do Decreto-Lei n°236/98 de 1 de Agosto); -- Nao sdo apresentados
nenhuns valores de VMR e VMA; (*) — Valores em N: 5,64 — 11,29 mg/L; (**) Valores em P: 0,12 mg/L

37



Identificacdo de Espécies de Cianobactérias Potencialmente Toxicas no Reservatério de Alqueva por
PCR em Tempo Real

3.2.1. pH, Temperatura e Oxigénio Dissolvido (OD) in situ

O pH, temperatura e Oxigénio Dissolvido (OD) foram medidos in situ recorrendo
a uma sonda multiparametrica (AQUA TROLL 600, In Situ, EUA).

3.2.2. Turbidez

A metodologia da leitura da turbidez foi seguida pela I1ISO 7027:1999. Foi
realizada com o auxilio de um frasco de vidro transparente proprio para aguas superficiais
e posterior leitura no Turbidimetro Merck/WTW — Turbiquant 1500 T), com prévia
calibracéo e verificacdo do equipamento a partir da leitura de padrdes de referéncia (0,30
NTU; 4,0 NTU; 40,0 NTU).

3.2.3. Fosforo Total e Fosfatos
3.2.3.1. Fésforo Total

Método utilizado: Digestdo Acida da amostra; Método do Acido Ascorbico - SMEWW
4500-P E.

Solucdes Preparadas:

a) Reagente Stock Fosforo Particulado:

— Medir 12 g de heptamolibdato de aménio em 500 mL de agua ultrapura;

— Adicionar 140 mL de acido sulfdrico concentrado, cuidadosamente e em
constante agitacao;

— Deixar arrefecer e adicionar 0.275 g de tartarato de potéssio e antiamonio;

— Apos dissolver, perfazer o volume de 1000 mL com agua ultrapura.

b) Hidroxido de Sédio (6 N):

— Dissolver 498 mL de hidréxido de sédio em lentilhas em 1000 mL de &gua
ultrapura.

¢) Solucdo de Trabalho:

— Medir 0,53 g de acido ascorbico e adicionar 50 mL do Reagente Stock Fdsforo
Particulado.

d) Solucdo Padrdo Mée:

— Dissolver 0.2195 g de hidrogenofosfato de potassio em agua ultrapura e diluir a
1000 mL.
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Solucdes Padrao:

Padrdo 10 mg/L = Diluir 1 mL da Solucdo Padrdo Mae em 100 mL de agua
ultrapura;

Padrdo 1 mg/L = Diluir 10 mL do Padréo 10 mg/L em 100 mL de agua ultrapura;
Branco / Padrdo 0 mg/L = 10 mL de &gua ultrapura;

Padréo 0.04 = 40 pL do Padrdo 1 mg/L em 10 mL de &gua ultrapura;

Padrdo 0.30 = 300 pL do Padrdo 1 mg/L em 10 mL de &gua ultrapura.

Procedimento:

1.

Em erlenmeyers de 250 mL colocar 100 mL de amostra. Adicionar 1 mL de &cido
sulfarico e 5 mL de &cido nitrico em cada amostra e colocar na placa de
aquecimento para a realizacéo da digestdo da amostra;

Quando a amostra evaporar parcialmente, retirar da placa de aquecimento e deixar
arrefecer;

Adicionar 20 mL de &gua ultrapura em cada amostra e uma gota de fenolftaleina;
Adicional hidréxido de s6dio com uma concentracdo de 6N, com agitacao
simultanea, até a amostra apresentar uma coloragéo rosa;

Transferir a amostra para baldes de 100 mL e perfazer o volume com agua
ultrapura;

Agitar bem e retirar 10 mL das amostras, padroes (0,04 mg/L; 0,30 mg/L; 1 mg/L)
e branco (0 mg/L) para tubos de ensaio. Preparar a solucdo de acido ascorbico,
adicionar ImL em cada tubo de ensaio e agitar no vortex. Esperar 15 minutos até
as amostras apresentarem uma coloracao azulada.

As leituras da concentracdo séo realizadas por espetrofotometria de absor¢éo no
UV-visivel a partir do espetrofotometro Thermo Scientific — Evolution 300 com

um comprimento de onda de 882nm.

3.2.3.2. Fosfatos

Método utilizado: Método do Acido Ascorbico - SMEWW 4500-P E

Soluces Preparadas:

a)

Reagente Stock Fosforo Particulado:
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b)

Medir 12 g de heptamolibdato de aménio em 500 mL de agua ultrapura;
Adicionar 140 mL de é&cido sulfarico concentrado, cuidadosamente e em
constante agitacao;

Deixar arrefecer e adicionar 0.275 g de tartarato de potéssio e antiaménio;

Apods dissolver, perfazer o volume de 1000 mL com agua ultrapura.

Solucéo de Trabalho:

Medir 0,53 g de &cido ascdrbico e adicionar 50 mL do Reagente Stock Fosforo

Particulado

Solucéao Padrao Mée:

Adicionar 1 mL da Solucdo Padrdo de Fosfato comercial em 100 mL de agua
ultrapura.

Solugdes Padrao:

Padrdo 10 mg/L = Diluir 1 mL da Solucdo Padrdo Mde em 100 mL de agua
ultrapura;

Padrdo 1 mg/L = Diluir 10 mL do Padrdo 10 mg/L em 100 mL de agua ultrapura;
Branco / Padrdo 0 mg/L = 10 mL de agua ultrapura

Padrdo 0,12 mg/L = Diluir 6 mL do Padrdo 1 mg/L em 50 mL de &gua ultrapura;
Padrdo 3 mg/L = Diluir 15 mL do Padrdo 10 mg/L em 50 mL de &gua ultrapura;

Procedimento:

1.

Adicionar 10 mL das amostras filtradas, padrdes (0,12 mg/L; 1 mg/L; 3 mg/L) e
branco (0 mg/L) para tubos de ensaio.

Preparar a solucdo de acido ascérbico, adicionar ImL em cada tubo de ensaio e
agitar no vortex;

Esperar 15 minutos até as amostras apresentarem uma coloracéo azulada.

As leituras da concentracdo sdo realizadas por espetrofotometria de absor¢do no
UV-visivel a partir do espetrofotometro Thermo Scientific — Evolution 300 a um

comprimento de onda de 882nm.
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3.2.4. Azoto Total, Nitritos, Nitratos

3.2.4.1. Azoto Total

Método: Método do Persulfato pela Redugdo em Coluna de Cadmio - SMEWW 4500-
N.C e SMEWW 4500-NO3.E

Solucdes Preparadas:

a)

Solucéo Reagente de Digestéo:

Dissolver 20,1 g de persulfato de potdssio em &gua ultrapura em constante
agitacao;

Dissolver 3,0 g de hidroxido de sodio e perfazer o volume de 1000 mL com agua

ultrapura.

Solugédo Tampéo Borato:

Dissolver 61,8 g de acido borico e 8,0 g de hidroxido de sodio em 1000 mL de
agua ultrapura.

Solucdo Reagente de Cor:

Adicionar 100 mL de acido fosférico 85% e 10g de sulfanamida em 800 mL de
agua ultrapura, com agitacdo constante;

Solucéao Cloreto de Aménio-EDTA:

Dissolver 13 g de cloreto de amoénio em 900 mL de &gua ultrapura, em constante
agitacdo;

Adicionar 1.7 g de etileno diamina tetracetato disddico;

Ajustar o pH para 8,5 e perfazer 1000 mL com agua ultrapura.

Solucéo de Lavagem:

Diluir 300 mL da Solucdo Cloreto de Amonio-EDTA para 500 mL de agua
ultrapura.

Solucdes Padrao

Padrdo 100 mg/L = Diluir 10 mL da Solucéo Padrédo Comercial de 1000 mg/L de
NO3 em 100mL de agua ultrapura;

Padrdo 10 mg/L = Diluir 10 mL do Padrdo 100 mg/L em 100mL de &gua ultrapura;
Branco / Padrdo 0 mg/L = 20 mL de agua ultrapura;

Padrdo 0,5 mg/L = Diluir 1 mL do Padrdo 10 mg/L em 20 mL de &gua ultrapura;
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Padrédo 2,5 mg/L = Diluir 5 mL do Padrdo 10 mg/L em 20 mL de &gua ultrapura;
Padrdo 5 mg/L = Diluir 10 mL do Padrdo 10 mg/L em 20 mL de &gua ultrapura;

Procedimento:

Retirar 25 mL da amostra, padrdes (0,5 mg/L; 2,5 mg/L; 5 mg/L) e branco para
um erlenmeyer de 100 mL e adicionar 10 mL da Solucdo Reagente de Digestéo;
Agitar e colocar na autoclave durante 30 minutos a uma temperatura de 100°C a
110°C;

Deixar a amostra digerida arrefecer e adicionar 2 mL da Solugdo Tampéao Borato;
Em copos adicionar: 25 mL de amostra, padrdo ou branco, e 75 mL da Solucéo
Cloreto de Amonio-EDTA;

Lavar a coluna de cadmio com agua ultrapura. Posteriormente, passar pela coluna
a Solucéo de Lavagem para a sua ativacéo e descartar;

Passar pela coluna o branco, padrbes e amostra;

Apbs a passagem de cada amostra pela coluna, transferir para um baldo de 50 mL
e descartar o resto;

Adicionar 2 mL Solugdo Reagente de Cor e esperar no minimo 15 minutos;

As leituras da concentracdo séo realizadas por espetrofotometria de absorcéo no
UV-visivel a partir do espetrofotobmetro Thermo Scientific — Evolution 300 com

um comprimento de onda de 543nm.

3.2.4.2. Nitritos

Método: SMEWW 4500-NO2 B

Solucdes Preparadas:

a)

b)

Solucdo Reagente de Cor:

Em 800 mL de &gua ultrapura, cuidadosamente e em constante agitacdo, diluir
100 mL de acido fosforico concentrado 85%;

Adicionar 10 g de sulfanilamida até dissolver;

Adicionar 1g de cloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina e perfazer o volume de
1000 mL com &gua ultrapura.

Solugdes Padrao:
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Padrdo 10 mg/L = Diluir 10 mL da Solucdo Comercial de 1000 mg/L em 1000
mL de agua ultrapura;

Padréo 0,25 mg/L = Diluir 5 mL do Padrdo 10 mg/L em 200 mL de &gua ultrapura;
Padrdo 0,1 mg/L = Diluir 20 mL do Padrdo 0,25 mg/L em 50 mL de agua
ultrapura;

Padrdo 0,025 mg/L = Diluir 5 mL do Padrdo 0,25 mg/L em 50 mL de agua

ultrapura.

Procedimento:

1.

Adicionar 50mL de amostra filtrada em balGes de 50mL, bem como os padrdes e
0 branco;

Adicionar 2mL do Reagente de Cor e aguardar no minimo 15 minutos;

As leituras da respetiva concentragdo séo realizadas por espetrofotometria de
absor¢cdo no UV-visivel a partir do espetrofotometro Thermo Scientific —

Evolution 300 com um comprimento de onda de 543nm.

3.2.4.3. Nitratos

Método: Reducdo em Coluna de Cadmio - SMEWW 4500-NO3 E

Solucdes Preparadas:

a)

b)

d)

Solucdo Reagente de Cor:

Adicionar 100 mL de acido fosférico 85% e 10g de sulfanamida em 800 mL de
agua ultrapura, com agitacao constante;

Solucéao Cloreto de Aménio-EDTA:

Dissolver 13 g de cloreto de aménio em 900 mL de &gua ultrapura, em constante
agitacdo;

Adicionar 1.7 g de etileno diamina tetracetato disodico;

Ajustar o pH para 8,5 e perfazer 1000 mL com agua ultrapura.

Solucéo de Lavagem:

Diluir 300 mL da Solucdo Cloreto de Amonio-EDTA para 500 mL de agua
ultrapura.

Solucdes Padrao:
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Padréo 100 mg/L = Diluir 10 mL da Solucéo Padrédo Comercial de 1000 mg/L de
NO3 em 100mL de agua ultrapura;

Padrdo 10 mg/L = Diluir 10 mL do Padrdo 100 mg/L em 100 mL de agua
ultrapura;

Padrdo 1 mg/L = Diluir 10 mL do Padrdo 10 mg/L em 100 mL de &gua ultrapura;
Branco / Padrdo 0 mg/L = 20 mL de &gua ultrapura;

Padréo 0,05 mg/L = Diluir 5 mL do Padrdo 1 mg/L em 100 mL de &gua ultrapura;
Padrdo 0,2 mg/L = Diluir 20 mL do Padrdo 1 mg/L em 100 mL de &gua ultrapura;

Procedimento:

1.

Em copos adicionar: 25 mL de amostra filtrada, padrdes (0,05 mg/L; 0,20 mg/L;
1 mg/L) ou branco, e 75 mL da Solu¢do Cloreto de Aménio-EDTA,

Lavar a coluna de cadmio com agua ultrapura. Posteriormente, passar pela coluna
a Solucéo de Lavagem para a sua ativacgdo e descartar;

Passar pela coluna de cadmio o branco, padrdes e amostra;

Ap0s a passagem de cada amostra pela coluna de cadmio, transferir para um baldo
de 50 mL e descartar o resto;

Adicionar 2 mL Solucdo Reagente de Cor e esperar no minimo 15 minutos;

As leituras da concentracdo séo realizadas por espetrofotometria de absorcéo no
UV-visivel a partir do espetrofotometro Thermo Scientific — Evolution 300 com

um comprimento de onda de 543nm;

3.3. Componente Bioldgica

As analises a componente bioldgica, neste caso a clorofila a, foram realizadas pelo

Setor de Microalgas do Laboratorio da Agua da Universidade de Evora, segundo o

Protocolo de Amostragem e Anélise para o Fitoplancton (Instituto da Agua, I.P., 2009)

3.3.1. Clorofilaa

Método: Método de Extracdo com Acetona — Metodologia com base nas normas NP
4327:1996, EN:1SO 10260:1992 e SMEWW 10200 H.

Solucdes Preparadas:

a) Solucdo Aquosa de Acetona a 90% (v/v):
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Num baldo volumétrico de 100 mL, adicionar 90 mL de Acetona pré-analise e 10

mL de agua destilada e homogeneizar;

Procedimento:

© N o O

Colocar o filtro de fibra de vidro no suporte de filtragdo. Homogeneizar a amostra
e filtrar o volume pretendido com o auxilio da rampa de filtragdo e da bomba de
vacuo, ndo excedendo os 10 minutos e ter uma pressdo de filtracdo inferior a
50mmHg para prevenir a destrui¢do das células;

Cuidadosamente retirar, dobrar e enxugar os filtros;

Introduzir os filtros nos respetivos tubos de centrifugacdo de 15 mL, devidamente
identificados e selados com papel de aluminio;

Na Hotte, adicionar 5SmL da Solugcdo Aquosa de Acetona a 90% (v/v) em cada
tudo de centrifugacdo e macerar o filtro;

Adicionar novamente 5 mL da Solu¢do Aquosa de Acetona a 90% (V/v);
Centrifugar durante 20 minutos a 3000/4000 rpm;

Pipetar cuidadosamente 3 mL da amostra centrifugada para a célula de 1 cm;

As leituras da concentracdo de clorofila a sdo realizadas, imediatamente apds a
centrifugacdo, por espetrofotometria de absor¢cdo molecular a partir do
espetrofotémetro Thermo Scientific — Evolution 300 com um comprimento de
onda de 630 nm, 647 nm, 664 nm e 750 nm, contra o branco de acetona 90%. Por
ultimo calcula-se a concentracdo da clorofila a segundo a equacdo de Jeffrey e
Humphrey (1975) (Equacéo 1).

) = [11,85(A664—A750)—1,54(A647—A750)—0,08(Ag30—A750) XV1]

, 3
Clorofila a (mg/m (VD)

Equagédo 1 - Determinacao da concentracdo da Clorofila a pelo calculo proposto por Jeffrey e Humphrey

Onde Agsg, Aga7, Agea € A75o COrrespondem aos comprimentos de onda da

clorofila a, b e c, respetivamente, enquanto o comprimento de onda A5, digna-se a

corrigir a turbidez, mesmo apos a filtracdo da amostra; V; e V, correspondem ao volume

de acetona a 90% (mL) utilizado na extracdo e ao volume da amostra filtrada,

respetivamente; | corresponde ao percurso 6tico da celula do espetrofotometro (Amand,

2012).
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3.4. Determinacdo da Presenca de Cianobactérias por Biologia Molecular

3.4.1. Extracdo de DNA

A extracdo dos acidos nucleicos, neste caso 0 DNA, é o passo inicial para a reacao
da cadeia em polimerase (PCR). Sendo assim, recorreu-se a utilizacdo do produto
E.ZN.A® Water DNA Kit: D5525-01 da VWR/Omega bio/tek, a partir dos produtos
fornecidos como o Reagente cHTR, Tampdo SLX-Mlus, Tampdo P2, Tampédo DS,
Tampédo XP1, Tampéo de Eluicdo e o Tampéo de Lavagem de DNA. Na tabela 4 est4
presente a informacdo correspondente aos primers que foram utilizados, para extrair os

genes de interesse.

Tabela 4 - Informacao dos Primers que foram utilizados na amplificacéo de cada um dos genes alvo

. o . Tamanho Referéncia
Gene Alvo Primer Sequéncia do primer (5’ - 3°) S
(bp) Bibliografica
.p ,p_ 809R GCTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA g '
Cianobactérias) 2006)
MevA mcyA-CD1F AAAATTAAAAGCCGTATCAAA 297 (Hisbergues, et al.,
y mcyA-CD1R AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT 2003)
mevB mcyB2959F TGGGAAGATGTTCTTCAGGTATCCAA 350 (Nonneman &
y mcyB3278R AGAGTGGAAACAATATGATAAGCTAC Zimba, 2002)
mevE/nda HEPF TTTGGGGTTAACTTTTTTGGCCATAGTC 472 (Jungblut & Neilan,
y HEPR AATTCTTGAGGCTGTAAATCGGGTTT 2006)

Solucdes Preparadas:

a) Diluir o Tampéo de Lavagem do DNA com 60 mL de Etanol 100% e guardar a
temperatura ambiente;
b) Adicionar 10 pL de 2-mercaptoetanol por cada 1 mL do Tampao SLX-MIlus antes

da sua utilizacéo;
Procedimento:

1. Filtrar as amostras de dgua com filtros de papel com 0,22 um ou 0,45 um;

2. Cuidadosamente, retirar o filtro do adaptador, cortar o filtro em varias partes e
coloca-lo em tubos de centrifugacéo de 10mL. Adicionar 3 mL do Tampéo SLX-
Mlus e 500 mg de Esferas de Vidro X:

3. Agitar com o auxilio do vortex, na sua velocidade maxima, durante 5-10 minutos;
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10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.
21.

Adicionar 1 mL do Tampéo DS e incubar a 70°C durante 10 minutos. Agitar com
0 vortex duas a trés vezes durante o tempo de incubacdo;
Adicionar 1 mL do tampé&o P2 e agitar vigorosamente no vortex;
Colocar em repouso durante 5 minutos em gelo
Centrifugar a uma velocidade de 4000 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente;
Transferir o sobrenadante para novos tubos de centrifugacéo de 10 mL;
Adicionar em cada tubo 0,7 volumes de isopropanol e agitar as amostras
invertendo 20 vezes;
Centrifugar a uma velocidade de 4000 g durante 10 minutos a temperatura
ambiente;
Retirar cuidadosamente e descartar o sobrenadante, sem perturbar o pellet de
DNA,;
Adicionar 400 puL do Tampdao de Eluicdo (aquecido previamente a 65°C). Agitar
no vortex durante 20 segundos;
Incubar a 65°C durante 10 minutos de modo a que o DNA se dissolva;
Transferir a amostra para tubos de centrifugacdo de 1,5 mL e adicionar 100 pL do
reagente CHTR. Agitar no vortex durante 10 segundos;
Deixar repousar a temperatura ambiente durante 2 minutos;
Centrifugar a 14000 g durante 3 minutos;
Transferir o sobrenadante para novos tubos de centrifugacao de 1,5 mL e adicionar
um volume igual ao que foi extraido de sobrenadante do Tampdo XP1. Agitar
vigorosamente no vortex;
Inserir a Mini Coluna HiBind® DNA nos Tubos de Recolha de 2 mL fornecidos.
Antes de se proceder a este passo é necessario equilibrar as colunas a serem
utilizadas:

a. Adicionar 100 pL de NaOH 3M em cada Mini Coluna HiBind® DNA;

b. Centrifugar na velocidade maxima durante 60 segundos;

c. Descartar o produto filtrado e reutilizar o Tubo de Recolha;
Transferir a amostra na totalidade para as respetivas Mini Colunas HiBind®
DNA,;
Centrifugar a 10000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente;

Descartar o filtrado e reutilizar o Tubo de Recolha;
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22. Adicionar 300 pL do Tampéao XP1, centrifugar 10000 g durante 1 minuto a
temperatura ambiente, descartar o filtrado e reutilizar o Tubo de Recolha;

23. Transferir as Mini Colunas HiBind® DNA para novos Tubos de Recolha de 2 mL
e adicionar 750 pL do Tampéo de Lavagem de DNA;

24. Centrifugar a uma velocidade maxima durante 1 minuto, descartar o filtrado e
reutilizar o Tubo de Recolha;

25. Centrifugar as Mini Colunas HiBind® DNA vazias durante 2 minutos a
velocidade méaxima para secar a matriz da coluna;

26. Transferir as Mini Colunas HiBind® DNA para os tubos de centrifugacao de 1,5
mL e adicionar 50-100 pL do Tampéo de Eluicdo no centro da membrana das
colunas;

27. Incubar a 65°C durante 5 minutos, centrifugar a velocidade méxima de 5 minutos

e, por fim, guardar as amostras de DNA a -20°C.

3.4.2. Determinacdo da Concentracédo de DNA

A concentragdo do DNA, utilizando 20 pL de cada amostra, foi estimada a partir
de leituras por espetrofotometria de absorcdo molecular com espetrofotometro Thermo
Scientific — Evolution 300, na absorvancia de 260 nm e os calculos segundo a seguinte

férmula de célculo (Equacéo 2).

[DNA] =1 0D Abs260 X 50 uL X Fator de Diluicao

Equagdo 2 - Determinacdo da concentragdo do DNA extraido das amostras de agua

Para determinarmos a concentracdo e grau de pureza das amostras, esta foram
lidas a varios comprimentos de onda, nomeadamente 230 nm, 280 nm e 320 nm. O racio
Abs260/230 nm da-nos a indicacdo que existe contaminacdo de compostos organicos e
sais, que por sua vez absorvem neste comprimento de onda (por exemplo a ureia, EDTA,
hidratos de carbono, fendis, detergentes ndo-ionicos, entre outros). Tanto a Abs230 nm
como a Abs280 nm né&o interferem na concentracdo de DNA, mas a sua informagéo
indica-nos o estado de pureza da amostra (Koetsier & Cantor, 2019; Olson & Morrow,
2012). Com o comprimento de onda a 320 nm obtemos a leitura da turbidez presente na
amostra. Sendo assim, é possivel corrigir e obter o valor para a concentracdo de DNA das
amostras a partir da formula de calculo derivada da Lei de Lambert-Beer (Oswald, 2017)
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com a subtracdo dos valores em Abs320 nm o que permite eliminar qualquer tipo de

interferéncia provocada pela turbidez (Equacéo 3).

[DNA](com corregio) = (Abs260 — Abs320) x 50 X Fator de Dilui¢do (ng/uL)

Equacéo 3 - Determinacdo da concentragdo de DNA com a correcdo a partir dos valores resultantes das leituras com
as absorvancias de 230 nm e 320 nm

3.4.3. Amplificacdo de DNA

Para amplificar a sequéncia dos genes in vitro de forma facil, rapida e seletiva dos
fragmentos de DNA especificos, utilizou-se uma das técnicas de anélise mais frequente e
automatizada, o PCR em tempo real, considerado muito sensivel podendo detetar
sequéncias alvo que apresentem um numero baixo de copias numa determinada amostra.
Sintetizando, para 0 PCR em tempo real é necessario ter presente a sequéncia que se
pretende amplificar, um par de primers com sequéncias complementares dos terminais 3’
de cada cadeia, nucledtidos e a enzima Tag DNA polimerase que é utilizada para
promover o crescimento das sequéncias alvo e é resistente a temperaturas elevadas
principalmente as que séo utilizadas em cada ciclo de PCR. Por cada ciclo de PCR o
procedimento inicia-se com a desnaturacdo que consiste na incubacdo do DNA a 95°C
para separar as cadeias duplas. De seguida ocorre 0 emparelhamento dos primers que
flanqueiam as sequéncias alvo. Com a descida da temperatura para 55°C as duas cadeias
complementares do DNA alvo continuam desnaturadas por estarem em concentragdoes
baixas ndo se encontrando para se emparelharem. Sendo assim, os primers, estando em
concentracdes mais elevadas, vdo se emparelhar com as cadeias alvo. Para completar o
ciclo, a uma temperatura de 72°C, é realizada a sintese do DNA com elevada fidelidade a
partir da enzima Tag DNA polimerase, que utiliza como molde a cadeia a que cada primer
esta emparelhado (Videira, 2011; Moreira, et al., 2014; Glick, et al., 2010).

Para este procedimento recorreu-se ao kit da BIORAD — iTag ™ Universal SYBR®
Green Supermix, para a amplificacdo dos genes 16S rRNA Ciano, mcyA, mcyB e
mcyE/nda. Este kit € uma mistura duas vezes concentrada com uma reagdo otimizada
pronta para ser utilizada em instrumentos de PCR em tempo-real e que contém todos 0s
reagentes necessarios e indispensaveis para que as reacdes de PCR ocorram. Cada ciclo

de PCR envolveu 4 fases:
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a) Desnaturacdo inicial a 95°C, que implica desnaturacdo do DNA, de modo a
separar as cadeias simples, e ativacdo da enzima Tag DNA polimerase, com
libertagcdo do anticorpo acoplado (HotStart) (3 minutos);

b) Desnaturagédo a 95°C da cadeia dupla de DNA (10 segundos);

c) Emparelhamento dos primers que flanqueiam o DNA a medida que a
temperatura vai diminuindo até 55°C (30 segundos);

d) Por fim, a sintese do DNA ¢ realizada pela Taq polimerase a 72°C (30

segundos).

Os passos b, ¢ e d foram repetidos 40 vezes pelo equipamento de PCR CFX 96
Deep Well Optical Reaction Mod da Biorad.

Solucdes Preparadas:

a) Mistura Primaria

Tabela 5 - Mistura Primaria preparada segundo o protocolo do kit BIORAD — iTag ™ Universal SYBR® Green
Supermix

Concentracao dos
Componente reagentes dentro do
tubo de reacéo

Volume para uma reacéo de PCR de 20
ML em cada tubo da placa

iTaq ™ Universal SYBR® Green Supermix 1X 10 pL
Primer (16;:53%37;;,\,\/2(%%, mcyB e 250 M 0.4 L
Primer (16;23225;22\,/;2%, mcyB e 250 M 0.4 L
Albumina de Soro Bovina (BSA) 0,5 uM 1L
Agua estéril - 7,2 uL
DNA extraido 2,5 ng/uL Variavel*

*Volume de amostra variavel de modo a ter uma concentragdo final de 2,5 ng/uL

Para todas as amostras foi usada uma concentracdo de DNA total de 2,5 ng/uL. A
partir do kit utilizado € possivel monitorizar o DNA amplificado a partir de um marcador
fluorescente que funciona quando se liga a dupla cadeia do DNA e é irradiado com uma
luz num determinado comprimento de onda sendo possivel observar a produgdo do
produto do PCR, ja que a quantidade de fluorescéncia é proporcional a quantidade de
DNA produzida (Microbial, 2009; Glick, et al., 2010).
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Os resultados do PCR em tempo real sdo obtidos seguindo curvas exponenciais,
ou graficos de amplificacdo. Como é exemplificado na Figura 5, a curva de amplificacdo
consiste numa primeira fase onde a producgdo de fluorescéncia esta abaixo do nivel de
detecdo. A segunda fase inicia-se com o aumento exponencial da fluorescéncia. A terceira

e ultima fase é quando a reacdo acaba e a fluorescéncia estabiliza.

O ponto de intersegéo entre a curva de amplificacdo e a linha correspondente ao
limite, denomina-se por Ct (Cycle threshold), que nos da a indicagdo em que ciclo a
fluorescéncia alcanca o valor limite, por isso, € considerada uma medida relativa da
concentragdo do alvo na reacdo de PCR. E inversamente proporcional & quantidade de

DNA presente na amostra, ou seja, quando menor o valor de Ct, maior a quantidade de

DNA.
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Figura 7 - Exemplo da representacgéo grafica da amplificacdo obtida ap6s toda a corrida do PCR em tempo real (Microbial, 2009)
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Para ajudar na interpretagcdo dos resultados, os valores da “expressao relativa” de
cada gene, ou seja, a presenca de DNA alvo em cada amostra foi determinada com a

seguinte equacgéo:

1
Expressao relativa = Ct x 100

Equacdo 4 - Equacao de expressao relativa

3.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram tratados a partir do suplemento RealStats do Microsoft Excel.
Apesar de termos poucos dados para cada ponto, uma vez que se trata de uma Unica
situacdo de amostragem, os dados foram submetidos ao teste Shapiro-Wilk para testar se
seguiam uma distribuicdo normal. Como tal ndo se verificou, aplicou-se o teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis para testar as diferencas significativas entre os grupos. Para
analisar especificamente quais 0s grupos que possuem diferencas significativas entre si,
selecionou-se o teste Pairwise Mann-Whitney. Também se realizou o teste de estatistica
descritiva onde se obtiveram o0s principais fatores para a construcdo da representacédo
grafica.

Para correlacionar variaveis diferentes utilizou-se o programa STATISTICA. A
partir dos resultados obtidos pode-se verificar os seguintes tipos de correlagdes entre eles,

ou seja:

a) Correlacdo Forte: Valores superiores a 0,7 ou valores inferiores a -0,7;
b) Correlagcdo Mediana: Valores entre 0,5 e 0,7 ou valores entre -0,5 ou -0,7;
c) Correlacdo Fraca: Valores entre 0,3 e 0,5 ou valores entre -0,3 e -0,5;

d) Nao existe correlacdo: Valores no intervalo de 0,3 a -0,3.

Caso os valores obtidos forem positivos significa que as variaveis que estdo a ser
correlacionadas sdo proporcionais, se forem valores negativos, a sua correlagdo é

inversamente proporcional.
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Capitulo 4 — Apresentacao e Discussao de Resultados
Apesar de se ter realizado um estudo geral, resolveu-se primeiramente dar &nfase
aos resultados referentes a campanha onde se observou o bloom de Cianobactérias,

Setembro de 2017, uma vez que € esse o foco deste trabalho.
4.1. Variaveis Fisico-Quimicas da Agua em Setembro de 2017

4.1.1. Diferencgas entre as Plataformas

Os parametros fisico-quimicos foram apenas recolhidos a 3 profundidades:

superficie, meio e fundo da albufeira.

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores medianos, minimos e maximos para as
diferentes plataformas, para as varidveis fisico-quimicas, considerando as trés

profundidades analisadas juntamente.

Tabela 6 - Resultados dos parametros Fisico-Quimicos [Mediana (minimo- méaximo)], nas diferentes plataformas,
assim como valores de p resultantes do teste Kruskal-Wallis (* p<0,05). Os valores a negrito representam os valores
medianos mais elevados e, na coluna das Diferenga entre Plataformas, as diferencas significativas) (n=21)

Diferencas entre

Parametro (unidades) Lucefécit Mouréo Montante Plataformas
(valor p)
Temperatura (°C) 22,1 (19,2 - 22,3) 22,7 (16,1 - 23,6) 22,8 (14,3 -22,8) 0.308908
pH (Sorensen) 8,74 (7,04 —9,09) 8,52 (7,39 - 8,98) 7,99 (7,43 - 8,27) 0.134581

Condutividade (uS/cm) 532,5 (525 -584)  109,1(108,7—562)  515,0 (501 — 528) 0.012957 *

Turbidez (NTU) 14,5 (11,3 - 31,0) 6,97 (6,53 - 15.3) 1,59 (0,83 - 6.33) 0.050906
Oxigénio Dissolvido (% sat 0,)  107,1 (0,8 — 119) 1,7 (0,2 - 107,7) (**) 0,063291
Nitratos (mg N/L) 0,585 (0,558 - 0,782) 0,533 (0,524 —0,623) 0,497 (0,450 - 0,592) 0,329193
Nitritos (mg N/L) 0,002 (0,001 - 0,002) 0,002 (0,001 - 0,002) 0,002 (0,001 - 0,003) 0,90252
Azoto total (mg N/L) 2,250 (2,120 — 3,740) 1,127 (0,847 —1,508) 0,824 (0,771 — 1,246) 0,050906
Fosfatos (mg P/L) 0,103 (0,003 — 0,173) 0,020 (0,018 —0,207) 0,030 (0,014 — 0,057) 0,875173
Fésforo total (mg P/L) 0,078 (0,058 — 0,213) 0,043 (0,030 — 0,242) 0,087 (0,038 — 0,125) 0,837128

(**) Sem dados devido a avaria da sonda de OD
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De um modo geral, ao avaliar os valores representados na Tabela 6 e seguindo a
analise segundo o Decreto-Lei n° 236/98 de 1 de Agosto, é possivel observar que 0s
valores obtidos de todos os parametros séo inferiores ou estdo entre 0s VMR e VMA em
todos os locais, com a exce¢do do pH em Lucefécit e 0 OD em Lucefécit e Mourdo que
apresentam valores um pouco superiores aos recomendaveis (ver Tabela 3). Para além
disso, sendo o valor de p inferior a 0,05, s6 se verifica diferencas significativas entre
plataformas no pardmetro da condutividade. O conjunto de gréficos referentes aos
pardmetros fisico-quimicos permitem uma visualiza¢do da distribui¢cdo em profundidade

dos resultados, para as diferentes plataformas (Figura 8 a 5).
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A Temperatura (°C B H
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Figura 8 - Representacdo grafica dos parametros fisico-quimicos Temperatura (°C) (A) e o pH (B). Os parametros estdo
representados ao longo das profundidades: Superficie, Meio e Fundo nos trés locais de estudo
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Figura 9 - Representacdo grafica dos parametros fisico-quimicos Condutividade (A), Turbidez (B) e Oxigénio Dissolvido (C). Os parémetros estao
representados ao longo das profundidades: Superficie, Meio e Fundo nos trés locais de estudo
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Com base nos resultados, podemos observar que na maioria dos parametros in situ
e Turbidez sdo maioritariamente superiores na Plataforma de Lucefécit. Na temperatura,
pH e OD, observou-se uma diminuicdo dos valores com a profundidade, ao contrario da
Condutividade e Turbidez que aumentaram com a profundidade. Estes resultados
indicam-nos que a albufeira se encontra em periodo de estratificagdo. Os valores de
Turbidez aumentam no fundo pois a &gua encontra-se muito préxima da camada
sedimentar. No entanto, a transparéncia a superficie da dgua foi medida recorrendo ao
Disco de Secchi, para determinacdo da Zona Eufotica (Z.E.), ou seja, até onde a luz entra
na coluna de agua. Verificou-se uma grande diferenca entre locais, com Lucefécit com 1
m de Z.E., sequido de mourdo com 2,5 m e por ultimo Montante com 6,3 m. Estas
diferencas séo diretamente proporcionais a profundidade de cada plataforma (Lucefécit
20 m, Mourédo 45 m e Montante 65 m, aproximadamente), e poderdo explicar alguns dos

resultados obtidos.
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Figura 10 - Representacdo gréafica dos parametros fisico-quimicos dos compostos azotados, Nitratos (A), Nitritos (B) e Azoto Total (C). Os parametros estao
representados ao longo das profundidades: Superficie, Meio e Fundo nos trés locais de estudo

Relativamente aos compostos de Azoto, observou-se que ndo se verificaram
diferencas significativas em profundidade para os Nitritos e Nitratos (Figura 10, A-C). O
azoto total em Lucefécit foi sempre superior, relativamente aos outros locais, sendo uma

diferenca quase significativa (Tabela 6, p = 0,050906).
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Figura 11 - Representacdo gréafica dos parametros fisico-quimicos Fosfatos(A) e Fdsforo Total (B). Os parametros estdo representados
ao longo das profundidades: Superficie, Meio e Fundo nos trés locais de estudo
Os compostos de fosforo apresentam um padrdo semelhante, com valores
inferiores na superficie e meio e superiores no fundo. Nao se observaram diferencas

significativas entre locais.

A partir da interpretacdo do Figura 11, verificou-se que em todos os locais é
possivel observar-se um aumento dos fosfatos e fosforo total no fundo da albufeira o que
poderd indicar que, com o fornecimento limitado do oxigénio nas camadas mais
inferiores, que se pode confirmar com o Figura 9-C, ocorre a libertagcdo do fosforo (P) da
camada sedimentar tornando-se num ambiente de anoxia, uma vez que existe uma grande

procura de oxigénio nas camadas de agua estratificadas (Kim, et al., 2019).

Segundo O’Neil (2011), modelos empiricos preveem que, em ecossistemas
temperados, as comunidades de fitoplancton irdo ser potencialmente dominadas por
cianobactérias caso as concentragdes de fosforo total estejam entre os valores de
aproximadamente 100 a 1000 ug/L. Ao analisar Figura 11-B verifica-se que entre o meio
e o fundo da albufeira, a partir do eixo de 0,10 mg/L, os trés locais apresentam resultados

dentro desse limite, sendo que 1 mg/L corresponde a 1000 ug/L.

4.1.2. Correlagdo entre os Pardmetros Fisico-Quimicos nas Plataformas

A partir da andlise da Tabela 7 verifica-se que, nos trés locais em Setembro de

2017, as varidveis fisico-quimicas pH e condutividade possuem correlacdes fortes
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proporcionais, isto é, quando uma variavel aumenta a outra também aumenta. O pH ainda
possui outra correlagdo forte com o fésforo total, mas € uma correlacdo inversamente
proporcional, isto é, quando uma variavel aumenta a outra diminui. Também foi possivel
observar que a condutividade possui correlagdes proporcionais fortes com a turbidez e o
azoto total, podendo também se correlacionar com a turbidez e o azoto total. A variavel
do oxigénio dissolvido tem uma correlacdo inversamente proporcional forte com o

fésforo dissolvido, bem como o fosforo total com a temperatura.

Tabela 7 — Correlagdo entre todos os parédmetros Fisico-Quimicos em Setembro de 2017. Os resultados preenchidos
a Vermelho indicam que existe uma correlacdo Forte entre essas variaveis. Os que estdo preenchidos a Amarelo
apresentam uma correlacdo Mediana. A Verde estdo preenchidos os resultados das varidveis com uma correlagdo
Fraca. Os resultados sem preenchimento indica que ndo apresentam nenhuma corelagé@o. Por fim, os valores a negrito
representam os valores significativos.

pH
Condutividade
pH 1.000 Oxigénio
Condutividade -0.174 1.000 Dissolvido _
PPE— - Turbidez
Oxigeénio Dissolvido 0.772 0.049 1.000 .
- Nitratos
Turbidez -0.183 0.833 -0.429 1.000 Nitritos
itritos ——
Nitratos -0.583 0.450 -0.543 0.633 1.000 Azoto
Nitritos -0.380 -0.034 -0.147 -0.169  0.321  1.000 Total Fosfat
osfato)s ———
Azoto Total 0.067 0.800 0.257 0.867 0.450 -0.042 1.000 Fosforo
Fosfatos -0.517 0.500 -0.486 0.550 0.650 0.042 0.450 1.000 Total
. Temperatura
Fdésforo Total -0.850 0.633 -0.714 0.417 0.683 0.489 0.367 0.700 1.000
Temperatura 0.492 -0.533 0.165 0.050 -0.317 -0.582 0.033 -0.550  -0.767 1.000

4.2. Variaveis Biologicas e Moleculares em Setembro de 2017

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores medianos, minimos e maximos para as
diferentes plataformas, para a Clorofila a e variaveis moleculares, considerando todas as

profundidades analisadas juntamente.
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Tabela 8 — Resultados dos parametros Bioldgicos e Moleculares [Mediana (minimo- maximo)], nas diferentes
plataformas, assim como valores de p resultantes do teste Kruskal-Wallis (* p <0,05). Os valores a negrito representam
os valores medianos mais elevados e, na coluna das Diferenca entre Plataformas, as diferencas significativas) (n=21)

Diferencas entre

Parametro (unidades) Lucefécit Mouréo Montante Plataformas
(valor p)
16S Ciano (ng/pL) 2,95 (0,00 — 3,17) 4,10 (3,74 - 4,17) 4,41 (4,05 - 4,59) 0,000352 *
mcyA (ng/ulL) 0,00 (0,00 —0,00) 2,63 (0,00 —3,05) 2,69 (0,00 - 3,01) 0,010007 *
mcyB (ng/ulL) 0,00 (0,00 — 0,00) 2,80 (2,68 — 3,23) 3,01 (2,75 - 3,65) 0,000657 *
mcyE/nda (ng/uL) 0,00 (0,00 —0,00) 3,07 (0,00 — 3,60) 3,03 (0,00 3,29) 0,000912 *
[DNA] (ng/uL) 128,5 (42,5-1227,00 22,0(3,5-23,0) 8,9 (7,1-26,4) 0,00076 *
Clorofila a (mg/m?) 63,1 (5,8 -69,9) 30,9 (0,3-133,5) 6,7 (0,2-7,6) 0,021336 *

Com base nos resultados da Tabela 8, podemos verificar que todas as variaveis

apresentam diferencas significativas entre plataformas.
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Figura 12 - Representagdo grafica dos parametros Bioldgico e Molecular, a Clorofila a (A) e a Concentragdo do DNA (B). Os parametros estdo
representados ao longo das profundidades: Superficie, Meio e Fundo nos trés locais de estudo

A clorofila a, é considerada o principal pigmento fotossintético presente nas
células das Cianobactérias. A sua analise € realizada como um método que permite
estimar o crescimento e desenvolvimento da comunidade dos fitoplancton e, apesar do
seu conteido nas células ser variavel devido a disponibilidade de luz solar, também ¢é
possivel estimar a ocorréncia de blooms quando as concentracdes de clorofila a séo

superiores a 40 ug/L (Bbalali, et al., 2013). Ao observar os resultados no Figura 12-A é
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possivel verificar que em Lucefécit os valores sdo sempre superiores a 40 ug/L na maioria
das profundidades, sendo que 1 ug/L € igual a 1 mg/m. O mesmo n&o acontece em
Mourdo e Montante. Ainda assim, como era de esperar, verificou-se uma diminuicdo da
concentracdo de clorofila a produzida a partir da zona eufética, em todos os locais, uma

vez que a intensidade luminosa vai diminuindo gradualmente com a profundidade.

Com o Figura 12-B, observa-se a evolucao da concentracdo do DNA tendo valores
superiores também em Lucefécit, com um aumento significativo no fundo. Ainda assim,
ndo nos indica que essa concentracdo de DNA seja correspondente a Cianobactérias,

sendo que os valores sdo da concentracdo de DNA total ([DNA]).

Para complementar com mais informacdo avalidmos os resultados do 16S rRNA
que é especifico para Cianobactérias. Os resultados presentes na tabela 8 e os Figuras 12-
A e B e 13 foram equiparados e averiguou-se que, apesar de ter havido um aumento
significativo da concentracdo de DNA no fundo da albufeira em Lucefécit, ndo se
confirma o mesmo para o 16S Ciano. Ainda assim comprovou-se a presenca de
Cianobactérias nas restantes profundidades e nos trés locais.

16S Ciano (ng/uL)
5,0
45
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Superficie im 2m 3m Fim Z.E. Meio Fundo

=@= |_ucefécit Mourao Montante

Figura 13 - Representacao grafica do parametro Molecular, 16S Ciano. O parametro
esta representados ao longo das profundidades: Superficie, Meio e Fundo nos trés
locais de estudo
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Uma vez confirmada a presenca de Cianobactérias nas trés plataformas, analisou-
se se sdo potencialmente produtoras de Microcistinas, para isso avaliaram-se os dados da
tabela 8 e os gréaficos correspondentes aos locais com 0s genes mcyA, mcyB, e mcyE/nda
(Figuras 14 e 15). O resultado mais relevante é que as Cianobactérias detetadas em
Lucefécit ndo sdo potencialmente produtoras de Microcistinas, uma vez que nao
apresentaram nenhum gene responsavel para a producéo desta toxina. O mesmo resultado
ja ndo se verifica nas restantes plataformas, onde se observou a presenca de
Cianobactérias com potencialidade de serem produtoras de Microcistinas, praticamente

toda a coluna de agua.

A Lucefécit B Mouréo

1,00 4,00
3,50

0,80

' 3,00 $

0,60 2,50
2,00

0,40 1,50

0,20 1,00
0,50

0,00 C @ @ 0,00

Sip. 1m 2m  3m FimZE. Meio Fundo Sup 1m 2m  3m FimZE. Meio Fundo
=@-—mcya —@—mcyb mcye/nda —@—mcya —@—mcyb mcye/nda

Figura 14 - Representacdo gréafica da evolucdo dos genes mcyA, mcyB e mcyE/nda ao longo da profundidade em Lucefécit (A) e Mour&o (B)

Montante
4,00

3,50
3,00 ~_e
y
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00
Sup 1m 2m 3m FimZ.E. Meio Fundo

—@—mcya —@—mcyb mcye/nda

Figura 15 - Representacdo grafica da evolugdo dos genes mcyA, mcyB e mcyE/nda ao longo
da profundidade em Montante
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4.2.1. Correlagdo entre os Parametros Biologicos e Moleculares nas

Plataformas

A partir da analise da Tabela 9 verifica-se que, nos trés locais em Setembro
existem correlagdes inversamente proporcionais fortes entre as variaveis 16S Ciano e a
[DNA], indicando que quando ha uma diminuicdo da varidvel 16S Ciano a [DNA]
aumenta, e vice-versa. Onde é possivel observar mais nas figuras 12B e 13 no fundo da
albufeira. A variavel 16S Ciano apresenta correlacGes proporcionais moderadas e fortes
com todos os genes responsaveis pela producéo de Microcistinas, indicando que, quando
presentes estes genes, as Cianobactérias sao potencialmente produtoras de Microcistinas.
A [DNA] apresenta uma correlacdo inversamente proporcional moderada a forte com

todos os genes mcy.

Tabela 9 - Correlacdo entre todos os parametros Biologicos e Moleculares em Setembro de 2017. Os resultados
preenchidos a Vermelho indicam que existe uma correlagdo Forte entre essas variaveis. Os que estdo preenchidos a
Amarelo apresentam uma correlacdo Mediana. A Verde estdo preenchidos os resultados das variaveis com uma
correlacdo Fraca. Os resultados sem preenchimento indica que ndo apresentam nenhuma corelagdo. Por fim, os
valores a negrito representam os valores significativos.

16S Ciano
16S Ciano 1.000000 [DNA]
[DNA] -0.795322 1.000000 = Clorofila a
Clorofila a -0.454044 0.576536 | 1.000000 mcyA
mcyA 0.544458 -0.562430 -0.426766 1.000000 mcyB
mcyB 0.711684 -0.795372 -0.603594 0.778246 1.000000 mcyE/nda
mcyE/nda 0.600835 -0.625062 -0.566610 0.793589 0.765116 1.000000

4.2.2. Correlagdo entre os Parametros Biologicos e Moleculares com os

Parametros Fisico-Quimicos

A sintese das cianotoxinas € influenciada pelos pardmetros fisico-quimicos e do
local de estudo onde é feita a amostragem, havendo evidéncias de que as alteracGes nos
ecossistemas aquaticos como o aumento da temperatura, adi¢do excessiva de nutrientes,
aumento da concentragdo de COg, entre outros, irdo afetar a dominancia e a toxicidade
das Cianobactérias (Churro & Valério, 2015; O'Neil, et al., 2011). Assim sendo, foi
realizado um estudo de correlacdo entre os fatores fisico-quimicos com as componentes

bioldgicas e moleculares.

A partir dos resultados obtidos dessas analises e dos parametros bioldgicos e
moleculares (Tabela 10) verificou-se que 0 azoto total e a turbidez s&o os parametros que
61



Identificacdo de Espécies de Cianobactérias Potencialmente Toxicas no Reservatério de Alqueva por
PCR em Tempo Real

usufruem de correlagcdes mais fortes e significativas com os genes 16S Ciano, mcyB,
mcyE/nda e com a [DNA]. Sendo que a unica correlacdo forte é proporcional entre a

variavel azoto total e a [DNA].

Também se observa correlagdes proporcionais fortes entre o pH e 0 oxigénio
dissolvido com a clorofila a. J& com os nitratos observa-se uma correlagdo inversamente

proporcional com o gene mcyA.

Também se notou que, para além de mediana, a temperatura e o 16S Ciano tém
uma correlacdo significativa, 0 que permite corroborar com o que varias investigacdes
afirmam sobre a influéncia da temperatura nas caracteristicas fisicas dos ambientes
aquaticos de modo a favorecerem a taxa de producdo das cianobactérias, principalmente

a temperaturas aproximadas ou superiores a 20°C (O'Neil, et al., 2011).

Tabela 10 - Correlacao entre os parametros Bioldgicos e Moleculares com os parametros Fisico-Quimicos da agua
em Setembro de 2017. Os resultados preenchidos a Vermelho indicam que existe uma correlagdo Forte entre essas
variaveis. Os que estdo preenchidos a Amarelo apresentam uma correlacdo Mediana. A Verde estdo preenchidos o0s
resultados das variaveis com uma correlacdo Fraca. Os resultados sem preenchimento indica que ndo apresentam
nenhuma corelagdo. Por fim, os valores a negrito representam os valores significativos.

Oxigénio Azoto Fésforo

pH Condutividade Dissolvido Turbidez  Nitratos  Nitritos Total Fosfatos Total Temperatura
Cii\ﬁi -0.1969 -0.6267 -0.2552 -0.8000 -0.5667 -0.0844 -0.8333 -0.2500 -0.3833 0.5459
[DNA] 0.3674 0.6434 0.3815 0.6667 0.3000 -0.0675  0.8500 0.2500  0.3167 -0.3004
Clorofil2 “oge71  0.0822 07921 03167 -0.2667 -03882 05667 -0.3000 -0.4833  0.2973
mcyA -0.1681 -0.4998 -0.1898 -0.6891  -0.7227 -0.1915 -0.6723 -0.2941 -0.4538 0.1085
mcyB -0.3760 -0.4890 -0.2961 -0.7782  -0.5690 0.1059 -0.7280 -0.1590 -0.1925 0.0944
mcyE/nda -0.3410 -0.5815 -0.4817 -0.7459  -0.6272 -0.0515 -0.7798 -0.3051 -0.2882 0.0884
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Capitulo 5 — Conclusdes e Perspetivas Futuras
Este trabalho teve como objetivo principal caracterizar o bloom de Microalgas que
ocorreu em setembro de 2017, em 3 locais distintos da Albufeira de Alqueva, e ao longo

da coluna de agua, em termos fisico-quimicos, bioldgicos e moleculares.

Os resultados dos parametros fisico-quimicos mostram que a toda a albufeira se encontra

estratificada, com diferencas entre a superficie e o fundo.

Segundo a DQA, para fazer uma avaliagdo do Estado Trofico de uma massa de &gua,
temos que ter varios parametros em consideracao, sendo que para as albufeiras do Sul de
Portugal sdo considerados as concentracfes de Nitratos, Fosforo Total e Clorofila a
(INAG, 2009). Os resultados aqui apresentados mostram que os Nitratos se encontram
muito inferiores ao limite para o estado tréfico, no entanto, 0 mesmo ndo se pode dizer
para o Fdsforo Total. Segundo INAG (2009), o limite para a fronteira entre 0 Bom
Potencial Ecologico de uma albufeira é 0,07 mg/L de Fdsforo Total e o limite para o
Estado Trdéfico é de 0,035 mg/L. Com base nos resultados, podemos verificar que no
momento do bloom os valores de Fdsforo Total estdo sempre acima do limite para o
Estado Trofico, com excec¢do do valor minimo em Mourdo (0,030 mg/L). Os valores
medianos de Fosforo Total em Lucefécit e Montante ultrapassam a fronteira do Bom

Potencial Ecolégico (0,078 e 0,087 mg/L, respetivamente).

Relativamente a Clorofila a, para as albufeiras do Sul de Portugal, esta estabelecido o
limite para o Estado Trofico 8 mg/m?® e para a fronteira do Bom Potencial Ecolégico 9,5
mg/m? (Instituto da Agua, 1.P. (INAG), 2009). Tanto em Lucefécit como em Mour&o os
valores de Clorofila a ultrapassam a fronteira para 0 Bom Estado Ecoldgico e o limite
para o Estado Tréfico (63,1 e 30,9 mg/m?3, respetivamente).

Todos estes pardmetros acima analisados mostram que a albufeira se classifica como

sendo Mesotroéfico.

No que concerne a toxicidade, do nosso conhecimento, ndo houve nenhum estudo em que
analisassem a “expressao relativa” de Cianobactérias ¢ genes produtores de toxinas em
profundidade. O que neste bloom pudemos observar, foi que, em Lucefécit, apesar dos
elevados niveis de Clorofila a e de Fosforo Total, as Cianobactérias ali existentes naquele

momento, ndo continham os genes responsaveis pela producdo de Microcistinas. O
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mesmo nao se observou nos outros 2 locais, onde havia uma presenca de genes produtores
de Microcistinas ao longo de toda a coluna de dgua. Para conseguirmos ter uma melhor
explicagdo destes resultados, teriamos de recorrer a uma anélise mais detalhada de toda a
comunidade fitoplanctonica, por exemplo, identificagio por Microscopia Otica, uma vez
que, a ocorréncia e as concentracdes de Cianotoxinas podem ser previstas a partir da
abundancia de seus taxons produtores (Dolman, et al., 2012). As concentrages totais de
toxinas na coluna de 4gua também dependem do contetdo de toxinas celulares dos taxons
produtores, que podem ser afetados por parametros ambientais como luz, temperatura e
nutrientes (Sivone, 1990; Wiedner, et al., 2003).

E dificil identificar os produtores de Cianotoxinas porque cada grupo de toxinas pode ter
um numero de tdxons produtores diferentes, cada taxa pode ter estirpes toxicas e nao-
toxicas que podem ou ndo coexistir ao mesmo tempo, e o conteddo de toxinas celulares
de estirpes toxicas especificas pode variar devido as condi¢cdes ambientais (Kaebernick
& Neilan, 2001)

Como perspetivas futuras seria importante caracterizar mais blooms que tenham ocorrido
na mesma albufeira, nos mesmos locais e na mesma altura do ano, de modo a encontrar

um padréo que nos permita definir as principais causas da ocorréncia destes blooms.
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