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RESUMO

Agujaro, L.F. Subsidios para um plano de monitoramento de cianobactérias em reservatorios
com vistas a balneabilidade. Estudo de caso: Reservatério Salto Grande, Americana, SP. (Tese de

Doutorado). Campinas. Faculdade de Engenharia Civil, Arquitetura e Urbanismo, 2007.

Floragdes de cianobactérias potencialmente toxicas tém sido detectadas em vérios
reservatorios no Estado de Sao Paulo, muitos deles com intenso uso recreacional, como o
reservatorio Salto Grande (Americana, SP). Poucos estudos no Brasil enfocam aspectos de
balneabilidade e satide publica por exposicdo a estes organismos em corpos d’dgua interiores.
Planos de monitoramento para a avaliacdo dos riscos associados sdo inexistentes. Diante dos
potenciais problemas de saide publica, foi desenvolvido um estudo com o objetivo de: efetuar
um levantamento qualitativo e quantitativo das cianobactérias, associar os fatores ambientais
condicionantes de sua ocorréncia, avaliar o potencial toxicoldgico destas dguas e utilizar
abordagens moleculares inéditas para o local estudado e ainda pouco empregadas no Pais. As
coletas foram mensais, no periodo de abril de 2005 a fevereiro de 2006, nas margens e sempre
aos domingos. Realizaram-se a contagem e a identificacio de organismos e células de
cianobactérias, contagem das principais classes fitoplanctonicas, determinacdo de clorofila a,
avaliacdo de microcistinas pelo método ELISA e microcistina-LR por CLAE e determinagdo de
parametros fisicos e quimicos. Paralelamente isolaram-se treze linhagens em culturas
uniespecificas para o aprofundamento dos estudos taxondmicos por meio do seqiienciamento do
gene rDNA 168S. Linhagens de cianobactérias e amostras ambientais foram submetidas a detec¢ao
do gene mycA por PCR e foi verificada a distribuicdo dos genes NRPS e PKS nos isolados.

Foram verificadas densidades elevadas de células de cianobactérias em todas as amostragens,
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com predominancia de isoformas de Microcystis spp.. As varidveis que apresentaram correlacio
elevada com as células de cianobactérias foram clorofila a, fésforo total, nitrogénio total e
microcistina-LR. As concentragdes médias detectadas de até 38,00 ug/L de microcistinas, quando
comparadas aos valores internacionais, apontam riscos para a populacdo exposta. Com relacdo a
biodiversidade das amostras ambientais foram detectados treze tdxons inéditos para o reservatorio
e sete para os isolados. A andlise filogenética das cianobactérias isoladas demonstrou que ha
necessidade de revisdo da sistemadtica e taxonomia do grupo. Os genes mycA, NPRS e PKS se
mostraram satisfatorios para serem empregados no monitoramento. Variagdes ambientais
sazonais condicionaram a ocorréncia das populacdes de cianobactérias que sdo dominadas por
espécies com elevado potencial toxigénico e oferecem riscos a balneabilidade. Os resultados
obtidos subsidiaram a elaboracdo de um Plano de Monitoramento de Cianobactérias em
Ecossistemas no Estado de Sao Paulo com vistas a Balneabilidade. Este plano permitird que
autoridades gestoras dos recursos hidricos e de saide publica possam elaborar Planos de Ac¢ado
Local — PAL para controle e prevencdo dos riscos associados as cianobactérias em 4guas

recreacionais.

Palavras-chave: cianobactérias, balneabilidade, reservatérios, plano de monitoramento,

microcistinas, caracteriza¢do molecular, rDNA 16S, mycA, NRPS, PKS.
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ABSTRACT

Agujaro, L.F. Studies to support the development of a cyanobacteria monitoring plan for
recreational waters. Case study: Salto Grande Reservoir, Americana, Sao Paulo, Brazil. (PhD

Theses). Civil Engineering, Architecture and Urbanism School, Campinas. 2007.

Potentially toxic cyanobacteria blooms have been detected in several water reservoirs with
intense recreational use such as in Salto Grande Reservoir, Sao Paulo State, Brazil. Very few
studies in this country focus on the related public health aspects. There are no monitoring plans
developed by public authorities to evaluate the associated risks. A qualitative and quantitative
cyanobacteria research was carried out at the recreational area of the reservoir, connected to the
environmental factors which regulate its occurrence in order to evaluate the toxicological
potential of these waters, using molecular approaches that have just recently been used in Brazil.
The results obtained led to a Cyanobacteria Monitoring Plan for freshwater ecosystems in Sao
Paulo State aiming to allow the safe recreational use of these water bodies. It was taken eleven
monthly samples during the wet and dry seasons from April 2005 to February 2006 at Namorados
Beach and at Iate Clube de Americana, on Sundays, when intense recreational use occurs. The
following environmental variables were analyzed: water temperature, precipitation, water flow
into the reservoir, Secchi depth, pH, total phosphorus and nitrogen levels, in addition to
numbering and identifying organisms and cyanobacteria cells, main phytoplankton Classes,
chlorophyll a, besides microcystins assessment by ELISA method and microcystin-LR by HPLC-
MS. Simultaneously, thirteen strains were isolated in uni-specific cultures in order to deepen the
taxonomic studies through sequencing of rDNA 16S gene. To evaluate the toxigenic potential,

the strains of cyanobacterias and the environmental samples were tested to detect mycA by PCR

XVviil



and it was investigated the distribution of NRPS and PKS genes in the isolated strains. It was
observed high density of cyanobacteria cells in all samples, with predominance of Microcystis
spp. isoforms. The variables that presented high correlation with the cyanobacteria cells were
chlorophyll a, total phosphorus and nitrogen levels, and microcystin-LR. High average water
temperature and high pH were observed both in wet and dry seasons and average values up to
38.00 pg/L of microcystins were detected pointing to health risks to the population exposed.
During this survey, it was found non-conformities to Brazilian CONAMA Resolution 357/2005
for Class 2 waters, for primary contact recreation, mainly for chlorophyll a, total phosphorus and
cyanobacteria cells. Regarding biodiversity of the environmental samples, it was detected twelve
unknown taxa for the reservoir and seven for the isolated strains. The phylogenetic analysis with
rDNA 16S of isolated cyanobacteria showed the need to revising the methodology for this
taxonomic group. The molecular methodology employed to detect mycA, NPRS and PKS genes
has proven to be satisfactory for the monitoring process. The seasonal and environmental changes
and morphometric characteristics were important factors for the presence of cyanobacteria
populations which were dominated by species with high toxigenic potential and pose risks to
recreational uses of water. In this context, the Cyanobacteria Monitoring Plan should be
implemented. It is suggested that the cyanobacteria population knowledge should be improved
and that new methodology, such as the molecular one, which is faster and more precise, should

be employed.

Key-words: Cyanobacteria, Recreational waters, Reservoirs, Monitoring plan, Microcystins,

rDNA 16S, mycA, NRPS, PKS.
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1 INTRODUCAO

A constante degradacdo ambiental em reservatdrios com intensa ocupagdo antropica em
seu entorno tem alterado significativamente a qualidade da dgua, quer seja para abastecimento
publico, irrigacdo e recreacdo. O grande aporte de nitrogénio e fosforo, associado com a condi¢ao
Iéntica do corpo hidrico, favorece o aparecimento de floracdes intensas de algas e cianobactérias,
sendo mais comuns as de cianobactérias que sdo potenciais produtoras de cianotoxinas. De
acordo com WATZIN et al. (2006), o aumento de floracdes de cianobactérias tem estimulado o
interesse crescente no seu monitoramento € maior atencdo dos agentes de saide publica nos
riscos a saude associados com a exposi¢do a esses organismos. Em uma sintese dos estudos ja
desenvolvidos com a comunidade fitoplanctonica no reservatério de Salto Grande, Americana,
SP, TUCCI et al. (2004) relatam a importancia quantitativa destes organismos na composi¢do
taxondmica, na estrutura e producio primdria do local. DEBERDT (2002) estudou as floracdes de
cianobactérias neste reservatorio em relacdo aos seus aspectos toxicoldgicos, detectando pela

primeira vez a ocorréncia de microcistina-LR em pontos localizados em sua por¢ado central.

De acordo com CARMICHAEL (2001), as cianotoxinas formam um grupo diverso de
substancias quimicas e seu mecanismo toxico em vertebrados é utilizado para separd-las em
hepatotoxinas (microcistinas e nodularinas), neurotoxinas como alcaléides ou organofosforados
(anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxinas), citotoxinas (cilindrospermopsinas), dermatotoxinas
(Iyngbyatoxinas) e toxinas irritantes (lipopolissacarideos). Segundo a literatura, estudos
realizados em varios paises demonstraram que cerca de 50% a 70% das linhagens cianobactérias
analisadas mostraram-se toxicas (SIVONEN et al., 1990; LAWTON & CODD, 1991; BAKER &
HUMPAGE, 1994; VASCONCELOS, 1994; YOO et al., 1995 apud VIEIRA, 2002). No Brasil,



foram confirmadas floracdes toxicas em diversas regides (AZEVEDO & CARMOUZE, 1994;
AZEVEDO et al., 2002; COSTA et al., 2006; JARDIM et al., 2001; LAGOS et al., 1999;
MARINO et al., 2001; MATTHIENSEN et al., 1999; MOLICA et al., 2002; VIEIRA et al., 2003;
YUNES et al., 2003). Os principais relatos de cianobactérias toxicas nas diversas regides do pais
encontram-se compilados em CODD et al. (2005b); HONDA et al. (2006) e ODEBRECHT et al.
(2002). A funcdo ecoldgica das toxinas de cianobactérias permanece ainda sob investigacao.
Recente andlise filogenética dos genes que codificam a microcistina sintetase sugere que a
habilidade para produzir esta toxina € anterior ao aparecimento dos metazodrios, e estes
metabdlitos secunddrios produzidos por algumas cianobactérias como Microcystis spp., poderiam
servir como moléculas sinalizadoras (SCHATZ et al., 2007). Esses autores demonstraram em
cultivo, que a lise celular de células de Microcystis, seja mecanicamente, seja por condi¢des de
stress, induziram o actimulo do gene mcyB que permitiu o aumento da producio de microcistinas
pelas células que permaneceram intactas. Desse modo, o aumento da toxicidade do meio poderia
eliminar competidores. RANTALA et al. (2004) apud DITTMANN & WIEGAND (2006)
comentam que a toxicidade aos vertebrados pode ter ocorrido como um efeito lateral durante a

evolucdo

Estudo realizado em 63 mananciais de abastecimento em 17 estados brasileiros por
MURAKAMI et al. (2001), demonstrou que as cianobactérias estdo presentes na quase totalidade

dos mananciais investigados, apontando um risco permanente de producao de toxinas.

Com relacdo aos potenciais efeitos das cianotoxinas na saide humana, no Brasil, a
Portaria 518/2004 (BRASIL, 2004), que dispde sobre qualidade de dgua para consumo humano,
contempla as cianobactérias e exige seu monitoramento nas tomadas d’dgua das captacdes e
andlise de suas toxinas, estabelecendo limites maximos de concentragdes aceitdveis. Para
atendimento ao padrio de potabilidade, seguindo as diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude
- OMS exige-se apenas a andlise das microcistinas por serem de ocorréncia mais comum,
apresentarem alternativas metodoldgicas mais simplificadas e estudos consistentes que permitem
estabelecer critérios de VMP (valor maximo permitido) de 1,0 ug/L para a microcistina-LR. Para
as demais cianotoxinas hd apenas a recomendacido de seu monitoramento e indicacdo de VMP.

Também a Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) que dispde sobre a classificagao dos



corpos de dgua e diretrizes ambientais para seu enquadramento, estabelece os VMP de densidade

de células de cianobactérias, de clorofila a e fésforo total.

Um aspecto bastante preocupante do efeito das cianotoxinas na saude humana esta
relacionado ao uso das dguas para fins recreacionais. Diversos trabalhos e manuais (CHORUS &
CAVALIERI, 2000; ENVIRONMENTAL HEALTH UNIT, 2001; FRANK, 2002; SCOTTISH
EXECUTIVE, 2002, WHO, 2003; CODD et al., 2005a, DIETRICH & HOEGER, 2005;
WATZIN et al., 2006; STEWART, 2006, AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2006) apresentam
estudos de avaliagdo de risco a saide humana em 4guas recreacionais, planos de monitoramento e
acoes mitigadoras. Valores maximos permitidos - VMP de cianotoxinas em dguas recreacionais
sao mais dificeis de estabelecer por causa das muitas vias de exposi¢do pelos usudrios (PILOTTO
et al., 1997; CHORUS & BARTRAM, 1999; CHORUS & FASTNER, 2001 apud WATZIN et
al., 2006). H4 caréncia de estudos epidemioldgicos com informacdes de efeitos agudos e cronicos
das cianotoxinas em humanos para embasar avaliacdes de risco que possam proteger o publico
dos riscos presentes em ambientes aqudticos recreacionais, sendo necessdrio, também, o
desenvolvimento de biomarcadores de exposi¢@o, susceptibilidade e efeito de cianotoxinas em

humanos e populacdes naturais.

No Brasil, a Resolugago CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2000) referente as condicoes de
balneabilidade, ndo contempla valores orientadores para floracdes de cianobactérias, porém
considera passivel de interdi¢cdo pelos 6rgdos de controle ambiental, trechos dos corpos d dgua
em que ocorram toxicidade ou formacdo de escuma decorrente de floragdes de algas. A
Resolucao CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) estabelece VMP de clorofila a e células de
cianobactérias nas diferentes classes de uso dos corpos d“dgua para recreagdo de contato primario

e secundario.

Poucos estudos (WOSIACK, 2005; SILVA, 2005) s@o voltados para os efeitos das
cianobactérias e cianotoxinas em dguas doces recreacionais no pais e observa-se, também, que os
orgdos de controle ambiental ainda ndo apresentam monitoramentos sistematicos da ocorréncia
de cianobactérias e cianotoxinas voltados para a avaliac@o de riscos e balneabilidade. Apesar dos

diversos estudos ja realizados no reservatério Salto Grande enfocando a comunidade



fitoplanctonica e as cianobactérias (COSTA, 1988; DEBERDT, 2002; SOUZA, 2000; TUCCI et
al., 2004), nenhum aborda diretamente a avaliacio dos riscos a sadde para atividades
recreacionais quando da presenca das cianobactérias e quantificacio de suas células com

abordagens moleculares e toxicoldgicas.

Atualmente, inimeros trabalhos (BAKER et al., 2002; DITTMANN & BORNER, 2005;
MOFFIT & NEILAN, 2004; NEILAN et al., 1999; NISHIZAWA et al., 1999; OUAHID et al.,
2005; RANTALA et al,, 2004; ROUHIAINEN et al., 2004; TILLET et al., 2000), tém utilizado a
abordagem molecular no estudo das cianobactérias, caracterizando os genes envolvidos na sintese
de algumas cianotoxinas como a microcistina e cilindrospermopsina. A determina¢cdo molecular
da presenca destes genes torna-se um fator importante na medida em que determinada
cianobactéria pode possuir o potencial genético para a producdo de toxinas, porém, por influéncia
de determinados fatores ambientais, as toxinas podem nao estar sendo liberadas no momento da
avaliacdo quimica. Os trabalhos e teses publicados no Brasil envolvendo esta abordagem ainda
sdo escassos (ANJOS et. al., 2006; BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2001, 2007
BITTENCOURT-OLIVEIRA, 2003; FIORE et al., 2000, 2005, 2007; LORENZI, 2004; SILVA,
2006). Portanto, o presente trabalho € o primeiro a enfocar esses aspectos para o reservatorio

Salto Grande.

Considerando um tema de suma importancia para a saude publica do ponto de vista da
promogdo da saude e da prevencdo de doengas, € condicao fundamental que se trabalhe em agdes
coordenadas e intersetoriais envolvendo diversas dreas do conhecimento para aproximar-se da
qualidade de vida e promover politicas publicas sauddveis. Para tanto, fazem-se necessdrios
estudos que tracem um planejamento das acdes a partir dos conhecimentos bioldgicos,

toxicoldgicos, do saneamento e da gestdao de recursos hidricos na avaliagdo dos riscos a saude.

A Promoc¢do da Sadde, segundo o Ministério da Saide (BRASIL, 2006), deve ser
entendida e considerada em sentido mais amplo, ndo daquele do combate as doencas e
delineamento de politicas apenas para dentro do setor saide, mas sim como uma estratégia de
articulagdo transversal, integrada e intersetorial, que faca dialogar as diversas dreas do setor

sanitdrio, setores do Governo, o setor privado e ndo governamental e a sociedade, compondo



redes de compromissos e co-responsabilidades quanto a qualidade de vida da populagdo

(SPERANDIO, 2006).

O presente estudo objetiva realizar o levantamento qualitativo e quantitativo de
cianobactérias em pontos com significativa atividade recreacional no reservatorio Salto Grande,
Americana, SP, determinar o potencial de toxicidade na dgua bruta e nas linhagens isoladas,
detectar e caracterizar molecularmente as cianobactérias potencialmente tdxicas isoladas e
presentes em amostras ambientais, gerando informacdes bioldgicas e toxicoldgicas para subsidiar
um plano de monitoramento de cianobactérias com vistas a balneabilidade a ser utilizado pelos

gestores de recursos hidricos na caracterizagdo e avaliagdo dos riscos associados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CIANOBA CTERIAS: CARACTERIZACAO, TAXONOMIA E ECOLOGIA

Cianobactérias sdo microrganismos fotossintetizantes pertencentes ao dominio Bacteria
e que devido a sua habilidade de sintetizar clorofila a, foram consideradas durante longo tempo
como algas, que sdo organismos pertencentes ao dominio Eukarya, sendo denominadas
cianoficeas ou algas verde-azuladas (“blue green algae”). O posicionamento atual desse grupo de
microrganismo dentro do Filo Cyanobacteria do dominio Bacteria (BOONE et al., 2001) foi
possivel apds o desenvolvimento dos estudos de microscopia eletrOnica de transmissdo e

moleculares.

O ponto de partida na taxonomia das cianobactérias com THURET em 1875 e os
primeiros trabalhos taxondmicos foram publicados baseados puramente em observagdes
morfoldgicas, seguindo a tradi¢do botanica. Os sistemas de classificacdo e identificacdo de
cianobactérias que se seguiram, foram também baseados principalmente em caracteristicas
morfolégicas (GEITLER 1932, HOLLERBACH, 1953, DESIKACHARY, 1959, STARMACH
1966 apud KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005). As cianobactérias sdo organismos
procariotos, muitos dos quais de estrutura bastante simples e pouco diferenciados
morfologicamente e apenas o critério morfologico apresenta-se pouco consistente e “pobre” na

separacao de grupos relacionados.

Até o inicio dos anos 1980, sistemas alternativos foram propostos, ora unindo téxons,
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como o sistema proposto por Drouet, baseado no pressuposto de que a variabilidade no grupo era
decorrente da ampla adaptabilidade e polimorfismo, ora sistemas que descreviam cada ecomorfo
como um taxon separado; porém, estes sistemas ndo tiveram aceitacdo, pois ndo correspondiam a
diversidade observada na natureza e nas culturas e, variacdes morfoldgicas em cianobactérias sao
ainda pouco conhecidas e subestimadas (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 2005). Esses autores
enfatizam que uma unica abordagem para avaliar a variacdo das espécies ndo existe e que cada

uma tem sua propria plasticidade e diferentes reacdes as condi¢cdes ambientais.

Ainda de acordo com KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (2005) estudos sistematico-
ecoldgicos, geralmente tém mostrado que formas morfologicamente estdveis, altamente
invaridveis ou oligomorficas sdo encontradas em condicdes ambientais ecologicamente
homogéneas enquanto que formas polimérficas altamente varidveis e morfoldgicamente instiveis
sdo usualmente distribuidas em condi¢cdes ambientais ndo homogéneas e temporalmente
varidveis; também diferentes estdgios no ciclo de vida do organismo podem influenciar em sua
morfologia. Estudos morfométricos e de crescimento em diferentes condi¢cdes de cultivo, como
os estudos de ‘“‘gradientes-cruzados”, podem evidenciar os limites da variagdo potencial em
diferentes gendtipos em distintas condi¢des de cultivo, sendo tais estudos importantes para
evidenciar a variabilidade morfoldgica, ecofisiolégica e bioquimica que compdem as populagdes

naturais.

Abordagens da taxonomia bacteriana foram introduzidas por STAINER et al. (1971),
STAINER (1977), RIPKA et al. (1979) apud KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1999), dando
énfase aos aspectos ultraestruturais, bioquimicos e moleculares, além dos morfoldgicos, no
estudo de cepas isoladas em culturas axénicas. Considerando o aspecto pratico que pudesse
conciliar o sistema nomenclatural no Cédigo de Nomenclatura Bacteriano e Botanico, um sistema
proposto por K. Anagnostidis e J. Komarek (ANAGNOSTIDIS & KOMAREK, 1985, 1988,
1990; KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1989, 1999, 2005) contempla a abordagem
multidisciplinar, aliando os critérios botanicos tradicionais e atuais de populacdes naturais e em

culturas a aspectos ambientais e geograficos.

KOMAREK (2003) comenta que apesar da categoria taxondmica “espécie” ser



considerada bdsica para todos os organismos, para cianobactérias é problemdtica a luz dos
modernos critérios de classificacdo que levam em consideracdo aspectos paleontoldgicos,
fenotipicos (morfolégicos), ecoldgicos, ultraestruturais (microscopia eletronica) e moleculares
(seqiienciamento molecular e hibridizacio DNA/DNA), sendo que a classificagdo taxondmica
deve estar de acordo com as relagdes filogenéticas. A caracterizacdo genotipica de numerosos
géneros pelo rDNA 16S ja estd definida e corresponde, perfeitamente, aos caracteres
morfoldgicos tradicionais, sendo estas caracterizagcdes suficientemente robustas para serem
aceitas pelo “Bergey’s Manual”. Problemas aparecem com a classificacdo em nivel infragenérico
que tem utilizado caracteres como tamanho e forma das células, presenca de bainhas,
pigmentacdo e tipo de ramificagdo que sdo freqiientemente instaveis e varidveis e que, em muitos
casos, ndo acompanham o seqiienciamento molecular, provavelmente por omitirem a

especificidade ecofisioldgica.

KOMAREK (2003) relata ainda, que em contraste com a variabilidade descrita para
géneros geneticamente delimitados, sdo encontrados na natureza “morfotipos” dentro dos géneros
que sdo estdveis, podendo ocorrer algumas vezes em diferentes dreas e persistirem por anos nos
biétopos com condi¢des ecoldgicas mais ou menos estaveis, apresentando-se como agrupamentos
coerentes em darvores filogenéticas. A eliminacdo da categoria “espécie” em cianobactéria em
funcdo da auséncia de critérios geneticamente uniformes pode ndo ser satisfatéria para
ecologistas que necessitam identificar os diferentes ecotipos e morfotipos para caracterizar a
complexa diversidade da natureza. A estabilidade de critérios fenotipicos, caracteres ecoldgicos e
critérios genotipicos devem ser considerados em conjunto para a delimitacdo das espécies em
uma abordagem polifdsica. De acordo com esta abordagem, a maioria dos géneros e espécies
deve ser reavaliada no futuro e o conhecimento da diversidade das cianobactérias,
particularmente de ambientes tropicais e biétopos extremos, podera contribuir para a descri¢ao de

novas espécies.

HOFFMANN et al. (2005) propuseram um sistema de classificagdo para cianobactérias
com uma abordagem polifisica unindo dados do seqiienciamento genético para o estudo da
filogenia e taxonomia e informacdes ultra-estruturais como por exemplo, o arranjo dos tilacéides,

além de tipos de reproducdo e morfologia. Caracteristicas ecofisioldgicas tém importante papel



em niveis taxondmicos mais baixos como géneros e espécies. Os autores sugerem que o sistema
de classificagdo de cianobactérias em niveis mais altos (supragenéricos) utilizado atualmente,
separando formas cocdides de filamentosas, ndo reflete a histéria evoluciondria do grupo e
necessita ser corrigido. De acordo com dados moleculares disponiveis, formas unicelulares e
filamentosas simples estdo dispersas através do sistema, enquanto que apenas os tdxons
heterocitados s@o um grupo monofilético. A correta caracterizagdo taxondmica e o isolamento de
populacdes de cianobactérias para o seqiienciamento genético de ambientes tropicais que tenham
suas caracteristicas ecoldgicas bem estudadas, como o realizado no presente estudo, muito t€ém a
contribuir para o incremento deste conhecimento, tdo necessdrio neste periodo de definicdes e

mudancas.

Do ponto de vista ecoldgico, estes microrganismos tém sido reconhecidos por sua
capacidade de formar pigmentos como as ficocianinas que lhes conferem a colora¢do azulada e
pela sua longa histéria evolutiva, tendo surgido em nosso planeta ha aproximadamente 3,5
bilhdes de anos. Algumas das razdes para a dominancia e ampla ocorréncia das cianobactérias em
diversos ambientes aqudticos estdo relacionadas a essa longa histéria evolutiva que lhes conferem
inimeras vantagens adaptativas como: resisténcia a metais e baixas concentracdes de oxigénio
dissolvido, alta tolerancia a radiag¢do ultravioleta, sendo que algumas espécies sdo capazes de
utilizar H,S como doador de elétrons ao invés da H,0 (WHITTON & POTTS, 2000). A excelente
habilidade para se aclimatar a uma ampla faixa de condi¢cOes ambientais € baseada em estratégias

adaptativas altamente sofisticadas.

As cianobactérias podem apresentar crescimento intenso no ambiente aquatico,
denominado floracdes ou “blooms”, quando condi¢des ambientais sdo apropriadas e poucas ou
apenas uma espécie domina. Um conjunto de fatores pode favorecer este crescimento como
elevadas concentracOes de nutrientes, especialmente o nitrogénio e o fdsforo, temperaturas
elevadas, luz adequada e condicdes estdveis da coluna d“dgua. De acordo com OLIVER & GANF
(2000) as floragdes podem ser definidas em valores de nimero de células (2,0 x 10* céls./mL) ou
clorofila a (10 mgm®). Algumas espécies possuem aerGtopos e podem formar “escumas”
superficiais, porém outras espécies formam floracdes em diferentes profundidades na coluna

d’dgua. Condig¢des climdticas e meteoroldgicas que influenciam a estratificacdo térmica em



ambientes aqudticos possibilitam condi¢des estdveis que favorecem esta ocorréncia, associadas as
condicdes eutrdficas e hipereutroficas. Temperaturas elevadas também contribuem para este
“fendmeno”, pois esses organismos atingem sua taxa méaxima de crescimento em temperaturas
acima de 25°C (CHORUS & BARTRAM, 1999). Segundo FRANK (2002), a concentragdo

inicial critica de fésforo total para o desenvolvimento de floracdes € de 40 pg/L.

2.2 CIANOTOXINAS

As cianotoxinas sdo basicamente formadas por trés grandes grupos de substincias
quimicas, os peptideos ciclicos, alcaldides e lipopolissacarideos (Quadro 1). Também sdo
classificadas quanto aos seus efeitos no organismo de mamiferos, sendo os principais as de efeito
neurotéxico como alcaldides ou organofosforados (anatoxina-a, anatoxina-a(s) e saxitoxinas) e
hepatotoxicas como peptideos ou alcal6ides (microcistinas, nodularinas e cilindrospermopsinas),
de efeitos cronicos ou agudos e sdo liberadas por vdrios géneros de cianobactérias. De grande
relevancia para o uso recreacional estdo os lipopolissacarideos de efeitos alergénicos. A maioria
sdo endotoxinas que sdo liberadas para o meio ambiente em decorréncia da lise celular. O
aparecimento de linhagens produtoras de toxinas em populacdes € elevado e floracOes de
cianobactérias podem ser multiespecificas, podendo apresentar variaces espaciais € temporais na

sua toxicidade.
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QUADRO 1 Caracteristicas gerais dos principais grupos de cianotoxinas, alvo em mamiferos e

géneros produtores.

Fonte: DEBERDT (2002) e STEWART et al. (2006).

GRUPO DA TOXINA ALYO PRI,MARIO M GENEROS DE CIANOBACTERIA
MAMIFEROS

Peptideo ciclico

Microcistinas Figado Anabaena, Anabaenopsis, Aphanocapsa,
Arthrospira, Hapalosiphon, Microcystis, Nostoc,
Oscillatoria, Planktothrix, Radiocystis,
Snowella, Woronichinia.

Nodularina Figado Nodularia

Alcaléides

Anatoxina-a, Nervo Simpdtico Anabaena, Aphanizomenon, Arthrospira,

Homoanatoxina-a

Cylindrospermum,  Microcystis, Oscillatoria,

Planktothrix, Phormidium, Raphidiopsis.

Anatoxina-a(S)

Nervo Simpético

Anabaena

Aplisiotoxina, Pele, trato gastrointestinal Lyngbya, Schizothrix, Planktothrix
Debromoaplysiotoxina
Cylindrospermopsinas Orgdos miiltiplos (figado, rim, Anabaena, Cylindrospermopsis,

baco, trato gastrointestinal,

coragdo, timo, pele)

Aphanizomenon, Raphidiopsis, Umezakia

Lyngbyatoxina-a Pele, trato gastrointestinal Lyngbya

Saxitoxinas Nervo axdnico Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya,
Cylindrospermopsis, Planktothrix

Lipopolissacarideos Potencial irritante; afeta qualquer Todos

(LPS) tecido exposto

Estudos sobre a ocorréncia, distribui¢do e freqiiéncia das cianotoxinas tiveram grande

desenvolvimento na década de 1980-1990, empregando principalmente bioensaios com

camundongo. No final dessa década, se iniciaram estudos com métodos analiticos para

quantificar cianotoxinas, que tém crescido desde entdo.

AZEVEDO (1998) relata estudos realizados no Laboratério de Ecofisiologia e

Toxicologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro sobre as linhagens isoladas de corpos
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d’4gua brasileiros em que 82% mostraram-se téxicas quando testadas por bioensaios. Segundo
VIEIRA (2002), cerca de 25 géneros e mais de 40 espécies ja foram constatadas como produtoras
de cianotoxinas nocivas aos animais € a0 homem. Pesquisas desmontram que em floracdes de
cianobactérias, 50 a 70% sdo constituidas por espécies toxicas. Em estudos realizados pelo
mesmo autor, em uma represa de abastecimento publico em Belém (PA) foi registrado o efeito
altamente hepatotdxico para camundongos pela microcistina para as espécies Microcystis viridis
e Radiocystis fernandoi. A producdo de toxina por esta ultima espécie € o primeiro relato na
literatura. CODD et al. (2005b) sumarizam a ocorréncia das cianobactérias e suas toxinas no
mundo no relatério da CYANONET — “A Global Network for Cyanobacterial Bloom and Toxin
Risk Management — Initial Situation Assessment and Recommendations”, um projeto da United
Nations Educational, Scientific and Cultural Organization - UNESCO para avaliar as

cianobactérias, cianotoxinas e seus impactos nos diversos continentes.

Recentemente para o Brasil, HONDA et al. (2007) apresentam sintese de 29 relatos de
cianobactérias toxicas para diversas regides do pais, descrevendo o tipo de material analisado,
porcentagem de amostras toxicas, métodos de andlise, toxina encontrada, valor detectado e
referéncia. Do total, 19 referem-se a ocorréncia de microcistinas e nove sdo para a isoforma
microcistina-LR. Como a deteccdo da microcistina é facilmente verificada pelo uso do
imunoensaio ELISA, comercializado em forma de “kit” e os padrdes de microscitina-LR sdo
mais facilmente comercializados, estes valores podem estar mais associados com esta facilidade
do que com a ocorréncia real no ambiente. J4 os alcaldides neurotoxicos (anatoxinas e
saxitoxinas), que sao tipicos dos géneros Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis € 0s

alcaldides hepatotoxicos (cilindrospermopsinas) tipicos de Cylindrospermopsis e Aphanizomenon

SA0 menos comuns.

De acordo com WHO (2003) as toxinas de cianobactérias de ocorréncia mais ampla sio
as microscistinas e as neurotoxinas. Os estudos relatados anteriormente para o Brasil indicam a
predominincia das cianotoxinas representadas por peptideos ciclicos (microcistinas) cuja
producdo € caracteristica de géneros de ocorréncia comum como Microcystis, Anabaena,
Planktothrix e com obrigatoriedade da determina¢@o pela Portaria 518/2004 (BRASIL, 2004).

Microcystis € um género que se apresenta quase sempre toxico, porém cepas nao toxicas podem
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ocorrer. A toxicidade ndo € um tragco especifico para certas espécies, pois cepas nao téxicas
ocorrem simultaneamente com toxicas de acordo com KURMAYER et al. (2002) apud WHO
(2003). Populacdes no campo podem ser uma mistura de gendtipos com ou sem 0S genes para a
producdo da toxina. Enquanto as condi¢des que levam a proliferacao das cianobactérias sdo bem
conhecidas, os fatores que levam a dominancia das cepas téxicas sobre ndo téxicas ainda sdo

desconhecidos.

Microcistinas

As microcistinas fazem parte do grupo das hepatotoxinas cuja atuacdo ocorre
principalmente no figado. Elas sdo heptapeptideos ciclicos, contendo um aminodcido especifico
(ADDA) que até o presente tem sido encontrado somente em microcistinas e nodularinas (um
pentapeptideo ciclico ocorrente em cianobactérias de dguas salobras). Cerca de 70 formas
andlogas de microcistinas tém sido identificadas e variam com respeito ao grupo metil e dois
aminodcidos dentro do anel com conseqii€ncias para a estrutura tercidria da molécula, resultando
em diferencas na toxicidade, bem como em suas propriedades hidrofébicas e hidrofilicas (WHO,

2003).

A microcistina-LR € uma das mais téxicas e ocorre com freqiiéncia em altas
concentracdes. Esta € a variante que dispde de informacgdes suficientes para a derivacdo de
valores orientadores para o cdlculo do Ingresso Didrio Tolerdvel — IDT (“Tolerable Daily Intake”
- TDI), que € o nivel de exposi¢do abaixo do qual se pensa que nenhum efeito adverso possa
ocorrer. E importante observar que o fato de exceder os limites de IDT ndo significa que possa
haver efeitos adversos para a saude, pois dependerd da duracdo da exposi¢do e da concentracdo
das toxinas presentes. Para o cdlculo dos valores orientadores hd a necessidade de dados
quantitativos derivados de estudos com animais por determinado periodo de tempo para estimar a
Dose de Nenhum Efeito Adverso Observiavel - DNEAO (“No Observed Adverse Effect” -
NOAEL) e a Dose de Minimo Efeito Adverso Observiavel - DMEAO (“Low Observed Effect
Level” - LOAEL) (QUADRO 2)
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QUADRO 2 Valores orientadores e de ingresso didrio tolerdvel para a microcistina-LR

Fonte: CODD, et al. (2005a) e AUSTRALIAN GOVERNMENT (2006)

ABASTECIMENTO PUBLICO BALNEABILIDADE
Populacao Adulto Crianca Adulto
Valores orientadores 0,1 ng/L 10,0 ug/L 44,0 pug/L
0,04 pg/Kg peso do
IDT (DMEAO) 0,04 png/Kg peso do corpo/dia
corpo/dia
100 png/Kg peso do 100 pg/Kg peso do
DMEAO 100 pg/Kg peso do corpo/dia
corpo/dia corpo/dia
DNEAO 40 pg/Kg peso do corpo/dia
Taxa de ingestdo 2 L/dia 0,1 L/dia 0,1 L/dia

As microcistinas bloqueiam as proteinas fosfatases 1 e 2a que sdo importantes
“transportadores” moleculares em todas as células eucaridticas com uma ligagdo covalente
irreversivel. Para vertebrados uma dose letal de microcistina causa morte por necrose e
hemorragia no figado em horas ou dias. H4 evidéncias da permeabilidade de outras membranas
celulares que nao das células hepdticas a microcistina, possivelmente para as formas hidrofébicas
que podem penetrar em outros tipos de células (WHO, 2003). FITZGEORGE et al. apud WHO
(2003) publicou evidéncias da ruptura de tecidos nasais por microcistina-LR, uma forma
hidrofilica. Esta via de absor¢cdo pode ser relevante para atividades esportivas que levam a
inalacdo de aerosséis e gotas. Esse autor também demonstrou que a toxicidade de microcistina é
cumulativa; uma unica dose oral ndo resultou em aumento do peso do figado (uma medida de seu
dano), porém, a mesma dose aplicada diariamente por sete dias causou um aumento no figado de
84% e apresentava o mesmo efeito que uma unica dose oral 16 vezes maior. Isto pode ser
explicado pelas ligagdes covalentes irreversiveis entre as microcistinas e as proteinas fosfatases
com danos substanciais na estrutura celular. Para a balneabilidade e para o risco ocupacional, este
fator pode ter graves conseqiiéncias, considerando as exposi¢des moderadas mais freqiientes em
periodos de veraneio, especialmente, quando os usudrios niao sdo informados. Estes danos de
efeitos subagudos no figado sdo dificeis de serem diagnosticados e relacionados com a exposicao,

pois os danos no figado resultam em sintomas externos ja quando sdo severos.
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Flora¢des em um mesmo corpo d’dgua podem variar de toxicas e ndo toxicas no tempo e
no espaco, e a avaliagdo da diferenca na composi¢do das linhagens, ou seja, toxicas e nio toxicas,
ndo pode ser feita microscopicamente, mesmo pertencendo a mesma espécie; a confirmacio
somente pode ser feita por meio da detec¢do da presenca dos genes produtores de toxinas e das
andlises para verificagdo da producdo de cianotoxinas no momento da avalia¢do. O estimulo para
a producdo da toxina € desconhecido. Varidveis ambientais como luz, temperatura, nutrientes e
metais traco tem sido reproduzidas em laboratério e seus efeitos investigados na produgdo da
toxina (SIVONEN & JONES, 1999). A influéncia da luz e nutrientes no crescimento e contetido
de microcistina em Microcystis aeruginosa e Planktothrix agardhii tem sido relatada em

trabalhos de BOTTCHER el al. (2001); HESSE & KOHL, 2001 apud AME et al. (2003).

No reservatorio Salto Grande, DEBERDT (2002) estudou as floracdes de cianobactérias,
detectando pela primeira vez a ocorréncia de microcistina-LR em dois pontos de coleta
localizados no meio do reservatério, durante 8 coletas distribuidas nos meses de seca e cheia, em
geral com concentra¢des abaixo do limite de 1 pg.L™" , recomendado pela Organizacio Mundial
da Saidde - OMS para dgua tratada, com excecdo de duas coletas, que apresentaram valores de
3,98 ug.L " e 39,53 ug.L'. A autora destaca, em suas consideracdes finais, que a concentragio de
microcistina esteve associada aos fatores favordveis ao desenvolvimento das espécies toxicas,
que foram diferentes para as trés escalas estudadas. No macrocosmo a estabilidade da coluna
d’4dgua teve papel fundamental, provavelmente porque a autora localizou as estagdes de coleta em
pontos de maior profundidade, no meio do reservatério, onde este aspecto pode ter maior
influéncia. Nos tanques de cultivo (mesocosmo) o enriquecimento com nutrientes foi responsdvel
pelo aumento da densidade das espécies toxicas e nas culturas a disponibilidade de fésforo foi

quem influenciou o crescimento.

AME et al. (2003) ao estudar o reservatério San Roque na Provincia de Codrdoba,
Argentina, um reservatorio eutrofizado em drea de urbanizacdo intensa e destinado a multiplos
usos, relata que floracdes de Microcystis aeruginosa t€ém ocorrido no local por 30 anos. Foram
analisadas 35 floracdes entre 1998 e 2002 e em somente uma ndo foi detectada microcistina.
Baseado na Andlise de Discriminantes, os autores avaliaram que o fésforo inorganico, sélidos

totais, COD (Carbono Organico Dissolvido), coliformes fecais, carbonato, bicarbonato, sulfato,
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transparéncia e dureza foram as varidveis mais significativas para discriminar entre a presenga e
auséncia de floragdes de cianobactérias. Também, neste estudo, foram correlacionadas as
quantidades de microcistinas com as varidveis ambientais como a temperatura, carbonatos,
nitrogénio amoniacal, nitritos, ferro, magnésio, sélidos voléteis dissolvidos, s6lidos suspensos e
sOlidos volateis suspensos que foram os mais significativos para discriminar populagdes com
altas e baixas concentragdes de microcistina. Os autores ndo encontraram correlacdo positiva
entre a abundancia de cianobactérias e altas concentragdes de microcistinas. A temperatura foi a
varidvel que mais deu correlagc@o positiva com a concentragdo de microcistinas, favorecendo uma
producdo mais elevada (acima de 23°C); porém, com a producdo desfavorecida em altas
concentracdes de nitrogénio amoniacal (>36uM) e Fe(>2uM). WHITE et al. (2003) estudaram as
mudancas na populacdo de Microcystis e concentragdes de microcistina associadas com fatores
ambientais e constataram que sua concentracdo pode variar com a penetracao de luz, temperatura,

disponibilidade de nutrientes, pH e temperatura.

SCHATZ et al. (2007) na busca de clarear a funcdo biolégica das microcistinas
mostraram que a lise celular de Microcystis em culturas de laboratério induziu a acumulagdo de
mycB, que pertence ao complexo de genes que codifica a microcistina sintetase € aumentou a
producdo de microcistinas nas células que permaneceram intactas, sendo que as microcistinas e
outras substancias liberadas durante a lise celular seriam responsdveis por este aumento. Estudos
sobre o efeito de stress oxidativo no aumento de microcistinas em meio de cultura (ROSS et al.,
2006 apud SCHATZ, 2007) s@o citados pelos autores, bem como a relacio complexa entre
disponibilidade de nutrientes e formag¢do de microcistinas em culturas (BABICA et al., 2006;
apud SCHATZ, 2007). Cepas ndo téxicas de Microcystis cresceram melhor que as toxicas sob
condicdes de limitacdo de nutrientes e a formagdo de microcistinas foi fortemente afetada pela
disponibilidade de nutrientes em algumas cepas téxicas, mas nao em outras. Sob condi¢des de
limitag@o de nutrientes o estimulo da formacao do mycB pela exposicao ao produto da lise celular
pode ocorrer concomitantemente com a inibicdo da sintese protéica. Os autores sugerem como
resultado deste estudo o importante papel dos peptideos ndao ribossdmicos na comunica¢io

intraespécies (um sinalizador info-quimico), especialmente com relagdo aos competidores

Exposicdo crOnica a microcistinas, caracterizada pelo consumo via oral de peixes
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durante longos periodos, pode representar risco a saide humana, uma vez que estas toxinas siao
promotoras de tumores hepéticos (SOARES et al., 2004). Assim, a ocorréncia de floracdes de
cianobactérias toxicas, que produzem microcistinas em lagos e reservatorios destinados a pesca e
aquicultura, pode representar risco a qualidade do peixe a ser consumido e, conseqiientemente,
esta rota de exposi¢cdo deve tornar-se uma importante preocupacao para as autoridades em satude

publica.

De grande importancia para os aspectos da balneabilidade sdo os lipopolissacarideos,
que sdo componentes estruturais da parede de bactérias Gram-negativas e s@o discutidos em
revisdo elaborada por STEWART et al. (2006). Em recente trabalho, COX et al. (2005) relatam a
ocorréncia de um aminodcido neurotoxico ndo proteico B-N-methylamino-L-alanina (BMMA),
associado com sintomas de deméncia e que é produzido por uma ampla variedade de
cianobactérias. Este aminodcido é capaz de se ligar a proteinas end6genas e podem funcionar
como uma ‘“‘slow toxin”, uma toxina de efeito lento que pode estar relacionada na etiologia de
doencas neuro-degenerativas de longa laténcia como o “Mal de Alzheimer”, sendo dificil avaliar

seus riscos nas populagdes expostas.

A exposic¢do de populagdes humanas as cianotoxinas ocorre por meio de algumas vias
principais bastante conhecidas como: mananciais de abastecimento puiblico contaminados, dgua
utilizada para hemodidlise, alimentos, atividades recreacionais e ocupacionais (CODD et al.,

2005a; MAGALHAES et al., 2003; DITTMANN & WIEGAND, 2006).

2.3 METODOS MOLECULARES NO ESTUDO DAS CIANOBACTERIAS E
MICROCISTINAS

As toxinas de cianobactérias sdo sintetizadas por meio do metabolismo secundario e
elaboradas por um mecanismo enzimatico paralelo a sintese protéica, portanto nao-ribossomico,
tratando-se de uma via biossintética bastante utilizada por microrganismos na producdo de

antibiéticos e toxinas (ETCHEGARAY, 1998; MARAHIEL et al., 1997; VON DOHREN et al.,
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1997).

Dentre as hepatotoxinas, as microcistinas t€m recebido maior atencao, uma vez que Sao
encontradas com maior freqiiéncia nos corpos d’adgua. Na biossintese de microcistinas observa-se
a presenca de sintetases de peptideos nao ribossomicos (NRPSs), sintetases de policetideos
(PKSs) e sintetases hibridas (NRPS-PKS e PKS-NRPS), onde todas as sintetases identificadas
sdo modulares (ROUHIAINEN et al.,, 2004; TILLETT et al., 2000). As NRPSs e PKSs sao
enzimas multifuncionais, ou seja, uma mesma enzima pode catalisar vérias reagdes parciais.
Como essas reagdes parciais sdo repetitivas, as seqiiéncias de aminodcidos dentro dos médulos
das NRPSs sao altamente conservadas, ocorrendo alta similaridade no alinhamento de suas
seqiiencias (ETCHEGARAY et al., 2004). O alto grau de conservag@o na estrutura primdria das
NRPSs também € evidenciado em nivel de DNA. Assim, com a informacdo prévia sobre o
agrupamento dos genes de biossintese de um determinado peptideo, é possivel desenhar
iniciadores capazes de amplificar regides particularmente distintas dos demais genes. Para as
cianobactérias, isso foi possivel a partir da descoberta dos agrupamentos de genes mcy,
codificadores de subunidades da sintetase de microcistinas em Microcystis, Planktothrix,
Anabaena e Nodularia (CHRISTIANSEN et al., 2003; MOFFITT & NEILAN, 2004;
NISHIZAWA et al., 1999; ROUHIAINEN et al., 2004; TILLETT et al., 2000)

8 16 24 32 40 48 kb
r T T T T T T T
I
mcyH | F mcyE  mcyJ mcyD meyG | mcyA mcyB  mcyC
-t
8 16 24 32 40 48 kb
r T T T T T T
ndal HG ndaF  ndaE ndaD ndaC | ndaA ndaB
“«-1-»
16 24 32 40 48 kb
T T T T T T T T
I
meyd |H mecyGmeyF  mcyE mcyD } mcyA mecyB  mcyC
«-t-»
16 24 32 40 48 kb
T T T T T T T T
meyT)| mcyD mcyE meyG mcyH mcyA mecyB  mcyC mcyJ

. NRPS . PKS . Enzimas complementares DTransponadorABC
Figura 1 Agrupamento dos genes envolvidos na sintese de microcistinas em diferentes géneros

de cianobactérias (CHRISTIANSEN et al., 2003; MOFFITT & NEILAN, 2004; NISHIZAWA et
al., 1999; ROUHIAINEN et al., 2004; TILLETT et al., 2000)
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Para a Microcystis aeruginosa PCC7806 o agrupamento dos genes que participam da
biossintese das microcistinas, denominado mcy, localizado no cromossomo, contém 55 kb de
DNA codificando dez (10) ORFS (quadro aberto de leitura), mcyA, mcyB, mcyC, mcyD, mcyE,
mcyF, mcyG, mcyH, mcyl, mcyJ. Os genes mcyA, mcyB, mcyC, mcyD, mcyE e mcyG sdo
responsaveis pela incorporacdo de aminodcidos, o gene mcyF estd envolvido na etapa de
epimerizagdo, o mcyl na desidratacdo e o mcyJ na metilagdo da biossintese, enquanto que o mcyH
codifica para uma proteina putativa homoéloga a um transportador ABC, cuja funcdo especulativa
seria o transporte extracelular ou subcelular de microcistinas. A comparacdo entre o0s
agrupamentos de genes mcy, responsaveis pela producdo de microcistinas nos quatro diferentes
géneros de cianobactérias, ou seja, Microcystis, Planktothrix , Anabaena € Nodularia, mostraram
que a maioria dos genes estava em ordem diferente, nem todos os genes estavam presentes nos

quatro organismos e a identidade entre eles foi baixa (TILLETT, PARKER & NEILAN, 2001).

Inicialmente, as regides que codificam os dominios de adenilacdo do gene mcyB foram
consideradas as mais promissoras para serem usadas como alvo na amplificacdo de genes da
biossintese de microcistinas, uma vez que sao umas das responsaveis pelas diferentes isoformas
desta toxina. Assim, os primeiros conjuntos de oligonucleotideos iniciadores tiveram como alvo
parte das seqiiéncias de nucleotideos do dominio de adenilacdo do gene mcyB e foram
denominados FAA/RAA e corel/core2R (degenerados) (NEILAN et al., 1999; NISHIZAWA et
al., 1999). Embora esses dois conjuntos de iniciadores tenham mostrado boa correlacdo com a
producdo da toxina, foram observados vdrios problemas de especificidade por TILLETT,
PARKER & NEILAN (2001). Esses mesmos autores sugeriram que a falta de especificidade
poderia ser devido a alta identidade da seqiiéncia da regido de adenilacdo do gene mcyB com
outros dominios de adenilacdo de sintetases de peptideos ndo-ribossémicos (DITTMANN et al.,
1997; TILLETT; PARKER & NEILAN, 2001) e a ocorréncia de dominios multiplos de
adenilacdo em Microcystis sp. toxica e ndo toxica (NISHIZAWA et al., 1999).

Dessa forma, buscando um dominio de NRPS ndo comum, TILLETT, PARKER &
NEILAN (2001) confeccionaram um conjunto de iniciadores (MSF/MSR) que tinham como alvo
o dominio da N-metiltransferase (NMT), presente, somente, numa regidao do gene mcyA.

Utilizando esse dominio, BAKER et al. (2002) estudaram a determinagdo direta de cianobactérias
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potencialmente toxicas na represa de Malpas, na regido de Nova Inglaterra, Austrdlia. Esses
autores, além de detectar linhagens toxicas de Anabaena sp. e Microcystis sp. presentes no local,
mostraram, também, que ao longo do curso de suas floracdes, esses organismos apresentavam

mudancas nos tipos de célula e toxicidade.

Recentemente, seqiiéncias do gene mcyD (KAEBERNICK et al., 2002; OUAHID; et al.,
2005; RANTALA et al., 2004) e do mcyE (OUAHID; et al. 2005; RANTALA et al., 2004;
VAITOMAA et al., 2003) estdo sendo usadas para detectar a presenca de cianobactérias
potencialmente toxicas, inclusive em ambientes naturais. OUAHID et al. (2005) desenvolveram
uma metodologia capaz de distinguir Microcystis produtoras e ndo produtoras de microcistinas
pela amplificacio de seis seqiiéncias caracteristicas de sintetases de microcistinas do
agrupamento de genes mcy, trés delas correspondentes as NRPSs, genes mcyA, mcyB e mcyC, e
as outras trés correspondentes as PKSs, genes mcyD, mcyE e mcyG. Para isso, cinco novos
conjuntos de oligonucleotideos foram desenvolvidos e testados usando DNA purificado, cultura
de células e amostras ambientais. Os amplicons resultantes foram todos obtidos de Microcystis
produtoras de microcistinas, mas ndo foram obtidos nas ndo produtoras. Segundo esses autores,
esses resultados suportam a idéia de que a presenca de varios genes mcy em Microcystis pode ser
usada como critério para acessar o potencial de toxicidade em espécies de amostras ambientais,

contribuindo significativamente para simplificar os testes de toxicidade.

Novos conjuntos de oligonucleotideos iniciadores estdo sendo descritos na literatura
com freqiiéncia, principalmente diante do crescente aumento no conhecimento de genes
envolvidos na biossintese de cianotoxinas. Em vérios estudos usando alguns desses conjuntos de
iniciadores, a técnica da Reacdo de Polimerizagdo em Cadeia - PCR foi aplicada em amostras
ambientais, visando detectar precocemente floracdes de Microcystis potencialmente toxicas
(BAKER et al., 2001, 2002; LORENZI, 2004; NONNEMAN & ZIMBA, 2002; PAN et al.,
2002;). Estudos da diversidade, identidade e relacdes filogenéticas dos principais géneros de
cianobactérias produtoras de microcistina como Microcystis, Planktothrix e Anabaena podem ser
realizados também utilizando seqiiéncia do gene mycA para distinguir entre populacdes de
diferentes géneros potencialmente produtores de microcistinas (RINTA-KANTO, 2006) em

locais com elevadas concentra¢des de microcistina—LLR e determinar qual organismo dentro de
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uma populagdo pode ser responsdvel pela producdo de microcistina em regides espacialmente

separadas de um lago ou reservatorio.

A estrutura quimica de muitas cianotoxinas e seus efeitos adversos em animais tem sido
elucidada e recentemente revisada (SIVONEN & JONES, 1999). Entretanto, a atual funcao
fisiologica e a regulacdo das toxinas de cianobactérias permanecem um grande mistério. Estudos
em regulacdo e funcdo das cianotoxinas t€m sido focados nos seus efeitos no ecossistema, bem
como no efeito das varidveis ambientais na producdo das toxinas. Os autores discutem nesta

revisdo, hipoteses relativas a ecofisiologia das cianotoxinas.

Com os avangos em biologia molecular, tem sido possivel, recentemente, elucidar a
genética das vias biossintéticas de algumas destas toxinas e comecar a investigar a regulacdo da
sintese das toxinas em nivel molecular. Esta combinacdo de pesquisas ecoldgicas e moleculares é
parte de uma nova era de pesquisa na qual as interacdes no ecossistema sdo compreendidas em
termos de seus determinantes moleculares. Microcistinas e nodularinas s@o as Unicas cianotoxinas
na qual a via biossintética e o cluster génico foram identificados (DITTMANN & BORNER,
2005)

No Brasil, ainda s@o escassos os trabalhos com abordagem molecular das cianobactérias.
Aspectos toxicoldgicos e moleculares sdo abordados nas publicagdes de ANJOS et al. (2006) que
utilizaram a abordagem molecular para a confirmagdo de espécies toxicas utilizando a técnica de
PCR e amplificacdo da regido do mcyB em um episodio de floracdo de cianobactérias na represa
Billings — Sao Paulo, SP e de BITTENCOURT-OLIVEIRA (2003) sobre o uso do marcador
molecular mycB para a deteccdo de cianobactérias produtoras de microcistinas isoladas de 15

reservatorios artificiais eutroficos no sul, sudeste e nordeste do Brasil.

Trabalhos de cunho taxondmico que procuram estudar a variabilidade morfologica de
géneros e espécies encontrados no Brail com dados moleculares sao os de BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al. (2001) que estudaram a variabilidade genética de isolados brasileiros de
Microcystis aeruginosa utilizando o espaco intergénico da ficocianina, BITTENCOURT-

OLIVEIRA et al. (2007a e 2007b) que utilizaram as seqiiéncias de HIP; para estudar o
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polimorfismo em Microcystis panniformis e espécies de Geitlerinema, além de FIORE et al.
(2006) que estudaram a diversidade de cianobactérias fixadoras de nitrogé€nio isoladas de
sedimentos na regido amazonica baseada em critérios morfolégicos e seqiienciamento genético
do gene rRNA 16S e FIORE et al. (2007) descreveram um novo género de cianobactérias,
Brasilonema, de hébito subaerofitico, baseado no estudo de critérios citomorfologicos e de

seqiienciamento genético do gene rRNA 16S .

LORENZI (2004) em sua Dissertagio de Mestrado estudou a diversidade de
cianobactérias presentes na Represa Billings e Guarapiranga na Regido Metroplitana de Sdo
Paulo — SP, empregando a técnica de DGGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com
gradiente desnaturante) e constru¢do de uma mini-biblioteca de amplicons do gene de rRNA16S
e testou com sucesso o emprego do dominio da N-metiltransferase do gene mycA em linhagens de
Microcystis produtoras de microcistinas. SILVA (2006) também estudou a diversidade de
cianobactérias identificando 25 linhagens de cianobactérias isoladas de varios locais no Brasil
utilizando o espago intergénico (IGS) com suas subunidades flanqueadoras (cpcB) e (cpcA) do
operon da ficocianina e para avaliar o potencial da producdo de produtos naturais por
cianobactérias em 59 linhagens utilizando dois conjuntos de iniciadores degenerados para
produzir seqiiéncias amplificadas de sintetases de peptideos ndo ribossomicos (NRPSs) e de

sintases de policetideos (PKs).

2.4 CIANOBA CTERIAS E BALNEABILIDADE

Um importante aspecto na gestdo dos recursos hidricos estd relacionado aos usos
recreacionais dos corpos d“dgua, que em determinadas regides pode representar um importante
fator econdmio e social, aliado ao desenvolvimento turistico. Pouca atencdo tem sido dada pelas
autoridades gestoras de recursos hidricos de &dguas interiores aos impactos na saude pela
exposicdo as floracdes de cianobactérias em atividades recreacionais no pais. S3o escassos 0s
trabalhos enfocando estes aspectos, e apenas as dissertacoes de WOSIACK (2005) e SILVA,
(2005) citam esta problemadtica. Diversos manuais (CHORUS & CAVALIERI, 2000; SCOTTISH
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EXECUTIVE, 2002, ENVIRONMENTAL HEALTH UNIT, 2001; WHO 2003, AUSTRALIAN
GOVERNMENT, 2006), que sdo orientadores e ndo mandatdrios, t€ém enfocado as cianobactérias
em aguas recreacionais e apresentam conteudos generalizados usados como suporte para a
tomada de decisdo em niveis locais, de acordo com suas caracteristicas e especificidades, além de
contribuir para a ado¢do de abordagens mais uniformes em niveis nacionais e continentais.
Apesar dos muitos manuais publicados por diferentes 6rgdos publicos na drea de saude e meio

ambiente de diferentes paises, sdo poucos os trabalhos cientificos sobre o tema.

FRANK (2002), em intenso monitoramento de 155 lagos no sudoeste da Alemanha que
apresentavam floracdes de cianobactérias analisou nutrientes, toxinas e espécies do fitoplancton
dominantes e propds um esquema de monitoramento para lagos com a finalidade de protecio da
vida humana e rebanhos. Este estudo visou avaliar se os locais estudados estavam de acordo com

N

0os guias para protecdo de banhistas a exposicdo de cianobactérias toxicas daquele pais
(Bundesgesundheitsblatt, 1977 apud FRANK, 2002). O autor constatou que para 80% das
amostras que apresentavam dominancia de cianobactérias, os niveis de clorofila a e fosforo total
estavam acima dos valores orientadores para a prote¢dao de banhistas, que sao 40ug/L de fésforo

total e 40pg/L de clorofila a, respectivamente.

Vias de Exposicao

O manual da WHO (2003) considera trés vias de exposi¢do as cianobactérias em dguas
recreacionais:

° Contato direto de partes expostas do corpo, incluindo ouvidos, olhos, boca,

garganta e areas cobertas com roupa de banho que podem capturar e concentrar células;

° Ingestdo acidental de 4gua contendo células de cianobactérias;

. Inalagdo de dgua contendo cé€lulas de cianobactérias.

Uma via ndo muito considerada em exposicdes recreacionais € a atividade de pesca, seja

para consumo seja pesca esportiva, sendo que na pesca para consumo hd risco da
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biomagnifica¢do na cadeia tréfica. No Brasil, MAGALHAES et al. (2001; 2003) verificaram a
ocorréncia de microcistinas em visceras, musculo e figado de Tilapia rendalli, espécie bastante
consumida nas diversas regides do pais, em concentragdes proximas ou acima dos limites
estabelecidos pela Organizacio Mundial da Satdde para consumo didrio (IDT = 0,04 pg de
microcistina-LR.Kg-' de peso corpéreo), principalmente no tecido muscular, o mais consumido
pela populagdo. Na pesca esportiva, os riscos podem estar associados a manipulacdo do pescado e

aspiracdo de aerossais.

O manual da WHO (2003) considera que os efeitos na satide podem ser de dois tipos: 1)
sintomas principalmente irritativos provocados por substincias associadas com cianobactérias e
ainda ndo conhecidas e 2) perigos potencialmente mais severos de exposicdo as altas
concentracdes de cianotoxinas conhecidas, principalmente microcistinas. Neste contexto, um
unico valor orientador € inadequado e o guia associa alguns valores de células de cianobactérias e

clorofila a a probabilidade de ocorréncia de efeitos adversos a saude.

Exposicao por contato dérmico

Reagdes cutdneas alérgicas ou irritativas com varios graus de severidade tém sido
relatadas para exposicoes em dguas doces com elevadas densidades de Anabaena,
Aphanizomenon, Oscillatoria, Lyngbya entre outras espécies. Roupas de banho e tecidos
molhados tendem a agravar estes efeitos, pois podem acumular células entre suas fibras,
funcionando como um filtro e as células podem ser rompidas pelos movimentos da natagdo.
Estudos epidemioldgicos conduzidos por PILLOTO et al. 1997 apud WHO (2003) evidenciaram
que irritacdo na pele foi um sintoma freqiiente, porém mais relacionado com a densidade de
células de cianobactérias e ndo com as concentragdes de microcistina, sugerindo que estes

sintomas possam estar associados com outras substancias ainda ndo identificadas.
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Exposicao por ingestao e aspiracao

Essas vias de exposicdo sdo as que mais tém casos documentados de doengas em
humanos associadas com cianobactérias e envolvem um risco que pode ser estimado pela
densidade de células, conteudo das cianotoxinas e mecanismos de toxicidade, tanto para efeito
agudo quanto para exposi¢do cronica, principalmente para as microcistinas e neurotoxinas. O
numero baixo de casos registrados pode ser devido a falta de conhecimento sobre a toxicidade

das cianobactérias e seus sintomas, tanto pelos médicos como pelos pacientes.

De acordo com WHO (2003) os niveis de cianotoxinas aceitos em dguas recreacionais
ainda ndo sdo claros; poucos estudos sdo direcionados para avaliar a variabilidade do contetido de
toxinas ao longo do desenvolvimento das cianobactérias, apesar deste conhecimento ser
importante para a avaliacdo de risco. Este monitoramento € importante, pois a toxicidade
cumulativa das microcistinas representa um perigo para pessoas expostas regularmente as
floragdes e, se a concentracdo de toxinas mostra pouca variagdo durante vdrias semanas ou meses
de floragdes para certas espécies chave, predi¢des podem ser baseadas em contagens de células.
As andlises de toxinas, que tem um custo mais elevado ou uma complexidade analitica maior,
podem ser realizadas esporadicamente. A ado¢do de um unico valor orientador para cianotoxinas
nao € apropriado devido ao fato de que muitas cianotoxinas podem causar efeitos diferentes como

irritacdes dérmicas, alergias e perigos a satide mais graves como as hepatotoxinas e neurotoxinas

de efeitos agudos e cronicos.
Grande parte dos programas e manuais voltados para o monitoramento de cianobactérias

em aguas recreacionais continentais utiliza como valores orientadores os apresentados em WHO

(1998, 2003) constantes no Quadro 3.
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QUADRO 3 Valores orientadores para a protecio da saide humana em dguas recreacionais

(WHO, 2003)

PROBABILIDADE DE EFEITO ADVERSO A SAUDE

VALORES ORIENTADORES OU SITUACOES

Baixa — Nivel 1

Microcistina (ug/L) 2-4 (valor esperado)
Clorofila a (ug/L) 10
Células de cianobactérias (céls./mL) 20.000

Riscos a Saude

Efeitos adversos agudos (ex. irritagdes da pele e

sintomas gastrointestinais) sdo pouco provaveis

Acdes Recomendadas

Sinalizacdo e informacdo as autoridades pertinentes

Moderada — Nivel 2

Microcistina (ug/L) 20 (valor esperado)
Clorofila a (ug/L) 50
Células de cianobactérias (céls./mL) 100 000

Riscos a Saude

Efeitos adversos agudos resultam em irritagdes na pele e
sintomas gastrointestinais em baixas freqiiéncias;
potencial para efeitos cronicos, quando algumas

espécies estdo presentes

Acdes Tipicas

Procurar “escumas”, restringir banhos, sinalizar o local,
alertando para riscos moderados, informar autoridades

locais e posteriormente investigar os perigos.

Alta — Nivel 3

Microcistina (ug/L)

sem valores

Clorofila a (ug/L)

sem valores

Células de cianobactérias (céls./mL)

“escumas”’, milhdes de células.

Riscos a Saude

-Potencial para envenenamentos agudos severos;
-Potencial para enfermidades cronicas, dependendo da
espécie presente;

-Efeitos adversos agudos: irritagdes cutineas e

enfermidades gastro intestinais

Acdes Tipicas

Acdes imediatas para prevenir contato com a “escuma’,
sinalizar o local, alertando para riscos altos, informar as

autoridades locais.
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Os valores apresentados para as baixas probabilidades de efeitos adversos sd@o mais
voltados para a prevencdo dos efeitos alergénicos ou irritativos do que para a toxicidade da
cianotoxina, e os valores referenciados para a clorofila a e concentracdo de microcistina valem
para quando cianobactérias produtoras de microcistinas sdo dominantes no plancton. Esses
valores foram derivados do estudo de PILLOTO et al. 1997 apud WHO (2003). Neste grau de
exposicao, prover informacdes aos usudrios pode ser suficiente para prevenir riscos. Os valores
recomendados para microcistina estdo proximos dos valores de 1 pug/L de microcistina-LR
recomendados para dgua de consumo humano (WHO, 1998) em exposi¢cdes de mais longo prazo.

Neste nivel de ocorréncia, as autoridades de saide publica e ambientais ja devem ser informadas.

De acordo com WHO (2003), em moderada probabilidade de efeito adverso, os sintomas
irritativos sdo mais elevados e cianotoxinas podem ser impactantes a saude humana. Os valores
apresentados foram derivados de valores de referéncia provisorios de microcistinas-LR em agua
de consumo humano e outras cianotoxinas. O valor esperado de 20 pg/L de microcistina €
derivado do fato da floracdo ter como dominancia Microcystis com um conteido médio de toxina
de 0,2 pg/cel ou 0,4 pg/ug de clorofila a; este valor € 20 vezes maior do que o recomendado para
dgua de consumo humano e um valor muito préximo ao ingresso didrio toleravel (IDT) para um
adulto de 60 Kg que consome 100 mL de dgua enquanto nada. Com base nas informacdes
disponiveis para microcistina-LR, se um adulto de 60 Kg consumiu 100 mL de 4gua contendo 20
ng/L enquanto nadava, este nivel de toxina poderia resultar em um nivel de consumo préximo da
IDT de 0,04 ug/Kg de peso corporal. Criancas que podem se expor até 10 vezes mais para o IDT,
ou grupos de risco como portadores de hepatite B cronica. Em locais onde a predominancia das
floragdes € de Microcystis e Anabaena ha o risco de em poucas horas os valores multiplicaram-
se até mil vezes, elevando o risco de moderado para alto. Nestes casos, recomenda-se uma
inspecdo visual didria para detectar a formacao de “escumas”, além do monitoramento regular e
implementacdo de medidas preventivas com informagdes aos usudrios. Em dreas onde esta

situacdo ¢ freqiiente, a interdi¢do é recomendada.

Existem abundantes evidéncias de danos severos a satide associados com formagdes de
“escumas”, indicando uma probabilidade de efeito adverso alta; ocorréncias em animais suportam

esta hipétese ja que os registros de fatalidades em humanos associados com uso recreacional sdo
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raros. Concentracoes em milhdes de células s@o encontradas nesta situacdo e concentragdes
acima de 24 mg/L. de microcistina relatadas (CHORUS & FASTNER, 2001 apud WHO, 2003).
Riscos para as criancas que se banham em locais com formac¢do de “escuma” s@o ainda mais
intensos, baseados nas evidéncias que uma dose oral letal de microcistina-LR em ratos é 5000-
11600 png/L.Kg de peso corporal e a ingestdo de 5-50 pg de microcistina poderia causar danos

agudos no figado de uma criancga de 10 Kg.

No Guia “Blue-Green Algae (Cyanobacteria) in Inland Waters: Assessment and Control
of Risks to Public Health™ editado pelo “Scottish Executive Health Departament” (SCOTTISH
EXECUTIVE, 2002) sdo consideradas as implicacOes para a saude publica durante recreacao,
trabalho e exposi¢do pela dgua e alimentos. E citada nesta publicagcdo que, além da ocorréncia
comum na coluna d"dgua formando floragdes, as cianobactérias podem crescer no fundo de
corpos d“dgua rasos e margens, formando massas gelatinosas, que podem se destacar do fundo
flutuando pelo aprisionamento de oxigénio como produto da fotossintese em seu interior e podem

apresentar também riscos a balneabilidade.

Planos de Ac¢do Local - PAL — (“Local Action Plan” — LAP) sdo recomendados e
incluem a avaliacdo da natureza e intensidade das floracdes, avaliacdo de riscos para a saude
humana e animal, agdes resultantes destas avaliagdes e informacdo ao publico. As avaliagdes
devem incluir, quando apropriado: 1) inspecdes visuais da aparéncia pela cor, formagdo de
“escumas’ e aparéncia particulada da dgua no local, 2) monitoramento (amostragens e andlises) e
3) registro e avaliagdo dos resultados (SCOTTISH EXECUTIVE, 2002). A indicacdo de
monitoramentos sistemdticos de acordo com as caracteristicas das floracdes estd descrita no

Quadro 4.

28



QUADRO 4 Categorizacdo das dguas em termos de freqiiéncia e intensidade de floragdes e a

eficdcia das acdes de monitoramento (SCOTTISH EXECUTIVE, 2002)

CATEGORIA DESCRICAO DA FLORACAO MONITORAMENTO SISTEMATICO

1 Grandes populacdes de cianobactérias ocorrendo Naio indicado, acrescenta pouca informagio ao

sistematicamente ao longo do ano que ja € conhecido

2 Floragdes em curtos perfodos por vérios anos De algum valor; a habilidade de deteccdo de
floragbes em curtos periodos depende da

freqtiéncia do monitoramento

3 Floragoes intermitentes por curtos periodos De menos valor que a categoria 2; amostragens
muito freqiientes resultam em muitos resultados
negativos e a pouca freqiiéncia da amostragem

pode falhar em detectar floragdes rapidas

4 Nenhuma ocorréncia de floracdes Naio indicado

Para as categorias 1 e 2, quando a exposicdo as dguas recreacionais € persistente, pode
ser apropriado a colocacdo de avisos permanentes ou semipermanentes ao publico e efetuar
inspecdes ou monitoramentos para determinar o inicio e final do periodo de perigo. Para a
categoria 3, inspecdes visuais em intervalos determinados de acordo com os usos do local devem
ser efetuadas e para as categorias 3 e 4 quando as floracdes sdo transitorias e raras € a exposi¢do
humana ou animal € limitada, inspecOes visuais ou amostragens freqiientes ndo compensam o

custo.

Avaliacdes de risco em corpos d“dgua individuais incluem uma abordagem proativa,
contemplando programas de inspecdo e monitoramento com agdes preventivas especificas como
sinalizacdo, ou reativa como conseqiiéncia do aparecimento de floragdes ou suspeitas de
incidentes relacionados. Neste caso, devem ser considerados os usos da 4gua no momento, 0s
riscos associados e a necessidade de intervencdo (SCOTTISH EXECUTIVE, 2002). Também sao
definidas categorias de risco relacionadas aos diferentes usos que definem a probabilidade e a

extensao da exposicdo. (Quadro 5).
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QUADRO 5 Categorias de risco relacionadas aos usos da dgua (SCOTTISH EXECUTIVE, 2002,

adaptado)

CATEGORIA NATUREZA E INTENSIDADE DO USO

DE RISCO

Alto Aguas consumidas por pessoas ou animais ou usadas para atividades envolvendo imersdo ou
considerdvel contato com a pele.

Médio Aguas nas quais o risco de ingestdo de cianobactérias ou cianotoxinas é pequeno e contato com a pele
é pouco provavel

Baixo Aguas que sdo inacessiveis ou sdo utilizadas apenas para pesca ou atividades que ndo tenham contato

com 0 meio aquatico.

O manual “Cyanobacteria in recreational and drinking waters” preparado pela
“Environmental Health Unit Queensland Health” — Australia (QUEENSLAND GOVERNMENT,
2001) utiliza a metodologia de avaliacdo de riscos desenvolvida pela “National Academy of
Science” dos Estados Unidos, a “Health Risk Assessment” (HRA). Esta metodologia consiste

resumidamente nos seguintes passos:

1) Identificacdo do perigo — determinar o potencial das cianobactérias produzirem
efeitos adversos a satude e os niveis de células e toxinas presentes na dgua, pela coleta
de amostras e identificacdo das cianobactérias presentes e quantificacdo de suas células

e toxinas.

2) Avaliacdo da exposicdo — consiste em determinar o potencial para individuos
serem expostos pelas diferentes vias de exposi¢do, seu nivel e duracdo e levar em conta
outros fatores, como individuos suscetiveis, a presenca de material seco remanescente

das floracdes nas margens e aerossdis em praias que podem ser inalados.

3) Avaliacdo dose-resposta: a informagdo disponivel € limitada para niveis de
exposicdo que produzem efeitos adversos e ndo hd valores orientadores para dguas
recreacionais dos diferentes tipos de toxinas que sdo estabelecidos pela avaliacdo dose-

resposta para determinar a “Dose de Nenhum Efeito Adverso Observavel - DNEAO”
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4)  Caracterizac¢do do risco: quando os resultados do monitoramento excedem valores
orientadores ou niveis de alerta, contemplados em manuais, hd um aumento do risco
para efeitos adversos a saude. A extensdo nos quais os niveis sdo excedidos, ird
determinar amplamente a probabilidade de efeitos adversos na populagdo exposta.
Como toda a avaliagcdo de risco contempla incertezas, no caso de cianobactérias, estas
estariam mais associadas aos niveis varidveis de células de cianobactérias e toxinas no
ambiente para as dguas recreacionais; nesta etapa, todas as fontes de incerteza devem
ser identificadas para permitir, quando necessdrio, o estabelecimento de estratégias

apropriadas para a minimiza¢do dos riscos.

O manual do ‘“National Health and Medical Research Council” da Austrilia
(AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2006) também utiliza uma abordagem preventiva de manejo
de risco para 4guas recreacionais, enfocando a avaliacdo e manejo dos perigos e eventos
perigosos, que é consistente com a abordagem desenvolvida pela World Health Organization —
WHO em seus manuais. Define “perigo” como “um agente fisico, quimico ou biolégico que tem
o potencial para causar danos (i.e. perda da vida, lesdes ou doencas)” e “evento perigoso” como
“um incidente ou situacdo que pode levar a presenca de um perigo (i.e. que pode acontecer e
como acontece)”. Neste contexto, a presenca das cianobactérias no ambiente é um potencial
perigo e a formacdo de floracdes e “escumas” um evento perigoso. Sobre a avaliacio de risco, as
diretrizes contidas nos guias requerem que o risco seja reduzido a um nivel tolerdvel mais do que
sua eliminacdo, o que € impossivel. Determinar riscos envolve considerar a probabilidade de que

um perigo ou evento perigoso ird ocorrer € as conseqiiéncias que ele provoca, estabelecendo

prioridades de intervencao.

Diferentemente do manual da WHO (2003), o “Guia para manejo de riscos em dguas
recreacionais” (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2006) propde dois niveis baseados em
exposicdo as cianobactérias em dguas recreacionais. A diferenca deste ultimo estd na eliminac¢ao
do nivel de mais baixo risco (20.000 céls./mL), pois este ndo foi considerado significante.
Estudos de PILLOTO et al. (2004) concluiram que apenas 20% de voluntdrios expostos ao
extrato de cianobactérias apresentaram sintomas irritativos ou alergénicos leves, que foram

resolvidos sem tratamento.
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O Nivel 1 deste Guia € baseado na probabilidade de efeitos adversos na satde, resultantes
da ingestdo de toxinas conhecidas como a microcistina € o Nivel 2 na probabilidade de aumento
de efeitos adversos ndo especificos, como os respiratrios, alergénicos e irritativos para a
exposicdo a altas densidades de células de cianobactérias em geral, sem levar em conta a
presenca de toxicidade ou toxinas conhecidas. Os valores orientadores para o Nivel 1 de
microcistinas totais foram originados de estudos toxicoldgicos em animais (porcos) — baseados na
Dose de Minimo Efeito Adverso Observdavel - DMEAO para microcistina-LR de 100 ug/Kg de
peso do corpo por dia, derivado do estudo de KUIPER GOODMAN et al. 1999 apud
AUSTRALIAN GOVERNMENT (2006) para uma exposi¢do de curta duracdo (14 dias) a

microcistina via ingestao em adultos e criangas.

Para corpos de dgua doce, utilizados para fins recreacionais ndo devem ser excedidos os
valores de 10 pug/L de microcistinas totais (valor derivado da exposi¢do em criangas, medido
como microcistinas totais e que foram expressos como equivalentes de toxicidade para
microcistina-LR) ou 2>50.000 céls./mL de Microcystis aeruginosa toéxica (conversdo da
concentracdo de microcistina para densidade de células de Microcystis aeruginosa, considerando
2 x 107 ug de microcistina total/célula, para o valor mais restritivo, que é para criangas) ou
biovolume equivalente > 4 mm7/L (biovolume aproximado equivalente a 50.000 céls./mL de
Microcystis aeruginosa) para todas as cianobactérias, quando um produtor de toxina é dominante.
No Nivel 2, que considera a ocorréncia de cianobactérias em geral, apenas a contagem de células
foi levada em consideracdo por sua avaliacdo mais simples e rdpida e o valor orientador é 10
mm’/L de biovolume celular de cianobactérias em geral, derivado dos estudos de STEWART

(2004) apud AUSTRALIAN GOVERNMENT (2006).

STEWART et al. (2006) fizeram extenso trabalho de revisdo de literatura sobre os
efeitos da exposicdo recreacional e ocupacional as cianobactérias de dgua doce. Apesar de ndo
trabalharem com artigos de jornal, citam duas reportagens que descrevem o Unico relato de morte
relacionada a exposicdo de cianobactérias por atividades recreacionais, quando autoridades
americanas concluiram que um adolescente morreu devido a ingestdo de anatoxina-a em um lago

de um campo de golfe. Posteriormente, alguns autores questionaram os resultados destas andlises
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(CARMICHAEL et al., 2004 apud STEWART et al., 2006).

Uma série de doengas e sintomas associados ao contato com cianobactérias foi descrita
por diversos autores, como comentado em STEWART et al. (2006) sendo as mais freqiientes
febres, como a febre-do-feno, erup¢des cutaneas com prurido e sintomas gastrointestinais, além
de respostas alérgicas, dores de cabeca, pneumonia, febre, mialgia, vertigem e vesiculas na boca.
Para o autor, as principais vias de exposi¢do sdo pelo contato direto com a pele e mucosas, por

inalacdo e ingestao, seja acidental ou deliberada.

Casos sintomdticos em vdrias partes do mundo (ndo ha nenhum caso relatado no Brasil)
sdo apresentados nesta revisio, que procura prover informac¢des sobre o ano de ocorréncia com
relatos desde 1934 até 2003, local, nimero de pessoas afetadas e idade, atividade que estavam
praticando, sintomas, organismo dominante, tempo decorrido para apresentacdo dos sintomas e
duracdo, andlises realizadas para o diagndstico e demais ocorréncias associadas, como mortes de
animais. Foram sete relatos de nadadores que apresentaram sintomas como febre-do-feno
(conjuntivite, rinite e espirros); 13 relatos de sintomas cutdneos em nadadores, praticantes de
esportes nduticos, pescadores e coletores; oito relatos para sintomas gastrointestinais (ndusea,
vOmitos, diarréias, dores abdominais) em atividades de nado, queda acidental no lago e recreagao.
Sintomas de resfriados e gripes (febre, dor-de-cabeca, mialgia, artralgia, dor-de garganta,
sintomas respiratorios e gastrointestinais) foram oito relatos também para nadadores e praticantes
de windsurf e, sintomas mistos em 18 relatos principalmente em nadadores, esquiadores,
velejadores e canoagem. Muito dos casos de reacdes cutineas apresentadas podem estar
relacionados a hipersensibilidade de alguns individuos j4 predispostos, especialmente criangas,

pois casos em massa Sa0 mais raros.

ExposicOes ocupacionais sdo raras e relacionadas com coletores de dguas, porém ha dois
casos bem conhecidos e que também estdo citados nesta revisdo que envolveram soldados
britanicos e marinheiros conduzindo canoas em dguas com fortes floracdes de Microcystis spp e

Oscillatoria.

Em relacdo aos estudos epidemiolégicos, STEWART et al. (2006) citam seis estudos de
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exposicdo recreacional as cianobactérias, trés estudos na Inglaterra de prevaléncia (seccionais ou
transversais) que, sem levar em conta os acontecimentos passados ou futuros, medem a suposta
causa e respectivo efeito em dado momento ou lapso de tempo, um estudo de caso-controle na
Austrélia que parte de um conjunto de casos ja diagnosticados da doenca em foco e dois estudos
de coorte, também na Austrélia, que € a observacdo de determinado grupo de pessoas através do
tempo com o objetivo de estabelecer as possiveis associacdes entre a exposicao e a freqiiéncia no
aparecimento da doenga em foco. Nos trés primeiros casos, foi feita a aplicagdo de questiondrios
com informagdes de exposi¢do e sintomas associados de uma floragdo que ocorreu 14 dias antes
do recebimento. No estudo de caso-controle, sintomas gastrointestinais e dermatoldgicos foram
identificados em cada usudrio das principais fontes de dgua para uso doméstico e recreacional
(sem contato, contato direto com dgua do rio e contato com outras fontes) semanas antes. Nos
dois ultimos estudos, de coorte, pessoas expostas pré-selecionadas de locais onde ocorreram
floragdes anteriores tiveram seu grau de exposi¢do determinados e foram seguidas no tempo para
avaliar o desenvolvimento dos sintomas. O ambiente foi avaliado quando da presenca das
cianobactérias no dia do recrutamento para o estudo e grupos que nunca tiveram contato com a
dgua ou que se banhavam em locais sem cianobactérias foram os controles; em ambos, 0s
entrevistados completaram um questiondrio para determinar as atividades recreacionais, doencas
recentes e cronicas; STEWART et al. (2006) usaram categorias de exposicdo: baixa,
intermedidria e alta, de acordo com a presenca de cianobactérias no local. Uma sintese dos
estudos encontra-se descrita no Quadro 6, enfocando suas vantagens e desvantagens, que poderao

ser mais bem avaliadas no trabalho de STEWART (2004).

Muitas doencas relacionadas com a dgua podem ter seus sintomas confundidos com os
das cianobactérias, o que dificulta a avaliacdo dos sintomas diretamente relacionados a elas; tais
como: esquistossomose, infecccdo por bactérias gram-negativas como, por exemplo,
Pseudomonas aeruginosa, doengas gastrointestinais causadas por Shighella, Escherichia coli,
viroses como causadas pelo virus de Norwalk, amebiases e infec¢des por Leggionella. No Brasil,
ndo hd publicacdes de estudos epidemioldgicos realizados com cianobactérias em aguas
recreacionais, apenas hd evidéncias no trabalho de TEIXEIRA et al. (1993) que apontam as
toxinas produzidas pelas cianobactérias como o agente responsdvel por uma epidemia de

gastrenterite na regido de Paulo Afonso, Bahia e o estudo de coorte prospectivo dos pacientes de
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hemodialise em Caruaru, Pernambuco (JOCHIMSEM, 1998).

A maioria dos estudos relacionados com a exposi¢cdo de humanos as cianobactérias e os
efeitos na saude contemplam poucas evidéncias para a elaboracdo de valores seguros para a
exposicdo. STEWART et al. (2006) comentam na conclusdo de sua revisdo que a verdadeira
incidéncia de doengas agudas relacionadas com cianobactérias associadas a exposi¢do
recreacional ainda € desconhecida, pois muitos sintomas sio ténues e o tratamento médico ndo €
procurado; hd uma lacuna entre a aten¢do primadria, sintomas e sinais ndo especificos que levam a

um sub-diagndstico.

Um importante avanco na compreensdo dos impactos na saide humana vem da
toxicologia, pois a maioria das toxinas tem sido intensamente estudada e caracterizada e trabalhos
envolvendo toxicologistas e epidemiologistas irdo refinar o conhecimento. O autor afirma: “A
epidemiologia da exposicdo recreacional as cianobactérias estd incompleta no presente”. Todas as
abordagens da epidemiologia com suas vantagens e desvantagens, identificacdo de biomarcadores
de exposicdo, susceptibilidade e efeitos, devem levar no futuro ao aperfeicoamento da percep¢ao
dos riscos para banhistas em dguas com cianobactérias. O conhecimento dos estudos e
metodologias aplicadas em outros paises poderd subsidiar futuros estudos em nosso pais que tem

apresentado elevada incidéncia destes organismos em dguas recreacionais interiores.
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QUADRO 6 Sintese dos estudos epidemiolégicos realizados com cianobactérias em dguas recreacionais.

Fonte: STEWART (2006).

PAIS, ANO DO POPULACAO SINTOMAS
METODOLOGIA VANTAGENS/DESVANTAGENS
ESTUDO E AUTOR ESTUDADA (n) REGISTRADOS
estudo de 246 (usuarios
Inglaterra, 1990, ) Vantagem: razodvel custo/beneficio; podem ser aplicados no o Resultados
prevaléncia recreacionais e
PHILIPP apud momento da floracdo; estatisticamente nao
(seccionais ou individuos controles
STEWART (2006) Desvantagem: Dificuldade de avaliar exposicdes prévias relevantes
transversais); nao expostos)
estudo de 363 (usuarios
Inglaterra, 1990, Resultados
prevaléncia recreacionais e
PHILIPP apud Idem ao anterior estatisticamente ndo
(seccionais ou individuos controle
STEWART (2006) relevantes
transversais); nao expostos)
estudo de 246 (usuarios
Inglaterra, 1990, Resultados
prevaléncia recreacionais e

PHILIPP et al. apud

(seccionais ou

Idem ao anterior

individuos controle

estatisticamente nao

STEWART 2006 relevantes
transversais) nao expostos)
Vantagem: podem ser aplicados no momento da floragéo;
Australia, 1992, EL
investigam episddios esporddicos; neste caso, foi realizado por
SAADI et al. apud
médicos, 0 que evitou o autodiagndstico. Resultados

STEWART, 2006;
floracao de Anabaena
circinalis ao longo do

rio Murray

estudo de caso-

controle

Desvantagem: falsas medidas (autodiagndstico, o resultado ja
ocorreu quando do questiondrio); dificil identificar os grupos,

especialmente em grandes cidades.

Aprox. 48

estatisticamente nao

relevantes




LE

PAIS, ANO DO
ESTUDO E AUTOR

POPULACAO SINTOMAS
ESTUDADA (n) REGISTRADOS

METODOLOGIA VANTAGENS/DESVANTAGENS

Australia, 1995,
PILOTTO e et al. apud
STEWART, 2006

Vantagem: habilidade para determinar a doenga no inicio e

estudé-la no ambiente.
Aumento dos sintomas em
Desvantagem: podem ser caros e usar muitos recursos; a
7 dias apds exposigdo a
estudo de coorte  biomassa de cianobactérias coletadas no momento da avaliacdo 338 (sem exposicdo
) ) mais que 5000 céls./mL de
prospectivos da exposi¢do pode mudar no tempo e ndo corresponder a prévia ou sintomas)
banhistas versus ndo-
predicdo; necessidade de registros histdéricos precisos com

informagdes dos resultados de interesse e informagdes da banhistas
exposi¢ao.
1331 (1131 sem Aumento de sintomas
Austrélia e Estados sintomas anteriores respiratdrios fracos e
Unidos, 1992-2002, estudos de coorte e 1149 sem outros sintomas em 3 dias
STEWART et al. apud prospectivos sintomas ap0ds exposicao.
STEWART, 2006 respiratérios >12 mmZcéls./mL versus

anteriores) <2,4 mm2céls./mL )




Sao poucos os relatos sobre sintomas ou mortes em banhistas no pais relacionados com
ocorréncia de cianobactérias. TEIXEIRA et al.(1993) relatam a ocorréncia de 2000 casos de
gastroenterite no recém preenchido reservatorio de Itaparica, Bahia, em um periodo de 42 dias,
quando 88 resultaram em morte. Na investigacdo das potenciais causas, foi identificada uma
grande populagdo de cianobactérias toxicas no manancial localizado na drea afetada apontada
como o principal agente. YUNES et al. (1996) relataram a presenca de floragdes de Microcystis
aeruginosa que provocaram irritagdes cutdneas na pele de pescadores nativos no estudrio da
Lagoa dos Patos (RS). WOSIACK (2005) em sua dissertagdo de Mestrado sobre a presenca das
cianobactérias em uma praia artificial no Reservatorio de Itaipu (PR) verificou, ao enquadrar o
ambiente estudado pela Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005), que em um més

amostrado, a classificacao Classe 2 ndo permitiu atividades primérias de recreacdo.

No Estado de Sdao Paulo ha relato de sintomas apresentados por um competidor de
triathlon no reservatério de Barra Bonita em 2006, quando foram encontradas 4.000.000 e
3.900.000 de células de cianobactérias/mL e 89,12 ug/LL e 424,6 ug/LL de microcistina pelo
método ELISA, respectivamente (COMPANHIA DE TECNOLOGIA DE SANEAMENTO
AMBIENTAL — CETESB - comunicagao pessoal).

A CETESB, empresa responsavel pelo controle da poluicdo no Estado de Sdo Paulo
(CETESB, 2007) mantém um programa de Balneabilidade de lagos que estd estruturado para
atender as especificacdes da Resolugdo CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2000), que define
critérios para a classificacdo de dguas destinadas a recreagdo de contato primério. Para a
classificacdo das praias em Excelente, Muito Boa, Satisfatoria e Imprépria, esta legislacao utiliza
as densidades de coliformes termotolerantes ou Escherichia coli resultantes de andlises feitas em
cinco semanas consecutivas em uma abordagem mais voltada para os aspectos sanitdrios. De
acordo com esta resolucdo, uma praia pode ser considerada imprépria também quando ocorrerem
circunstancias que desaconselham a recreacdo de contato primdrio, e dentre estas estdo
mencionadas as floracdes de algas ou outros organismos, até que se comprove que nao oferecem
riscos a saide humana. A recreacdo de contato primdrio € caracterizada quando existir o contato
direto do usudrio com os corpos de dgua como, por exemplo, atividades de natacdo, esqui

aquatico e mergulho.
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O monitoramento realizado pela CETESB contempla 33 pontos de amostragem em
praias interiores, 21 deles localizados nos dois principais reservatorios da Regido Metropolitana
de Sdo Paulo, Billings e o do Guarapiranga. Sdo realizadas apenas andlises bacterioldgicas
colimétricas, atendendo a Resolugdo CONAMA 274/2000, nao contemplando a quantificagdo das
cianobactérias, que sdo apenas detectadas quando formam floragdes superficiais. Foi
desenvolvido pela CETESB um Indice de Balneabilidade — IB para facilitar o entendimento da
populacdo, que € baseado numa qualificacdo anual das praias, indicando uma tendéncia de
qualidade a partir das andlises mensais de coliformes termotolerantes. Os resultados do Relatério
de Qualidade das Aguas Interiores da CETESB para 2006 (CETESB, 2007) para as Praias dos
Reservatdrios Jaguari, Cachoeira e Atibaia em um total de 6 pontos e que s@o os monitorados na
UGRHI 5 por este programa, mostraram indices de Balneabilidade de Otimo a Bom, com uma
classificacdo Propria para o banho em 100% do tempo, apenas levando em consideracdo a
avaliacdo de Escherichia coli. Somente nas praias dos Reservatorios Billings e Guarapiranga
foram feitas observagdes visuais sobre a presenca de algas, cuja presenca tornou algumas

impréprias em determinadas épocas do ano.

Com relacdo aos potenciais efeitos das cianotoxinas na saide humana, no Brasil, a
Portaria 518/2004 (BRASIL, 2004), que dispde sobre qualidade de dgua para consumo humano,
contempla as cianobactérias, exigindo seu monitoramento nas tomadas d’dgua das captacdes e
andlise de suas toxinas, estabelecendo limites maximos de concentracdo aceitdveis para
microcistina. Para atendimento ao padrio de potabilidade, exige-se apenas a andlise das
microcistinas com o VMP de 1,0 pg/L. Para as demais cianotoxinas hd apenas a recomendacdo
de seu monitoramento e indicacdo de valores maximos permitidos. Também a Resolugdo
CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) que dispde sobre a classificacdo dos corpos de dgua e
diretrizes ambientais para seu enquadramento, estabelece os valores densidade de células de
cianobactérias, clorofila a e fésforo total (Quadro 7). Esta legislac@o define recreacdo de contato
primario como aquela de contato direto e prolongado com a dgua (natagdao, mergulho, esqui-
aqudtico) na qual a possibilidade do banhista ingerir d4gua € elevada e recreacdo de contato
secundario com aquela associada as atividades em que o contato com a agua € esporadico ou

acidental e a possibilidade de ingerir 4gua € pequena (pesca e na navegagao).
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QUADRO 7 Classificagdo dos corpos d“dgua e diretrizes para o enquadramento de acordo com a

Resolugdo CONAMA 357/2005 para dgua doce.

CLOROFILA a CIANOBACTERIA FOSFORO TOTAL
CLASSES X L L
(ug.L) (céls.mL™) (mg.L™)
1 abastecimento apds tratamento
0,020 (1éntico)
simplificado, recreacdo de contato
10 20.000 0,025 (interm.)

primdrio, irrigacdo de hortalicas
0,1 (16tico)
consumidas cruas.

2 abastecimento apds tratamento

convencional, recreacio de contato 0,030 (Iéntico)
o ) 3 50.000

primdrio, irrigacdo de hortalicas e 0,050 (interm.)

frutiferas, aqiiicultura e pesca.

3 abastecimento apds tratamento

100.000 0,05 (Iéntico)
convencional ou avancado, recreagdo
) 50.000 (dessedentag@o de 0,075 (interm.)
de contato secunddrio, dessedentagcdo
o animais) 0,15 (I6tico)
de animais.
2.5 RESERVATORIO SALTO GRANDE - CARACTERIZACAO GERAL,

COMUNIDADE FITOPLANCTONICA E CIANOBACTERIAS

O reservatério Salto Grande encontra-se localizado na Bacia do Rio Piracicaba,
pertencente ao 5° grupo de Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGRHI) do
Estado de Sdo Paulo e é formado pelo Rio Atibaia em sua porcdo inferior, um corpo d’dgua
classificado como Classe 2. As dguas do reservatdrio destinam-se, principalmente, a recreacdo de
contato primério e secunddrio e geragdo de energia elétrica e influenciam a qualidade da dgua das
captagdes de Americana e Piracicaba, localizadas a jusante. Recebe grande aporte de efluentes
domésticos e industriais pontuais e agricolas difusos de municipios a montante, especialmente de
Campinas e do Po6lo Petroquimico de Paulinia. Diversos estudos foram realizados para
caracterizar este corpo hidrico, e os principais encontram-se sumarizados em ESPINDOLA et al.

(2004). As principais caracteristicas estdo descritas no QUADRO 8.
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DEBERDT (2002) estudou as cianobactérias e cianotoxinas no reservatorio de Salto
Grande — Americana, SP em trés escalas. No macrocosmo (ambiente) determinou a ocorréncia de
cianobactérias expressa em organismos/mL relacionada aos fatores ambientais em amostras
coletadas em 3 meses chuvosos (janeiro/fevereiro/mar¢co de 1998) e 4 meses de seca
(junho/julho/agosto/setembro de 1998) em pontos de coleta localizados no meio do reservatorio e
préoximo da barragem. Também avaliou seu potencial toxico pela andlise de microcistina-LR. Os
estudos de mesocosmo envolveram manipulacdo da razdo N/P em tanques fechados, contendo
agua do reservatdrio no periodo de seca para verificar sua influéncia na ocorréncia das classes
fitoplanctonicas. Os estudos de microcosmo foram realizados com culturas de cepas de
Microcystis aeruginosa isoladas do local para testar efeitos da reducdo de fésforo e aumento da
razdo N/P no crescimento e producdo de toxinas. As maiores concentragdes de clorofila a,
densidade fitoplanctonica, incluindo as cianobactérias nas estagdes amostradas, ocorreram no
inverno, periodo em que foram verificadas as menores vazdes. Em geral as cianobactérias foram
predominantes com relacdo as demais classes de algas fitoplanctonicas e foram relacionados 19
tdixons de cianobactérias. Os tdxons mais abundantes foram Pseudanabaena mucicola,
Microcystis aeruginosa e Anabaena crassa (ANEXO 3). Em sintese, a autora concluiu em seu
trabalho que a estrutura da comunidade fitoplanctonica no Reservatorio Salto Grande nos pontos
amostrados foi governada pela estabilidade da coluna d dgua, disponibilidade de luz subaquatica,
mobilidade dos organismos e interacOes bioldgicas, e que o desenvolvimento de Microcystis
aeruginosa pode ter sido favorecido mais pela alta estabilidade da coluna d"dgua do que pelas
concentracdes de nutrientes. Houve, também, correlacdo positiva entre a concentragdo de
microcistina e a densidade de cianobactérias, porém, nio foi avaliada naquele estudo a relagdo
com o numero de células de cianobactérias e biovolume celular, dados ainda inéditos neste

ambiente.

TUCCI et al. (2004) realizaram uma sintese das dissertagdes e teses que abordaram a
comunidade fitoplanctonica no reservatério Salto Grande, analisando dados de cinco autores que
realizaram estudos entre os anos de 1997 e 2000 com diferentes periodicidades de amostragens,
em distintos pontos de coleta e profundidades. Os trabalhos que quantificaram o fitoplancton e as
cianobactérias expressaram os resultados em organismos/mL e Unidade Padrdo de Area (UPA).

Em uma sintese dos resultados apresentados, as cianobactérias compreenderam 61 tdxons
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identificados com destaque para a elevada presenca de espécies potencialmente téxicas como
Microcystis aeruginosa, Microcystis spp., Anabaena spp. e Cylindrospermopsis raciborski. As
cianobactérias dominaram nos diferentes periodos de estudo, especialmente nas por¢des mais
lénticas do reservatorio, porém diferiram quanto aos aspectos sazonais pelos vdrios autores, ora
com domindncia apenas no verdo, ora com dominancia ao longo de todo o ano com picos no
verdo e quedas no inverno. Essas diferencas podem ser explicadas pelas diferentes peridiocidades
das amostragens, como as de curto prazo (nictimerais e semanais) ou mais de longo prazo

(mensais, semestrais ou anuais).

SOUZA (2000) que estudou a comunidade fitoplanctonica com freqii€ncia semanal
durante trés anos, relata a dominéncia das cianobactérias ao longo do ano sem variagdo sazonal
marcante, caracteristica de reservatorios em avancado processo de eutrofizacdo. As floracdes de
Microcystis spp foram mais prolongadas no inverno, quando sdo registrados os menores valores
de precipitagdo e ventos menos intensos, o que provocaria maior estabilidade da coluna d“agua.
Uma importante considerac@o levantada pela autora foi a hipétese das macréfitas funcionarem
como barreiras protetoras contra ventos e correntes e contribuirem para o aumento das floragdes

de Microcystis spp, especialmente nas margens.

COSTA (1998) estudou a ocorréncia do género Microcystis no periodo de chuvas no
reservatorio Salto Grande com coletas quinzenais e andlises de algumas varidveis fisicas,
quimicas e contagem de organismos, em dois pontos de coleta, um na Praia dos Namorados e
outro na Praia Azul, que estdo proximos aos dos amostrados no trabalho de SOUZA (2000) e
DEBERDT (2002), ou seja, localizados na por¢ao central do reservatorio. A autora constatou que
a varidvel fosforo foi indicadora de eutrofizacdo no reservatério e a relacionou com a freqiiente
ocorréncia de floragdes de Microcystis no periodo estudado, concluindo que a predominancia das
floragdes nos dois pontos amostrados € favorecida pela posi¢do geografica dos pontos de coleta,
que concentra os organismos devido a predominancia dos ventos. Os ventos predominantes nos
trechos médio e inferior da sub-bacia do Atibaia sdo predominantes na dire¢do NE/SO (SOUZA,

2000 apud ESPINDOLA et al., 2004a)

HONDA (2005) estudou cepas Microcystis aeruginosa em cultivo isoladas do
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reservatério Salto Grande e foi o Unico a realizar um estudo taxondmico mais aprofundado, pois
os trabalhos até entdo realizados neste local sdo de cunho ecoldgico e apresentam apenas listagem

dos téxons, sem ilustragdes e caracterizacao morfoldgica e morfométrica.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral:

Elaborar um plano de monitoramento para cianobactérias com fins recreacionais no
local estudado com informacdes bioldgicas, ecoldgicas e toxicoldgicas, que poderd ser
utilizado em ambientes dulciaqiiicolas nas demais regides do Estado de Sao Paulo.
Objetivos especificos:

1. Realizar levantamento qualitativo das cianobactérias no reservatorio Salto Grande.
2. Realizar levantamento quantitativo de cianobactérias no reservatério Salto Grande
para que se possa fazer um diagnéstico de sua ocorréncia espacial e temporal nos pontos

amostrados, associadas a determinados fatores ambientais.

3. Determinar o potencial de toxicidade relacionado a presenca das microcistinas na

dgua bruta e nas linhagens isoladas.
4. Detectar e caracterizar molecularmente cianobactérias potencialmente téxicas

isoladas de amostras ambientais pelo uso de marcadores moleculares taxondmicos e

genes envolvidos com a biossintese de toxinas.
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4 METODOLOGIA

4.1 AREA DE ESTUDO, ESTACOES DE AMOSTRAGEM E COLETAS

O estudo foi desenvolvido no reservatério Salto Grande Salto Grande no municipio de
Americana, SP (Figura 2). Os pontos de coleta foram alocados em locais com maior freqiiéncia
de banhistas em frente ao late Clube de Americana (S22°437°13,9”"; W47°16722,9”” - Altitude:
545m) e na Praia dos Namorados (S22°42715,3”"; W47°16°00,3"" - Altitude: 550m). O
reservatorio Salto Grande tem sido amplamente estudado em suas caracteristicas limnoldgicas
que foram detalhadamente descritas em DEBERDT (2002) e ESPINDOLA et al. (2004) e
sumarizadas no QUADRO 8.

Foram realizadas coletas mensais ao longo de 11 meses para cobrir eventos sazonais de
seca e cheia que influenciam o aparecimento das floragdes, sempre aos domingos para observar a
utilizacdo do reservatdrio para fins recreacionais. As amostras foram coletadas com balde de
inox, subsuperficiais e em 2 réplicas. Foram registradas as condicdes climdticas e os principais

usos recreacionais na hora das coletas. Estas observacdes encontram-se no Anexo 2.

As coletas, conservacdo e transporte das amostras foram realizados de acordo com as

recomendacdes técnicas descritas em CETESB (1987).
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QUADRO 8 Informagdes gerais sobre o reservatério Salto Grande (DEBERDT, 2002;

ESPINDOLA et al., 2004)

PARAMETROS VALORES
Localizagao Americana — SP
Latitude 22°43
Longitude 47°16°
Elevagdo (m) 530
Principal rio Rio Atibaia
Area de drenagem 2.770 km?
Area minima inundada 10,55 km?
Area maxima inundada 13,80 km?
Perimetro do reservatdrio 64 km
Profundidade maxima 19m
Profundidade média 9,2 m
Comprimento do reservatdrio 17 km
Volume méximo do reservatério 106 x 10° m3
Vazdo maxima 37,1 m3/s
Tempo médio de retengdo da dgua 30 dias

Tipo de circulagdo Polimitico

Uso principal

Geracdo de energia elétrica

Capacidade nominal

30,0 MW

Capacidade efetiva

33,6 MW

Geracdo média

9,0 MW

Tomada de dgua

Barragem (porg¢do inferior)

Altura da barragem

25m

Comprimento da crista 228 m
Numero de comportas 3
Numero de geradores 3
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Figura 2 Reservatoério Salto Grande - Pontos de coleta na Praia dos Namorados (1) e no late
Clube (2), o Rio Atibaia (3), barragem (4), dire¢do do vento (5). (Fonte: Google Earth, acesso em
15/11/2006, as 17:00hs).

A regido onde estd situado o reservatério Salto Grande faz parte da Regido
Metropolitana de Campinas — RMC, considerada um dos maiores aglomerados urbanos do
Estado, com aproximadamente 2,5 milhdes de habitantes distribuidos por 19 municipios. O
intenso crescimento urbano e industrial das ultimas décadas aliado a modernizacdo das praticas
agricolas afetou significativamente a qualidade ambiental da regido, deixando os recursos
hidricos em situagdo bastante critica, ndo apenas em relacdo aos aspectos de quantidade, mas
também de qualidade. Como reflexo principalmente da falta de coleta e tratamento de esgotos

domésticos despejados durante anos nos corpos hidricos sem tratamento adequado e também da
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falta de uma politica de controle da eutrofizacdo para promover uma remocdo efetiva de
nutrientes dos efluentes domésticos, industriais, agricolas, os corpos hidricos da regido
encontram-se em avangado processo de eutrofizacdo, com destaque para o reservatério Salto

Grande, classificado como hipereutréfico.

O reservatorio Salto Grande, localiza-se na por¢do mais baixa do rio Atibaia e faz parte
da Sub-bacia do Atibaia, uma das formadoras da Bacia do rio Piracicaba, pertencente a Unidade
de Gerenciamento de Recursos Hidricos 05— UGRHI 05, que abrange um total de 62 municipios
e uma drea de drenagem de 15.303,67 kmz, com 92,6% de sua area localizada no Estado de Sao
Paulo e 7,4% no Estado de Minas Gerais. Informagdes detalhadas sobre as Bacias Hidrogréficas
dos Rios Piracibaba, Capivari e Jundiai e da UGRHI 05 encontram-se nos Relatorios de Situacio
e Planos de Bacia (CBH-PCJ, 2000; CBH-PCJ, 2001; CBH-PCJ, 2004a; CBH-PCJ, 2004b) e
Relatério de Qualidade das Aguas Interiores da CETESB (CETESB, 2007). A disponibilidade
hidrica da sub-bacia do Atibaia € considerada critica, pois parte de seus recursos hidricos que
contemplam um sistema de reservatorios em suas cabeceiras € revertida pelo sistema Cantareira
para a Regido Metropolitana de Sao Paulo, suprindo 60% dos seus habitantes (cerca de 8 milhdes
de pessoas). Como contrapartida da renovacdo da outorga em 2004 para operar o sistema, a
Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sao Paulo - SABESP comprometeu-se a tratar
os esgotos dos municipios por ela operados, muito destes a montante do reservatdrio, que, aliado
ao comprometimento de diversos municipios de tratarem seus esgotos, estd promovendo um

ganho substancial na qualidade das dguas do rio Atibaia a montante do reservatorio.

Conforme os dados apresentados em CETESB (2007) os corpos d“dgua das Bacias dos
Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai — PCJ encontram-se em uma regido com elevada densidade
populacional onde descargas continuas de efluentes domésticos lancados in natura, representam
o grande estressor ambiental que acarreta a degradacdo da qualidade da dgua e conseqiientemente
alteram as comunidades bioldgicas. Também a atividade industrial e as fontes difusas sao
apontadas como agentes ativos e significativos no desequilibrio ecolégico desses ambientes
aquaticos, que encontram-se em elevado processo de eutrofizagdo devido as elevadas cargas de
nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio, como evidenciado pelos elevados valores de

Indice de Estado Tréfico - IET em quase todos os pontos amostrados. AGUJARO & ISAAC
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(2003) registraram varios episddios de floracdes de cianobactérias em corpos d“dgua das Bacias

dos Rios Piracicaba, Capivari e Jundiai.

A coleta e tratamento adequado dos esgotos domésticos com implementagdo de
tratamento tercidrio para eliminagdo dos nutrientes sdo apontados no “Plano de Gestdo do
Reservatodrio Salto Grande” (IRRIGART, 2006) como fundamentais para atenuacio deste quadro,
pois a maioria das ETEs contempla apenas o tratamento primdrio e secunddrio com baixas
remocoOes de nutrientes. Processos erosivos na bacia e polui¢ao difusa urbana também contribuem

para o agravamento deste quadro.

No monitoramento realizado pela CETESB em seu Relatério de Qualidade das Aguas
(CETESB, 2006) referente ao ano de 2005, em ponto no rio Atibaia que se localiza logo a
montante da entrada do reservatério e a jusante do municipio de Paulinia, foram observadas altas
concentracdes de fosforo total, um quadro que vem se repetindo anualmente nesta avaliacdo.
Nesse relatorio encontram-se também descritas, as porcentagens de coleta e tratamento de esgoto
nas Bacias PCJ e cargas organicas lancadas, potenciais e remanescentes. A porcentagem de
tratamento de esgotos domésticos na Bacia ainda € baixa, em torno de 25% do esgoto coletado e,
no rio Atibaia, as principais fontes de nutrientes sao o ribeirdo Anhumas, que recebe grande parte
do esgoto lancado no municipio de Campinas e os lancamentos do municipio de Paulinia, muito
proximos da entrada do reservatorio. As Estacdes de Tratamento de Esgoto - ETEs destes dois
municipios, em inicio de operacdo, estardo contribuindo significativamente para a reducio das

cargas.

4.2 ANALISES

4.2.1 VARIAVEIS CLIMATOLOGICAS E LIMNOLOGICAS

Os dados médios didrios (mm) de pluviosidade e vazdes afluentes referentes aos
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periodos das coletas no reservatério Salto Grande foram obtidos no Centro de Operacdo e

Geragdo — COG da Companhia Paulista de For¢a e Luz - CPFL Energia.

As temperaturas do ar (°C) e da dgua (°C) e o pH foram medidas com o auxilio de
termOmetro de mercurio e potenciometro marca ORION, mod. 420A, respectivamente. A
transparéncia da dgua (m) foi obtida pelo desaparecimento do Disco de Secchi com 20 cm de
diametro (ESTEVES, 1998). Nao foi medido o coeficiente de extin¢cdo a partir das medidas do

Disco de Secchi por se tratar de um ambiente raso de margem.

As determinagdes de nitrogénio total (NT, em mg/L) e fésforo total (PT, em mg/L)
foram realizadas no laboratério da Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento S/A —
SANASA, segundo os Métodos Analiticos 4500N B e 4500P, respectivamente, descritos no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA, WEF, 1998).
As determinacdes de nitrogénio total e fésforo total nos meses de maio, junho, agosto e outubro

nao foram realizadas por avarias no equipamento.

As andlises de clorofila a (ug/L) foram realizadas segundo a técnica descrita em
NUSCH (1980). Apds a coleta, as amostras para a clorofila a foram filtradas com volumes
varidveis em fun¢do da concentracdo do fitoplancton usando filtros de microfibra de vidro AP20
Millipore, retengcao de 0,8 a 8,0 micra e diametro de 47 mm. Em seguida foram acondicionadas
em envelope de papel, colocadas em frasco escuro com silica e conservadas a temperatura de —
20°C até sua determinacdo. A extracdo do pigmento foi feita utilizando etanol 80% sob baixa
iluminagdo, com choque térmico por meio do aquecimento em banho-maria a 75°C por 5
minutos. Imediatamente ap6s, foram resfriados em recipiente contendo cubos de gelo por mais 5
minutos e deixados 15 h (“over-night”) sob refrigeracio (4 °C) no escuro. As absorbancias foram
lidas em espectrofotometro (Hach — DR 2500) nos comprimentos de onda de 665 nm e 750 nm e

os cdlculos finais foram realizados de acordo com a bibliografia anteriormente referenciada.

4.2.2 VARIAVEIS BIOLOGICAS E TOXICOLOGICAS
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4.2.2.1 CONTAGEM E IDENTIFICACAO DO FITOPLANCTON E DE CELULAS DE
CIANOBACTERIAS

O objetivo da contagem dos organismos fitoplanctonicos € assegurar que 0 numero
quantificado represente o mais proximo possivel o tamanho da populacio natural. Em fun¢do dos
erros inerentes ao método, nunca € alcancado o valor real, mas € avaliada a probabilidade de que

o valor medido se encontre, dentro de certos limites, em torno do valor verdadeiro.

Para a quantificacdo das células de cianobactérias e da comunidade fitoplanctonica em
dgua bruta, as amostras foram acondicionadas em frascos de vidro ambar com capacidade de 130
mL e preservadas com lugol (10 g de iodo puro, 20 g de iodeto de potdssio, 20 mL de 4cido
acético glacial em 200 mL de dgua destilada) utilizando-se de 0,3 a 1,0 mL/100 mL dependendo
da concentragdo de organismos. Células e organismos de cianobactérias e as classes de algas que
compdem o fitoplancton foram quantificados. Para a quantificacdo das células foi utilizada
solucdo de hidroxido de potdssio 0,10 mol/L na diluicdo de 1:1, aquecendo-se posteriormente em
banho-maria a 80-90 °C por 40 minutos para a dissolu¢cdo da mucilagem. Foram considerados

organismos de Microcystis spp as coldonias com mais de 10 células.

A contagem foi feita em microscépio invertido (invertoscépio) (Leica, mod. DM IRB,
Westzlar, Germany), usando ocular com aumento de 10X, objetiva com aumento de 40X e
contraste de fase, segundo a técnica de Utermohl (CHORUS & BARTRAM, 1999; APHA,
AWWA, WEF, 1998). Camaras de Utermohl (também chamadas de ciAmaras de invertoscépio),
com capacidade de 2 e 5 mL, foram utilizadas conforme a densidade dos organismos e 0s
resultados destas contagens foram multiplicados pelo respectivo fator de conversdo, calculado de

acordo com a Norma Técnica CETESB L5. 303 (CETESB, 2005).

Dependendo da quantidade de organismos, o fundo da cimara foi analisado
parcialmente por meio da contagem de transectos ou campos aleatérios com o auxilio do reticulo
de Whipple calibrado. Os campos foram distribuidos aleatoriamente no fundo da cimara de

contagem por coordenadas geradas em uma tabela de ndmeros aleatérios e posicionadas nas
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réguas horizontais e verticais que se encontram no ‘“‘charriot” do microscopio. O nimero de
campos e de transectos depende do erro aceitdvel. Ao se iniciar a contagem, € essencial avaliar o
nivel de precisdo requerido. Para um limite de confianca de 95%, o erro de contagem expresso

em porcentagem pode ser estimado pela férmula:
Erro de contagem (%) =2 / /N x100

Onde: N € o nimero de unidades contadas.

Foram enumerados no minimo 100 individuos do fitoplancton e 400 células de
cianobactérias a fim de se obter um erro de #20% e +10% respectivamente, para um intervalo de
confianca de 95%, assumindo uma distribuicdo randomica dos organismos no fundo da camara
de contagem. A expressdo dos resultados para organismos foi em org./mL e para células de
cianobactérias os resultados foram expressos em notacdo cientifica com dois algarismos

significativos.

A identificacdo e os estudos taxonOmicos foram realizados em material fresco e
preservados com formol 2-4%, e com o auxilio de bibliografia especializada (KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 1989, 1999, 2003; KOMAREK, 2000, 2005; SANT’ANNA & AZEVEDO,
2000; SANT” ANNA et al.,, 2003, 2006, 2007). Os demais grupos fitoplanctonicos foram
quantificados em nivel de classe de acordo com BICUDO & MENEZES (2005). Além disso,
buscou-se combinar as abordagens molecular e morfoldgica tradicional. Para auxiliar na
visualizagdo de estruturas hialinas, como os septos, foi utilizado o contraste de fase. O uso de
nanquim para visualizacdo de bainhas, principalmente para as cianobactérias, também foi
utilizado na andlise taxondmica. As fotos foram feitas em microscopio invertido (invertoscépio)
(Leica, mod. DM IRB, Westzlar, Germany) do laboratério da CETESB-Campinas € microscopio
Axioskop40 marca Zeiss do Laboratério de Carbono 14, CENA/USP.

Para a andlise da estrutura da comunidade de cianobactérias foram considerados,
conforme SOUZA (2000):

® Densidade total da amostra: niimero total de organismos encontrados na amostra;

® Abundancia relativa (%) das classes fitoplanctonicas;
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o Espécies dominantes e abundantes (LOBO & LEIGHTON, 1986 apud SOUZA,
2000) sendo consideradas Dominantes as que ocorreram em densidade ou biomassa
iguais ou superiores a 50% do total da amostra e Abundantes as que ocorreram em
densidade ou biomassa igual ou superior a média da amostra;

e (Constancia de ocorréncia (DAJOZ, 1972 apud SOUZA, 2000) determinada pela
percentagem de ocorréncia da espécie em relagcdo ao total de amostras de cada ponto
de amostragem [c=(px100)/P], onde c= constdncia, p = n° de coletas contendo a
espécie e P= n° total de coletas efetuadas. A constdncia de ocorréncia é definida em

termos de: 1) espécies constantes, quando ¢ > que 50%; 2) espécies acessorias, quando

c>25e50% e 3) espécies acidentais, quando ¢ <25%

4.2.2.2 ISOLAMENTO DAS CIANOBACTERIAS

O i1solamento das cianobactérias foi realizado no Laboratério de Ecologia Molecular de
Cianobactérias do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, CENA/USP e iniciou-se até no
maximo 24 horas apds a coleta das amostras, as quais foram mantidas a 4°C em frascos escuros.

Esse procedimento visou a obtencdo de biomassa necessdria para os testes de toxicidade e

caracteriza¢do molecular das linhagens isoladas.

Inicialmente, procedeu-se a homogeneizacdo manual das amostras e, em fluxo laminar,
inoculou-se 100 ul. das amostras em meio de cultura especifico para crescimento de
cianobactérias, BG-11 (ALLEN, 1968), solidificado com 1% de dgar em placas de Petri
esterilizadas e acrescidas com ciclohexamida com concentragdo final de 70 mg/L. Repiques
sucessivos até a obtencdo das linhagens em estado uniespecifico foram realizados e apds a
confirmacdo por meio de visualizacdo em microscOpio Optico, as linhagens foram transferidas

para o respectivo meio de cultivo em estado liquido.
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A manutencdo das culturas foi feita em temperatura de 24+1°C, sob luminosidade
fluorescente constante de 40 wmol photon.m-2s-, no Laboratério de Ecologia Molecular de

Cianobactérias do CENA/USP, Piracicaba, SP.

4.2.2.3 ANALISES DE MICROCISTINAS

Método ELISA

As andlises de microcistinas pelo método ELISA (“Enzyme-Linked Immuno Sorbent

Assay”), utilizando o Kit Beacon® em placas, foram realizadas no Laboratério de Ecologia

Molecular de Cianobactérias, do CENA/USP.

Para as andlises de dgua bruta, 100 mL de amostras foram coletados e armazenados a —
20°C até o momento das andlises. Desse volume, apds descongelamento das amostras, aliquotas
de 1 mL foram submetidas ao gelo/degelo por trés vezes, utilizando-se nitrogénio liquido (-
180°C) e banho-maria (35°C). O mesmo procedimento foi realizado para aliquotas de 1 mL das
linhagens de cianobactérias isoladas. O procedimento visou a lise celular por choque térmico,

liberando para o meio as toxinas produzidas internamente.

O Kit Beacon® em placas é um teste laboratorial imunolégico, quantitativo, para andlise
de microcistinas-LR, YR, RR e nodularinas em dgua. Nesse teste, anticorpos policlonais ligam-se
as microcistinas e ao conjugado microcistina-enzima. A microcistina na amostra compete com o
conjugado microcistina-enzima por um numero limitado de sitios de ligacdo de anticorpos. O
resultado € lido colorimetricamente em um leitor de placas a partir de padrdes que alcancam o
maximo de 2,0 ppb. As amostras que apresentaram resultados acima desse valor na primeira
leitura foram refeitas usando diluicdes até que o resultado estivesse dentro da curva e o resultado

final foi multiplicado pelo respectivo fator de conversao.

54



Método por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A determinagdo das cianotoxinas por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com detec¢do por espectrometria de massa ou HPLC-MS (“High Performance Liquid
Chromatography”), permite a separacdo, quantificacdo e identificacdo de compostos organicos
em misturas complexas. Os procedimentos para extragdo e uso de colunas sdo especificos para as

microcistinas e a metodologia esta descrita em ISO/DIS 20.179 (ISO, 2005).

Em parte das amostras (meses de abril, maio, junho, julho, agosto, setembro e outubro
de 2005), as células foram rompidas usando gelo/degelo trés vezes seguidas e agitando-se oitenta
vezes entre cada uma (Figura 3). As amostras foram entdo filtradas para separacido da biomassa e
a fracdo liquida foi quantificada. A extracdo foi feita em metanol 90% v/v (9:1 metanol:dgua)
com cartucho SPE (Oasis — marca Waters, Milford — Massachusetts — USA) de silica e foram
processadas no Sistema de Cromatografia Liquida marca Waters, mod 2695, com detector de UV
mod. 2996 e Espectrofotometro de Massa Micromass ZQ, nos laboratérios da SANASA -
Campinas, SP, com padrdes de microcistina-LR da Alexis® Biochemicals — Lausen -

Switzerland.

As demais andlises (meses de novembro, dezembro de 2005 e janeiro e fevereiro de
2006) seguiram a mesma metodologia, porém, apds o descongelamento o material foi filtrado em
filtros de microfibra de vidro AP20 Millipore, reten¢do de 0,8 a 8,0 micra e didmetro de 47 mm e
foram realizadas determinagdes do material retido no filtro e no filtrado, sendo o resultado final
somado. Apods a filtracdo, os filtros foram dobrados, picotados e colocados em tubos de ensaio,
quando foram adicionados 5 mL de uma solu¢do recém-preparada de metanol:dgua, na propor¢ao
de 75:25, respectivamente. Esse material foi submetido a sonificagdo por 2 minutos (freqii€éncia)
e deixado em repouso por 24 horas (“over-night”), sob refrigeracdo. Apds esse periodo, os tubos
foram sonificados novamente por mais 2 minutos e a fracio liquida foi retirada cuidadosamente
dos tubos e transferida para frascos de vidro de 25mL com tampa. Nos tubos ainda contendo os
filtros, foram adicionados mais 5 mL de solucdo metanol:dgua, na propor¢do de 75:25 e

sonificado por mais 2 minutos. A solucdo foi retirada novamente dos tubos e transferida para os

55



frascos que continham a fracd@o liquida da primeira extracdo. Desse material, uma aliquota de 8
mL foi transferida para um tubo de ensaio de 10X130mm e centrifugada por 5 minutos a
2400rpm. Apds a centrifugacdo, uma aliquota do sobrenadante foi retirada e transferida para o
Vial de 2 mL do amostrador para a andlise em HPLC-MS. No tratamento do filtrado, inicialmente
o volume foi quantificado usando proveta graduada, enquanto preparava-se o cartucho SPE
(Oasis — marca Waters) no sistema de filtracdo a vacuo, condicionando-o adequadamente com
metanol. O filtrado foi lentamente transferido para o cartucho SPE, o qual foi lavado com 1 mL
de solucdo de metanol:dgua com 0,1% TFA (Acido tri-fluor-acético), na proporgdo de 90:10,
lentamente, anotando-se o volume de extragdo (solugdo final). A solucdo final foi transferida apds

a extracdo para o Vial de 2 mL do amostrador para a andlise em HPLC-MS.

O cromatégrafo usado foi o Cromatdgrado Liquido da marca Waters — mod. 2695,
trabalhando com fluxo 0,29 mL/min, coluna Atlantis d C18, 3 um e 2,1 x 150 mm, na seguinte
seqiiéncia:

o Isocratico por 2 minutos com a mistura inicial: 88% de dgua Milli-Q/2% de

Acetonitrila/10% de solugdo 0,2% Acido Tri-fluor-acético(TFA);

o Gradiente por 30 minutos até a mistura: 20% de 4gua Milli-Q/70% de

Acetonitrila/10% de solugdo 0,2% Acido Tri-fluor-acético(TFA);

o Gradiente por 6 segundos até atingir a mistura: 10% de dgua Milli-Q/80% de

Acetonitrila/10% de solu¢do 0,2% Acido Tri-fluor-acético(TFA);

° Permanéncia nesta ultima mistura de solventes por 2 minutos, retornando na

mistura inicial em 6 segundos como gradiente;

o Permanéncia nesta mistura inicial por 3 minutos, tendo como tempo total de

analise 35 minutos.

O detector usado foi o Detector Espectometro de Massa marca Waters- mod. Micromass
7Q4000 (Manchester, UK)), cuja massa monitorada foi 995Da, usando a probe EletroSpray
Positivo (SIR 995,60 ES+, CV=70); temperatura de desolvatacdo de 280°C com fluxo de 450
L/hora; temperatura da fonte de 150°C e fluxo de Cone de 160 L/h. O software empregado foi o
EMPOWER (Marca WATERS - Milford — Massachusetts — USA) para recolhimento de dados,

com uma curva recém-preparada de microcistina—LR na faixa de 10-400ppb.
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1° Tratamento: abril, maio, 2° Tratamento: novembro,
junho, julho, agosto, dezembro, janeiro, fevereiro
setembro, outubro

Amostra
gelo/degelo

| |
[ Filtracdo } [ Filtracdo }
1

| |
[ Determinacao no Filtrado } [ Determinacao no Filtrado } [ Determinag@o no Filtro }

Figura 3 Fluxograma sintetizando o preparo das amostras para a andlise no CLAE

Paralelamente a essa andlise, foi realizada uma coleta em 31 de agosto de 2006, no dia
anterior ao processamento das amostras, na Praia dos Namorados e foi utilizado um pré-
tratamento diferenciado para a amostra in natura. Uma aliquota de 10mL foi transferida da
amostra para um Becker de 50mL e levada ao microondas na poténcia maxima até a ebulicdo.
Esse procedimento foi repetido por mais duas vezes. O conteddo do Becker foi transferido para
um tubo de ensaio e centrifugado por 10 minutos a 3200rpm. O sobrenadante foi transferido para
o Vial de 2 mL do amostrador para andlise em HPLC-MS, seguindo as condigdes
cromatograficas descritas anteriormente. O sedimentado da centrifugacdo foi tratado com 2 mL
de solu¢do metanol:dgua com 0,1% TFA, na propor¢ao 90:10, sonificado por 3 minutos e filtrado
com filtro fechado descartivel CHROMAFIL RC 54/25 (celulose regenerada de 45um). O
filtrado foi recolhido no Vial de 2 mL, o qual foi colocado no amostrador para anédlise em HPLC-
MS. Esse procedimento foi utilizado por SILVA-ESTENICO & CANTUSIO-NETO (2006) em
estudos de comparacdo de pré-tratamentos para extragdo das microcistinas-LR intra e

extracelulares.
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4.2.2.4 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CIANOBACTERIAS

Extracido de DNA gendmico. Para a extracdo de DNA gendmico das linhagens
isoladas, uma suspensdo de 1,5-3,0 mL de células de cianobactérias na fase de crescimento
exponencial foi coletada e centrifugada a 10000 rpm durante 15 min para a obtencdo de um
pélete. A extracdo do DNA gendmico dos isolados foi feita de acordo com o protocolo descrito
por FIORE et al. (2000). Os DNAs extraidos (5 uL) foram acrescidos de tampdo de carregamento
(ficol 15%, azul de bromofenol 0,25%, xilenocianol 0,25%). A integridade dos mesmos foi
verificada em gel de agarose 1,0%, contendo brometo de etidio (0,3 pg/mL de gel) em corrida
eletroforética usando tampao TBE 0,5 X (TBE 1 X: Tris-borato 44 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).
A documentacdo do gel foi feita, utilizando o programa “Multi Analyst” do “Fluor-S®
Multilmager” (BioRad, Hercules, CA, EUA). Como padrdo de tamanho de DNA foi utilizado o
marcador molecular Lambda DNA/EcoR I + Hind III (Promega, Madison, E.U.A.). As amostras

foram estocadas a temperatura de —200C até a préxima etapa.

Amplificacao por PCR do gene que codifica para o rDNA 16S. Para a amplificacio
das seqiiéncias do gene de rDNA 16S do DNA extraido dos isolados, utilizou-se o seguinte
conjunto de oligonucleotideos iniciadores: 27F1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e
149Rc (5’-tacggctaccttgttacgac-3") (NEILAN et al., 1997). A amplificacdo foi feita em solugcdo
contendo: tampdo para a reagdo PCR 1 X (Tris HCI 20 mM, pH 8,4; KCI 50 mM); 0,2 mM de
cada ANTP; 3 mM de MgCl2; 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA); 10 ng de DNA; 5 pmol de cada primer; dgua ultrapura (Milli-Q, Millipore,
EUA), esterilizada, para um volume final de 25 puL. A reacdo foi realizada no termociclador
“Gene Amp PCR System 2400 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), nas seguintes
condicdes: 94°C/4min; 30 ciclos 94°C/20s, 50°C/30s, 72°C/2min; extensao final a 72°C/7min. A
verificac@o do tamanho e quantificagcdo dos amplicons resultantes foi feita nas mesmas condicdes
descritas anteriormente, utilizando-se como padrdao o marcador de massa molecular Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen).
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Clonagem de produtos de PCR. Apds a amplificacio por PCR das seqiiéncias de
DNA, foi realizada a clonagem dos amplicons, utilizando-se o Kit de clonagem “pGEM®-T Easy
Vector Systems”, fabricado pela Promega, seguindo as instru¢des do fabricante, presentes em seu

Manual de Instrugdes.

Transformacao. A introducdo do vetor contendo o inserto nas células competentes de
E. coli DH5a foi feita por meio de choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH & MANIATIS,
1989). Aliquotas de 10 uLL do produto de ligacdo e 50 puL de suspensdo de células competentes de
E. coli DH5a foram misturadas em um microtubo esterilizado, o qual foi incubado em gelo por
30 minutos. Apés decorrido esse tempo, o microtubo foi levado ao banho-maria a 42°C e
deixado por 30 segundos e, em seguida, incubado novamente no gelo por 2 minutos.
Posteriormente, adicionou-se a ele 250 pL de meio SOC (SAMBROOK; FRITSCH &
MANIATIS, 1989) a temperatura ambiente e a mistura foi incubada a 37°C por 1 hora sob
agitacdo de 180 rpm. As células competentes transformadas foram plaqueadas em meio LB
solido, contendo ampicilina (USB Corporation, Cleveland, OH, EUA) e X-Gal (Invitrogen) nas
respectivas concentracoes finais de 100 pg/mL e 100pug/mL de meio. As placas foram incubadas

por 15 horas a temperatura de 37°C.

PCR de colonias. Apés o plaqueamento em meio de cultivo LB, contendo ampicilina e
X-GAL, foram escolhidas 4 colonias brancas para a nova reacdo de PCR, a qual visou a
confirmacdo dos insertos de interesse. Uma pequena quantidade de células transformadas de cada
clone foi adicionada a 25 pL de reacdo de PCR, utilizando-se os iniciadores: M13F (5’-
GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’) e MI3R (5’-GAGCGGATAACAATTTCAC ACAGG-
3’). A amplificacdo foi feita em solugdo conforme descrito acima no mesmo termociclador ja
usado nas seguintes condicdes: 94°C/5 min; 25 ciclos 95°C/20 s, 50°C/15s, 60°C/1 min. A
verificacdo do tamanho e quantificacdo dos amplicons resultantes foi feita nas mesmas condigdes

descritas anteriormente.

Extracio do DNA plasmidial. A extracdo de plasmideos das células de E. coli DH5x
que continham os insertos, foi feita pelo método de preparacdo em pequena escala de plasmideo,

usando hidrélise alcalina de acordo com BIMBOIM & DOLY (1979). As colonias brancas que
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fizeram parte da selecdo foram transferidas para 3 mL de meio LB contendo ampicilina e
cultivadas por 14-16 horas a 37°C sob agitacdo de 150 rpm. Em microtubos de 1,5 mL foram
colocados 3 mL de cultura das células produzidas e, em seguida, foram centrifugadas a 5.000 rpm
por 7 minutos. O pélete formado foi ressuspendido em 100 uL de solugdo gelada (Tris-HC1 1 M,
pH 8,0; EDTA 0,5 M; 0,9 de glucose e dgua para um volume final de 100 mL). Em seguida, 200
UL de uma solugdo 1:1 (NaOH 0,4 N e SDS 2%) foram adicionados e misturados gentilmente.
Apds uma incubagdo no gelo por 5 minutos, foram adicionados aos microtubos 150 uL de outra
solucdo também gelada (acetato de potédssio Sm, 11,5 mL de dcido acético glacial e d4gua para um
volume final de 100 mL). Posteriormente, foram centrifugados a 14.000 x g durante 20 min e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, no qual foi tratado com RNase (10mg/mL) por
30 min a 37 °C. Adicionou-se 1 mL de etanol 100% gelado, misturando-se e centrifugando-se em
seguida (14.000 x g, 15 min). O sobrenadante foi eliminado e o pélete lavado com 750 puL de
etanol 70% gelado e centrifugado a 14.000 x g por 5 min. O pélete foi ressuspendido em 30 puL
de dgua ultrapura (Milli-Q) e incubado a 37°C por 10 min. Os plasmideos, assim extraidos, foram
verificados em gel de agarose 1% conforme descrito acima e armazenados a -20°C até a proxima

etapa.

Sequenciamento do rDNA 16S. Os amplicons clonados foram reamplificados por PCR
usando o “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing” (Amersham Biosciences, Piscataway,
NJ, EUA). Para a reacdo foram utilizados 200 ng de cada plasmideo contendo o inserto, 5
pmol/uL. do iniciador T7 promoter (5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3") e do SP6 (5°-
ATTTAGGTGACACTATAGAA- 3%). Os oligonucleotideos 341-357F
(CCTACGGGAGGCAGCAQG), 357-341R (CTGCTGCCTCCCGTAGG), 685-704F
(GTAGSGGTGAAATSCGTAGA), 704-685R (TCTACGSATTTCACCSCTAC), 1099-1114F
(GCAACGAGCGCAACCC), e 1114-1099R (GGGTTGCGCTCGTTGC) foram usados em
reacOes adicionais, buscando-se o sequenciamento de fragmentos com aproximadamente 1500
pb. A reacdo de sequenciamento foi feita no mesmo termociclador usado anteriormente, tendo
inicio a 94°C por 5 min, seguida de 25 ciclos das seguintes condigdes: 20s a 95°C, 15s a 50°C, e 1
min a 60°C. Apés a amplificacdo dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitacdo dos
mesmos conforme manual de instru¢des do kit “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing”.

Posteriormente, os microtubos com as reacdes precipitadas foram inseridos no seqiienciador
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capilar ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), pertencente ao laboratorio
de Biologia Celular e Molecular, do CENA/USP para o seqiienciamento dos fragmentos de DNA
por aproximadamente 2:30 horas. Os dados gerados pelo seqiienciador foram coletados e
processados pelo programa “ABI PRISM® DNA Sequencing — Analysis Sofware” versao 3.7
(Applied Biosystems).

Processamento e analise filogenética das seqiiéncias. As seqiiéncias geradas foram
processadas para remocdo de bases produzidas com baixa qualidade (indice de qualidade < 20)
com o uso do pacote que contém os programas Phred/Phrap/Consed (EWING; GREEN, 1998;
EWING et al., 1998; GORDON et al., 1998) em sistema operacional Linux. Essas seqiiéncias
foram comparadas com outras seqiiéncias previamente depositadas no Ribosomal Database
Project II (RDP) (MAIDAK et al., 1999) e/ou no GenBank do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), utilizando-se a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1990), para a identificacdo das espécies de cianobactérias. Para a andlise
filogenética, as seqii€éncias obtidas e outras selecionadas de bancos de dados publicos foram
alinhadas, editadas e usadas para a construcdo de arvores filogenéticas. Essas drvores foram
construidas usando os métodos de distancia “neighbour-joining” (NJ) e médxima parsimonia (MP)
existentes no programa MEGA versao 3.1 (KUMAYER et al. 2004) e o método de maximum-
likelihood (ML) por meio do programa PHYLIP v3.6 (FELSENSTEIN, 1993). Para os métodos
NJ e MP, as inferéncias filogenéticas foram estabelecidas por bootstrap (1000 replicacdes). Para a
andlise de ML, esse procedimento ndo foi realizado em decorréncia de limitacdes

computacionais.

Distribuicao de genes NRPSs e PKSs em linhagens de cianobactérias isoladas

Os DNAs gendmicos extraidos das cianobactérias isoladas foram usados, também, para
a amplificacdo de seqii€éncias conservadas de sintases de peptideos (NRPSs), as quais
empregaram 0 conjunto de oligonucleotideos iniciadores: MTF (5’-

GCNGGYGGYGCNTAYGTNCC-3’) e MTR (5’-CCNCGDATYTTNACYTG-3") (NEILAN et
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al., 1999). A amplificacdo foi feita em solu¢do contendo: tampao para a reacdo PCR 1 X (Tris
HCI1 20 mM, pH 8,4; KCl 50 mM); 0,2 mM de cada dNTP; 5 mM MgCly; 1,5 U de Platinum®
Taq DNA Polimerase (Invitrogen); 10 ng de DNA; 5 pmol/uL de cada iniciador; 4% de DMSO
(dimetilsulféxido); dgua ultrapura (Milli-Q) esterilizada, para um volume final de 25 pL. A
reacao foi realizada no termociclador “Gene Amp PCR System 2400 (Applied Biosystems), nas
seguintes condi¢des: 94°C/2 min; 5 ciclos 94°C/1 min, 45°C/1 min, 72°C/1 min; 30 ciclos de
94°C/30s, 50°C/1 min, 72°C/4 min; extensdo final a 72°C/15min. Para a amplificacdo de
seqiiéncias conservadas de sintetases de policetideos (PKs) foi empregado o conjunto de
oligonucleotideos iniciadores: KSFF (5’-MGIGARGCIHWISMIATGGAYCCICARCAIMG-3")
e KSR (5’-GGRTCICCIARISWIGTICCIGTICCRTG-3") (BEYER et al., 1999) e as condi¢des
de amplificacdo foram as mesmas utilizadas para as sintetases de peptideos (NRPSs). A
verificagdo dos tamanhos dos amplicons resultantes foi feita gel de agarose 1%, nas mesmas
condi¢Oes descritas anteriormente, utilizando-se como padrdo o marcador de massa molecular

Low Mass DNA Ladder (Invitrogen).

Distribuicao do dominio N-metiltransferase - NMT do gene mycA em linhagens de

cianobactérias isoladas e amostras ambientais de agua

As linhagens de cianobactérias isoladas e amostras ambientais de dgua foram submetidas

a detec¢@o do dominio NMT do gene mcyA por PCR.

Os procedimentos para a extragdo do DNA gendmico das linhagens isoladas de
cianobactérias, encontram-se descritos no item 4.2.5. Para a extracio de DNA das amostras
ambientais de dgua o procedimento utilizado foi o descrito em FIORE et al. (2000), apos
centrifugacdo para concentracdo do material a 10.000 x g, durante 30 min a 10°C. Em ambos os
casos, o material peletizado foi lavado trés vezes com dgua ultrapura esterilizada (Milli-Q),
alterando-se o tempo de centrifugagdo e a rotacdo entre as lavagens na seguinte seqiiéncia: 5 min
a 10.000 rpm; 3 min. a 10.000 rpm e Smin a 8.000 rpm para a completa sedimentagdo de células

com pesos diferentes, em seguida o material liofilizado e armazenado a —20°C.
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Para a amplificagdo do dominio N-metiltransferase (NMT) do mcyA, empregou-se o
conjunto de oligonucleotideos iniciadores: MSF (5’-ATCCAGCAGTTGAGCAAGC-3’) e MSR
(5’-TGCAGATAACTCC GCAGTTG-3’) (TILLETT et al., 2001). A amplificacio foi feita em
solucdo contendo: tampao para a reagdo PCR 1 X (Tris HCI 20 mM, pH 8,4; KCI, 50 mM); 0,2
mM de cada ANTP; 3 mM de MgCl,; 1,5 U de Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen); 10
ng de DNA; 5 pmo/uL de cada primer; dgua ultrapura (Milli-Q), esterilizada para um volume
final de 25 pL. A reacdo foi feita no mesmo termociclador até entdo utilizado, nas seguintes
condic¢des: 94°C/4 min; 30 ciclos 94°C/12 s, 55°C/30 s, 72°C/1 min; extensdo final a 72°C/7min.
Como padrdo de tamanho de DNA foi utilizado o marcador molecular Low Mass DNA
(Invitrogen) de 200pb. A integridade dos produtos amplificados foi verificada em gel de agarose

1%, conforme descrito acima.

4.2.3 TRATAMENTO ESTATISTICO

A estatistica descritiva utilizada para a andlise dos resultados foi a média aritmética
como medida de tendéncia central para os dados coletados em duplicata e o desvio padrao (DP)
como medida do grau de dispersdo absoluta dos dados das médias sazonais. A avaliagdo dos
resultados abidticos e das avaliagdes quantitativas das cianobactérias e fitoplancton (ntimero de
células e total de organismos) com relacdo aos pontos de coleta foi feita utilizando Indice de
Correlacdo de Pearson (r) que reflete a extensdo linear entre dois conjuntos de dados, no caso,
células de cianobactérias e varidveis abidticas, e a Andlise de Componentes Principais — ACP
com os dados normalizados transformados por meio de logx+1, utilizando o programa FITOPAC

versdo 1.6 de autoria de SHEPERD (2006) para Windows.
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S RESULTADOS

5.1 VARIAVEIS CLIMATOLOGICAS E LIMNOLOGICAS

Os valores de precipitacdo média didria e vazio afluente ao reservatério fornecidos pela
CPFL, durante os meses estudados variaram de 0,10mm a 9,99mm e 7,63m3/s a 58,5 m’/s
respectivamente. De modo geral, os valores de precipitagdo acompanharam os valores de vazio
afluente ao reservatdrio, indicando que neste sistema o regime hidrologico estd fortemente
condicionado pelo regime de chuvas, mesmo com o Sistema Cantareira em operacdo, que nas
épocas de elevadas precipitacdes estaria aumentando o estoque hidrico nos reservatérios de
montante. Os maiores valores de precipitacdo média mensal foram registrados nos meses de
janeiro e fevereiro de 2006 (7,86mm e 9,99mm), coincidindo com os maiores valores da vazdo
média mensal afluente ao reservatério 37,0 m’/s e 58.5 m’/s e os valores minimos destas duas
varidveis foram registrados nos meses de julho e agosto de 2005 (Figura 4, Tabelas 1 e 2). Esses
valores acompanharam as médias histdricas registradas anteriormente na bacia do Rio Piracicaba
(CETESB, 2007) e no Reservatoério Salto Grande (ESPINDOLA et al., 2004) e a partir destas
observacdes foram definidos para este estudo dois periodos de variacdo sazonal, os periodos de
abril/2005 a setembro/2005 para o periodo seco e de outubro/2005 a fevereiro/2006 para o
periodo chuvoso. O valor médio de precipitacio didria para o periodo seco foi 1,4mm enquanto
que para o chuvoso foi de 6,2mm e o valor médio para vazao afluente no periodo de seca foi 15,7

m’/s (Tabelas 3 e 4).
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Figura 4 Precipitacdo média didria e vazdo média mensal afluente ao reservatorio a partir de
dados fornecidos pela Companhia Paulista de Forca e Luz - CPFL no periodo de abril de 2005 a
fevereiro de 2006.
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TABELA 1 Valores médios (M) das varidveis fisicas, quimicas, bioldgicas e toxicoldgicas - Praia dos Namorados

FISICOS E QUIMICOS TOXICOLOGICOS BIOLOGICOS
< < | o < < < =] ! =
g2 2_4 ° 2_ coawm ©F 2 £z = S% g g
Variaveis §§° ii 23 T 2S£ LE EE@ g §~§ 25 g% 5 E55 £33 &
£S £7 g g EF Z>EE 93 3 5@ g S g g g
S = z &£ s b= R o) O 2
UNIDADE °C °C m mg/L mg/L m3s mm pg/L pg/L ug/L cél/mL org./mL org/mL
Padrio Classe 1 - - 40 6a9 0,02* 1,27 - - - - - 10 20.000 - -
Conama 357/05 Classe 2 - - 100 6a9  0,03* 1,27 - - - - - 30 50.000 - -
V1 285 305 05 72 0250 1,04 4 - - 0,27 200 5170 180E+06 9590 10055
abr/05 V2 28,5 305 05 72 0,100 1,65 17 - - 0,24 200 5580 2,19E+06 7923 8459
M 28,5 305 05 72 0,175 135 10 20,56 1,65 0,25 200 5375 199E+06 8757 9257
V1 22,0 210 08 70 - _ _ _ - 0,03 - 92,1 192E+04 1906 3068
mai/05 V2 22,0 210 08 7.0 - - - - - 0,03 - 150,7 431E+04 1595 2280
M 22,0 200 08 7,0 - - - 2906 3,63 0,03 - 1214 3,12E+04 1751 2674
V1 215 20,5 0,7 65 - - - R - 0,02 0,15 949 647E+04 507 815
jun/05 V2 21,5 205 07 67 - . - . . 0,04 0,83 3097 368E+05 1550 1878
M 21,5 205 07 66 - - - 1584 1,32 0,03 049 2023 2,16E+05 1029 1347
V1 21,0 240 04 76 0010 128 128 - - 0,05 1,36 92,1 4,10E+04 925 2058
jul/os V2 21,0 240 04 77 0010 120 120 - - 0,04 0,88 78,1  295E+04 547 1591
M 21,0 240 04 77 0010 124 124 1093 0,10 0,05 1,12 851 353E+04 736 1825
V1 240 260 03 91 0,10 - - - - 0,64 50,68  2480,3 2,53E+06 7028 8160
ago/05 V2 24,0 260 03 92 0,190 - - - - 1,54 2532 4586,7 240E+06 12031 13222
M 24,0 260 03 92 0,150 - - 763 03l 1,09 38,00 3533,5 247E+06 9530 10691
V1 23,0 210 05 76 0,020 0,77 39 - - <0,004 0,92 86,0 934E+04 342 2070
set/05 V2 23,0 20 05 77 0,020 0,92 46 - - <0,004 0,91 70,0 8,02E+04 357 3693
M 23,0 200 05 77 0,020 0,85 42 1023 1,62 <0,004 0,92 78,0 8,68E+04 350 2882
V1 25,0 230 05 72 - B - X N <0,004 0,11 1410 320E+05 3574 4265
out/05 V2 25,0 230 05 70 - - - - - <0,004 0,12 2756 408E+05 3895 4550
M 25,0 230 05 7.1 - - - 2036 537 <0004 0,12 2083 3,67E+05 3735 4408
V1 28,0 245 0,0 7,0 0050 231 46 - R 143 0,10 316, 485E+05 1648 1801
nov/05 V2 28,0 245 01 70 0010 1,97 197 - - 0,69 1,52 183,6 3,56E+05 950 1105
M 28,0 245 01 7,0 0030 214 122 1724 344 1,06 0,81 2499 421E+05 1299 1453
V1 25,0 245 13 7, 0,170 1,01 6 R - 0,59 1,46 578 5,57E+04 494 745
dez/05 V2 25,0 245 13 7,0 0,190 1,10 6 - - 0,71 1,81 71,1 406E+04 404 499
M 25,0 245 13 7,0 0,180 1,06 6 2211 436 065 1,64 64,5 482E+04 449 622
Vi 275 235 04 80 0280 7,40 26 - R 39,17 714 2288 902E+06 41897 42881
jan/06 V2 275 235 04 76 0,060 4,00 67 - - 28,11 7,60 2098 105E+07 16410 16678
M 27,5 235 04 78 0,170 5,70 47 37,05 7.86 33,64 737 2193 977E+06 29154 29780
Vi 31,5 295 05 73 0,020 1,03 52 - - 3,70 3,24 1550 197E+04 4134 4706
fev/06 V2 31,5 295 05 72 0,010 1,51 151 - - 12,28 328 1551 1,82E+04 2776 3003
M 31,5 295 05 73 0015 127 101 5850 999 10,49 326 1551 190E+04 3455 3855

* para ambientes lénticos, V1 = valor da réplica 1; V2 = valor da réplica 2, M = média
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TABELA 2 Valores médios (M) das varidveis fisicas, quimicas, bioldgicas e toxicoldgicas — late Clube.

FISICOS E QUIMICOS TOXICOLOGICOS BIOLOGICOS
< < ' o < < < ) =] } =
23 2. % ° g _ o=z S5 5 52 . S g g
Variaveis §§° ﬂii §*§ T, < 2 L E 53 % %? X '2% % 225 g 28 &
g3 £° g g sF ZzZ>EE §3 8 ga@ 5 S 5 8 g
e e E Z £ E s S @ °3 O £
UNIDADE °C °C m mg/L mg/L m¥s mm ug/L pg/L pg/L cél/mL org./mL org/mL
Padrio Classe 1 - - 40 6a9  0,02% 1,27 - - - - - 10 20.000 - -
Conama 357/05  (lasse 2 - - 100 6a9 0,03* 1,27 - - - - - 30 50.000 - -
V1 29,0 31,0 07 7.1 0,040 1,08 27 - - 0,27 1,97 380,0 521E+05 2014 2247
abr/05 V2 29,0 31,0 07 7.1 0,050 1,17 23 - - 0,24 1,85 338,0  3,29E + 05 1827 2403
M 29,0 31,0 07 7.1 0,045 1,13 25 20,56 1,65 0,25 1,91 359,0  4,25E + 05 1921 2325
V1 22,0 18,5 13 7.1 - - - - - 0,02 1,38 51,6 234E+04 200 616
mai/05 V2 22,0 18,5 13 7.1 - - - - - 0,02 1,07 551 3,13E+04 323 651
M 22,0 18,5 13 7.1 - - - 2906 3,63 0,02 1,23 534  274E+04 262 634
V1 21,5 19,5 14 67 - - - - - 0,02 0,58 63,5 798E+04 268 1063
jun/05 V2 21,5 19,5 14 67 - - - - - 0,02 0,42 74,6  491E +04 378 1004
M 21,5 19,5 14 67 - - - 1584 132 0,02 0,50 69,1  644E + 04 323 1034
V1 20,0 20,0 09 7.6 0,050 3,45 69 - - 0,09 0,17  1540,1 8,554E+05 3336 6266
jul/os V2 20,0 20,0 09 7.6 0,090 6,40 71 - - 0,12 0,14 31248 236E+06 9074 13243
M 20,0 20,0 09 7.6 0,070 4,93 70 10,93 0,10 0,11 0,16 23324 16IE+06 6205 9755
V1 24,0 235 04 95 0,070 - - - - 0,03 50,31 21874 9,00E+05 4348 6612
ago/05 V2 24,0 235 04 95 0,140 - - - - 0,06 1729  4360,8 742E+05 6791 7744
M 24,0 235 04 95 0,105 - - 763 031 0,04 33,80 3274,1 821E+05 5570 7178
V1 21,0 19,5 12 78 0,010 1,01 101 - - <0,002 1,68 1158 1,03E +05 1489 3693
set/05 V2 21,0 19,5 12 77 0,030 0,84 28 - - <0,002 1,34 120,5 198E +05 1074 3099
M 21,0 19,5 12 78 0,020 0,93 65 1023 1,62 <0002 1,51 1182  1,50E + 05 1282 3396
V1 25,5 245 08 75 - - - - - <0,002 1,96 1692  3,72E + 05 1715 4288
out/05 V2 255 245 08 7.7 - - - - - <0,002 021 1882 3,04E + 05 1819 2423
M 255 245 08 7.6 - - - 2036 537 <0002 1,09 178,7 3,38E +05 1767 3356
V1 27,0 24,0 06 74 0,010 3,19 319 - - 0,37 1,50 4991 494E+05 4131 6227
nov/05 V2 27,0 24,0 06 175 0,040 2,54 64 - - 0,55 1,47 3593  3,78E + 05 1311 2979
M 27,0 24,0 06 175 0,025 2,87 191 1724 344 0,46 1,49 4292 436E+05 2721 4603
V1 26,0 23,0 L1 70 0,130 0,71 5 - - 0,23 1,74 681,9 2,13E+04 602 723
dez/05 V2 26,0 23,0 L1 7.1 0,120 1,22 10 - - 0,17 1,66 484,1  6,61E + 03 169 293
M 26,0 23,0 11 71 0,125 0,97 8 2211 436 0,20 1,70 583,0 1,39E +04 386 508
V1 27,5 23,0 0,6 83 0,010 2,31 231 - - 9,56 324 509,8 1,09E+06 11420 11480
jan/06 V2 27,5 23,0 0,6 85 0,020 2,19 110 - - 10,42 3,80 3942  1,12E+06 5632 5751
M 27,5 23,0 0,6 84 0,015 225 170 37,05 17,86 9,99 3,52 4520 1,I0E+06 8526 8616
\%1 29,5 29,0 06 73 0,010 0,89 89 - - 1,42 7,34 53,6  502E+04 388 496
fev/06 V2 29,5 29,0 06 72 0,020 0,85 43 - - 1,86 7,60 51,1 7,00E+04 1004 1234
M 29,5 29,0 06 73 0,015 0,87 66 5850 9,99 1,64 7,47 524  6,01E + 04 696 865

* para ambientes lénticos, V1 = valor da réplica 1; V2 = valor da réplica 2, M = média



A seguir sdo apresentados os resultados médios das andlises das varidveis fisicas,
quimicas e bioldgicas agrupadas por pontos de coleta e os valores de cada parametro que podem
ser observados nas Figuras 5 e 6 e Tabelas 1 e 2. Os valores médios e desvios padroes dos valores
obtidos durante os periodos de seca (de abril de 2005 a setembro de 2005) e de cheia (de outubro

de 2005 a fevereiro de 2006) por ponto de coleta sdo apresentados nas Tabelas 3 e 4.

TABELA 3 Valores médios (M) e Desvio Padrdao (DP) das varidveis fisicas, quimicas, bioldgicas

e toxicoldgicas para a estacdo das secas e chuvosa na Praia dos Namorados

Praia dos Namorados

Variavel Estagdo das Secas Estacdo Chuvosa
Média (M) Desvio Padrao (DP) Média (M) Desvio Padrao (DP)

Transparéncia (m) 0,5 0,2 0,6 0,4
pH 7,6 0,9 73 0,3
Temperatura da dgua (°C) 23,3 2.8 274 2,7
Temperatura do ar (°C) 23,8 3,9 25,0 2,6
Microcistina (ug/L) - LR 0,2 0,4 9,2 14,3
Microcistina (ug/L) - ELISA 8,5 16,5 2,6 29
Foésforo total (mg/L) 0,1 0,1 0,1 0,1
Nitrogénio total (mg/L) 1,1 0,3 2,5 2,2
NT/PT 58,7 58,8 69,0 52,6
Células de Cianobactérias (cél/mL) 8,05E + 05 1115643,3 2,12E + 06 4276887,1
Clorofila a (ng/L) 759,6 1369,8 179,4 72,8
Precipitagdo (mm) 1,4 1,3 6,2 2,7
Vazio (m3/s) 15,7 8,0 31,0 17,1
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TABELA 4 Valores médios (M) e Desvio Padrao (DP) das varidveis fisicas, quimicas, bioldgicas

e toxicoldgicas para a estacdo das secas e chuvosa no late Clube

Iate Clube

Varidvel Estacdo das Secas Estacdo Chuvosa
Média (M) Desvio Padrao (DP) Média (M) Desvio Padrao (DP)

Transparéncia (m) 1,0 0,4 0,7 0,2
pH 7,6 1,0 75 0,5
Temperatura da dgua (°C) 22,9 3,3 27,1 1,6
Temperatura do ar (°C) 22,0 4,7 24,7 2,5
Microcistina (ug/L) - LR 0,1 0,1 2,5 43
Microcistina (ug/L) - ELISA 6,5 13,4 3,1 2,6
P total (mg/L) 0,1 0,0 0,1 0,1
N total (mg/L) 2.3 23 1,7 1,0
NT/PT 46,5 239 64,8 48,2
Células de Cianobactérias (cél/mL) 5,16E + 05 610748,6 3,90E + 05 436456,4
Clorofila a (ng/L) 1034,4 1406,5 339,1 217,0
Precipitagdo (mm) 1,4 1,3 6,2 2,7
Vazdo (m?3/s) 15,7 8,0 31,1 17,1

Ponto de Coleta Praia dos Namorados (PN)

A temperatura da dgua variou de 22°C (julho de 2005) a 32°C (fevereiro de 2006) e a
varia¢do da temperatura do ar esteve entre 21°C (junho de 2006) a 30°C (fevereiro de 2006). A
temperatura média da dgua no periodo de seca foi 23,3°C, mais baixa que no periodo de cheia
que foi de 27,4°C enquanto que a temperatura média do ar, também, foi mais baixa (23,8°C) no
periodo de seca, que no periodo de cheia (25,0°C); observa-se, entretanto, ndo ha variagdes muito

bruscas entre os dois periodos e as médias mantém-se elevadas.

A medida de transparéncia da dgua variou de 0,10m em novembro de 2005 a 1,30m em
dezembro de 2005; o valor médio para o periodo de seca (0,5m) esteve muito proximo do valor
médio para o periodo de cheia (0,6m). Os perfis temporais de pH tiveram amplitude de varia¢io
de 6,6 em junho de 2005 a 9,2 em agosto de 2005 ndo havendo muita variacio entre a média dos

valores para o periodo de seca (7,5) quando comparada a média para o periodo de cheia (7,3).
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Para os nutrientes, foram verificadas concentracdoes de foésforo total, variando de
0,010mg/L no més de julho de 2005 a 0,180mg/L em dezembro de 2005 e de nitrogénio total de
0,85mg/L em setembro de 2005 a 2,14mg/L. em novembro de 2005; por problemas operacionais,
nos meses de maio e junho ndo foram efetuadas as andlises de fosforo total e nitrogénio total que
também nao foi analisado em agosto de 2005. O valor médio mensal de PT registrado no periodo
de seca foi semelhante ao de cheia (0,10 mg/L) e o de NT foi menor no periodo de seca
(1,1mg/L) que no periodo de cheia (2,5mg/L). O célculo da razdo NT/PT que pode ser calculado
em apenas 7 coletas, apresentou maiores valores no més de julho e novembro (124 e 122
respectivamente) e o menor valor no més de dezembro de 2005 (6), ndo podendo ser observado
nenhum padrdo sazonal caracteristico; entretanto, a média para o periodo de seca (58,7) foi

menor que para o periodo de cheia (69,0)
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Ponto de Coleta IATE CLUBE (IC)

A temperatura da dgua variou de 20,0 °C (julho de 2005) a 30,0°C (fevereiro de 2006) e
a variacdo da temperatura média do ar esteve entre 19°C (maio de 2005) a 31,0°C (abril de 2005).
A temperatura média da 4gua no periodo de seca foi 22,9°C, mais baixa que no periodo de cheia
que foi de 27,1°C enquanto que a temperatura média do ar também foi mais baixa (22,0°C) no
periodo de seca, que no periodo de cheia (24,7°); entretanto, ndo hé variagcdes muito bruscas entre

os dois periodos.

A medida de transparéncia da dgua (m) variou de 0,4m em agosto de 2005 a 1,4m em
junho de 2005; valor médio para o periodo de seca foi mais elevado (1,0m) que o valor médio
para o periodo de cheia (0,7m). Os perfis temporais de pH tiveram amplitude de variacio de 6,7
em junho de 2005 a 9,5 em agosto de 2005 ndo havendo muita variacdo entre a média dos valores

para o periodo de seca (7,6) quando comparada a média para o periodo de cheia (7,5).

Para os nutrientes, foram verificadas concentragdes de fésforo total variando de
0,02mg/L nos meses de janeiro e fevereiro de 2005 a 0,13mg/L. em dezembro de 2005 e de
nitrogénio total de 0,87mg/L em setembro de 2005 a 4,93mg/L em julho de 2005; por problemas
operacionais, nos meses de maio e junho ndo foram efetuadas as andlises de fdsforo total e
nitrogénio total que também ndo foi analisado em agosto de 2005. O valor médio mensal de PT
registrado no periodo de seca foi semelhante ao de cheia (0,10 mg/L) e o de NT foi maior no
periodo de seca (2,3 mg/L) que no periodo de cheia (1,7mg/L) A razdao NT/PT que pode ser
calculada apenas em 7 coletas, apresentou maior valor no més de janeiro de 2006 (113) e o menor
valor no més de dezembro de 2005 (7) também ndo apresentando nenhum padrdo sazonal
caracteristico e o valor médio para o periodo de seca (46,5) foi menor que para o periodo de

cheia (64,8)
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5.2 VARIAVEIS BIOLOGICAS E TOXICOLOGICAS

5.2.1 CLOROFILA a, CIANOBACTERIAS E FITOPLANCTON

Os valores de clorofila a, células de cianobactérias, abundincia, ocorréncia e
composi¢do taxondmica do fitoplancton, encontram-se descritos nas Tabelas 1 e 2 e Figuras 5, 6,
7, 8,9, 10, 11 e 12 e Anexo 6, 7. Foram registrados ao todo neste estudo 27 tdxons de
cianobactérias, ocorrendo nos dois pontos de coleta, sendo que 12 foram registros inéditos para o

reservatorio. As ilustracdes e descrigdes encontram-se no Anexo 4 e Anexo 8.

RESERVATORIO SALTO GRANDE - PRAIA DOS NAMORADOS
30000 —
25000
20000
=
=15000
=y
=
<10000
=
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— — — - — |
0 T T T T T T T — T
abr05% mai05  jun@s  juld5  ago5 set05  out0sS nov05  dez5  jan/06  fewi06
CYANOBACTERIA CHLOROPHY CEAE BACILLARIOPHY CEAE
s FITOFLAGELADOS s EUGLENOPHY CEAE CHRYSOPHYCEAE
s CRYPTOPHY CEAE ZY GNEMAPHY CEAE

Figura 7 Ndmero de organismos por mL dos principais grupos fitoplanctdonicos na Praia dos

Namorados, no periodo de abril de 2005 a fevereiro de 2006.
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Figura 9 Porcentagem de ocorréncia das células de cianobactérias por espécies encontradas na

Praia dos Namorados, no periodo de abril de 2005 a fevereiro de 2006.
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RESERVATORIO SALTO GRANDE -IATE CLUBE
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Figura 10 Nimero de organismos por mL dos principais grupos fitoplanctonicos no late Clube,
no periodo de abril de 2005 a fevereiro de 2006.
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Figura 11 Porcentagem relativa das classes fitoplanctonicas no late Clube, no periodo de abril de

2005 a fevereiro de 2006.
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Figura 12 Porcentagem de ocorréncia das células de cianobactérias por espécies encontradas no

Iate Clube, no periodo de abril de 2005 a fevereiro de 2006.
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As cianobactérias estiveram presentes em todos os meses de coleta nas duas estagdes
amostradas como grupo dominante (acima de 50% do total de organismos fitoplanctdnicos) com
excecdo dos meses de julho e setembro de 2005 para a Praia dos Namorados, e maio, junho e
setembro para o late Clube. Foram quantificados também individuos pertencentes as classes
Zygnemaphyceae, Chlorophyceae, Bacillariophyceae, Cryptophyceae, Chrysophyceae,
Euglenophyceae e vérios fitoflagelados de dificil identificacdo pela perda de estruturas, como

flagelos, durante o processo de preservagao.

Ponto de Coleta Praia dos Namorados (PN)

Um pico de clorofila a foi obtido no més de agosto (3533,5 ng/L) no periodo seco e os
demais valores sempre mantiveram-se elevados, variando de 64,5 pug/LL a 537,5ug/L, com a

média para o periodo seco de 759,6 ug/L e para o periodo cheia 179,4 ug/L (Figura 5).

O ndmero total de células de cianobactérias variou de 1,90E+04 céls./mL em fevereiro
de 2006 a 9,77E+06 céls./mL em janeiro de 2006 com porcentagem sempre superior a 50% dos
morfotipos de Microcystis e espécies relacionadas como Sphaerocavum brasiliense e Radiocystis
fernandoi (Figura 9). Em relacdo a composi¢do fitoplanctonica, a quantificacio dos
organismos/mL demonstrou que as cianobactérias representaram mais de 50% da comunidade
para quase todos os meses amostrados, com excecao dos meses de julho de 2005 e setembro de
2005 quando as Bacillariophyceae representaram 25,9% da comunidade e as Cryptophyceae
representaram 49,4% (Figura 8). No total foram encontrados 24 tdxons (Anexo 4) sendo que as
espécies Microcystis panniformis e Pseudanabaena mucicola foram dominantes em pelo menos
um dos meses de coleta e as abundantes foram Anabaena circinalis, A. crassa, Geitlerinema
unigranulatum, Microcystis aeruginosa, M. panniformis, Pseudanabaena mucicola e
Synechococcus elongatus. Espécies de ocorréncia constante, acessoérias e acidentais estdo

demonstradas no Anexo 6.

Ponto de Coleta IATE CLUBE (IC)

Valores muito elevados de clorofila a foram obtidos nos meses de julho (2332,4 ug/L) e
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agosto (3274,1 ug/L) no periodo seco e os demais valores, também, mantiveram-se elevados,
variando de 53,4 ug/L a 429,2 ug/L, com a média para o periodo seco de 1034,4 ug/L e para o
periodo cheia de 339,1 ug/L (Figura 6).

O numero total de células de cianobactérias variou de 6,00E+04 céls./mL em fevereiro
de 2006 a 1,61E+06 céls./mL em julho de 2005 enquanto que a média para o periodo seco foi de
5,15E+05 céls./mL e para o periodo de cheia foi de 3,90E+05 céls./mL em um mesmo nivel de
grandeza nos dois periodos. As células dos morfotipos de Microcystis e espécies relacionadas
como Sphaerocavum brasiliense e Radiocystis fernandoi predominaram em quase todas as
contagens com porcentagem acima de 50%, com exce¢do do més de dezembro de 2005 quando
as células da espécie Anabaena crassa foram predominantes, representando 68,5% do total
amostrado (Figura 12). Em relacdo a composicido fitoplanctonica, a quantificacdo dos
organismos/mL demonstrou que as cianobactérias representaram mais de 50% da comunidade
para oito meses amostrados, com excec¢ao dos meses de maio, junho e setembro, ambos meses de
seca que apresentaram outras classes também com quantidades expressivas de organismos, como
as Chlorophyceae e Cryptophyceae respectivamente (Figura 11). No total foram também
encontrados 26 tdxons sendo que as espécies Anabaena crassa, Microcystis panniformis e
Pseudanabaena mucicola foram dominantes em pelo menos um dos meses de coleta e as
espécies Anabaena crassa, Microcystis aeruginosa, M. panniformis e Pseudanabaena mucicola
tiveram ocorréncia abundante. Espécies de ocorréncia constante, acessorias e acidentais estio

demonstradas no Anexo 7.

As contagens de células ndo necessariamente refletem os resultados das contagens de
nimero de organismos por terem sido empregados tratamentos diferentes nas duas contagens
(hidrolise alcalina para células de cianobactéria). Devido a alta densidade da amostra, apenas 10
campos ja foram suficientes para uma contagem representativa e, portanto as células dos tdxons

mais raros dificilmente sdo quantificadas.
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5.2.2 ISOLAMENTO DAS CIANOBACTERIAS

Foram isoladas ao todo 14 linhagens de cianobactérias em culturas monoespecificas para
as quais foi avaliada a presenca de microcistinas pelo método ELISA e foram utilizadas também
na deteccdo do dominio NMT do gene mcyA por PCR. Como ndo houve a deteccdo do gene
mycA na amplificacio para os isolados optou-se por utilizar os oligonucleotideos iniciadores de
PCR para a deteccdo de genes de NPRS e PKS para estimar o potencial de biossintese de

metabdlitos secunddrios nas cepas (Anexo 5)

Esses isolados foram também utilizados para o sequénciamento do rDNA 16S e

construcdo da arvore filogenética.

5.2.3 CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS CIANOBACTERIAS

As extracdes de DNA gendmico das culturas monoespecificas de cianobactérias e da
amostra ambiental foram realizadas com sucesso, usando o protocolo descrito por FIORE et al.
(2000) que foi desenvolvido visando a obtencdo de DNA de todos os gé€neros deste grupo de
organismos conhecidos até o momento. A boa qualidade dos DNAs gendmicos extraidos foi
comprovada pelos eficientes resultados alcangados com a amplificagdo por PCR das seqiiéncias
de interesse. Neste estudo foram amplificadas por PCR e seqiienciados os genes rDNA 16S. Os
amplicons resultantes foram de aproximadamente 1600pb, conforme o esperado (Figura 13).

Nesse estudo sdo apresentados os resultados de treze seqii€ncias quase inteiras (tamanho
variando de 1490 a 1420 pb) do gene que codifica para rDNA 16S de cianobactérias isoladas do
reservatério Salto Grande (Tabela 5). As seqiiéncias de alta qualidade (>20) obtidas podem ser
observadas no Anexo 10. Na andlise BLAST usando o gene de rDNA 16S costuma-se considerar
dois organismos do mesmo género se a identidade entre eles for superior a 95% (LUDWIG et al.,

1998) e de mesma espécie se for superior a 97,5% (STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994)
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Na andlise BLAST as trés seqiiéncias de rDNA 16S de Microcystis (CENA 120, CENA
121 e CENA 133) compararam favoravelmente com a Microcystis aeruginosa OBF29S03
encontrada em uma lagoa em Finissagio, Imola, Itdlia (CASTIGLIONI et al., 2005). As trés

seqiiéncias de Microcystis tiveram entre si identidade maior que 99%.

As duas sequéncias de Aphanothece obtidas (CENA 118 e CENA 122) tiveram maior
porcentagem de identidade com uma Aphanothece isolada de uma lagoa em Bubano, Imola, Itdlia

(CASTIGLIONI et al., 2005) e entre si apresentaram identidade de 99,8%.

A seqiiéencia de Synechococcus sp. CENA126 mostrou-se idéntica com a de
Synechococcus elongatus PCC7942 proveniente de dgua doce da California, EUA. Entretanto, a
de Synechococcus nidulans CENA132 teve maior semelhanca com a de Synechococcus sp.
PCC7920 isolada de uma lagoa na Finlandia. Essas duas seqiiéncias de Synechococcus

apresentaram baixa similaridade (90,8%) entre si.

As duas seqiiéncias de Leptolyngbya (CENA129 e CENA131) ndo tiveram identidade
favordvel com seqiiéncias do GenBank e a seqiiéncia distantemente relacionada foi a da
Leptolyngbya borayarum PCC73110. Entre si, as seqiiéncias das duas linhagens de Leptolyngbya
também apresentaram baixa identidade (95,1%). A unica seqiiéncia de Lyngbya (CENA128)
mostrou baixa identidade com a Leprolyngbya sp. OBB32S02 encontrada em uma lagoa em
Bubano, Imola, Itdlia (CASTIGLIONI et al., 2005). Nao h4 seqiiéncia de rDNA 16S depositada
em bancos de dados publicos para o género Romeria. Assim, a seqiiéncia da linhagem de
Romeria victoriae CENA123 isolada na represa de Salto Grande teve identidade baixa com a
Pseudanabaena sp. PCCT7408 proveniente do rio Tamisa na Inglaterra. A seqiiéncia da
cianobactéria Chroococcidiopsis sp. CENA124 foi mais proximamente relacionada com a
seqiiéncia da Chroococcidiopsis sp. CC3 isolada de uma rocha de quartzo originaria do deserto
da China (Pointing et al., 2007). A dnica cianobactéria filamentosa heterocitada isolada por meio
do método utilizado foi a Calothrix sp. CENA127, cuja seqiiéncia de rDNA 16S mostrou
similaridade com a seqiiéncia da Calothrix desertica PCC7120 isolada de areia proveniente de

Antofagasta, Chile (SIVONEN et al., 2007).
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Verificou-se também nesta andlise a identidade de 95,8 % entre Lyngbya sp. CENA128
e Leptolyngbya sp. 0BB32S02 que poderiam caracterizar um agrupamento em nivel genérico
assim como Romeria victoriae CENA123 com Pseudanabaena sp. PCC7408 para uma

identidade de 96,3%.

A arvore filogenética do gene de rDNA 16S construida usando o método da distincia
(“Neighbor-joining”) (Figura 14) mostra as relacOes evolutivas entre as seqiiéncias das
cianobactérias isoladas e outras seqiiéncias escolhidas do GenBank. Essa arvore foi enraizada
usando como grupo externo uma seqiiéncia de nucleotideo retirada do GenBank, referente a
bactéria Escherichia coli K12 (NC_000913). Como pode ser observado na Figura 14, as
linhagens de Oscillatoriales e Chroococcales ficaram misturadas e pelo menos cinco
agrupamentos foram formados. O primeiro clado agrupou 21 linhagens de Chroococcales com
valor de reamostragem de 52%, onde estdo inseridas as trés linhagens de Microcystis
provenientes deste estudo (CENA120, CENA 121 e CENAI133). Um segundo agrupamento
(reamostragem inferior a 50%), foi formado por nove linhagens de Oscillatoriales. O terceiro
agrupamento (reamostragem de 65%) foi formado por dois clados internos, onde em um estd o
isolado Chroococcidiopsis sp. CENA124 e estranhamente também estd uma seqiiéncia de
Phormidium autumnale UTEX1580. O segundo clado interno foi formado por linhagens de
Nostocales incluindo o isolado Calothrix sp. CENA127. No quarto agrupamento (reamostragem
inferior a 50%) estdo inseridas as duas linhagens de Leptolyngbya e também a linhagem de
Romeria. O quinto agrupamento (reamostragem de 97%) foi formado por dois clados internos,
um contendo linhagens da ordem Oscilatorialles, onde a Lyngbya CENA128 isolada ficou
agrupada e o outro foi formado por linhagens pertencentes a ordem Chroococcales onde ficaram
agrupadas as linhagens de Synechococcus (CENA126 e CENA132) e de Aphanothece (CENA118
e CENA122).
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Figura 13. Gel de agarose representativo de alguns produtos de amplificacdo por
PCR de fragmentos de rDNA 16S para as culturas isoladas. M (marcador) Low Mass;
1. CENA118; 2.CENA120; 3. CENA121; 4.CENA122; 5. CENA123; 6.CENA124; 7.
CENA 125; 8. CENA126; 9. CENA127; 10. CENA128; 11. CENA 129; 12. CENA
130; 13. CENA131; 14. CENA 132; 15. CENA 133.

85



TABELA 5 Identidades das seqiiéncias (%) dos genes rDNA 16S das linhagens isoladas do

reservatorio de Salto Grande comparadas com outras seqiiéncias de cianobactérias do GenBank.

MORFOTIPO TAMANHO DO IDENTIDA COBER- SEQUENCIAS DO GENBANK
(ISOLADO) FRAGMENTO DE (%) TURA (%) COM MAIOR
DO GENE SIMILARIDADE (N°. DE
RDNA 16S (PB) ACESSO)

Aphanothece sp. 1409 97,8 98 Aphanothece sp. 0BB21501

CENA118 (AJ639901)

Microcystis sp. 1420 99,7 99 Microcystis aeruginosa O0BF29S03

CENA120 (AJ635432)

Microcystis 1413 99,8 100 Microcystis aeruginosa 0BF29S503

panniformis CENA121 (AJ635432)

Aphanothece sp. 1409 97,8 98 Aphanothece sp. 0BB21501

CENA122 (AJ639901)

Romeria victoriae 1410 96,3 100 Pseudanabaena sp. PCC7408

CENA123 (AB039020)

Chroococcidiopsis sp. 1416 90,9 100 Chroococcidiopsis sp. CC3

CENA124 (DQ914865)

Synechococcus 1413 99,8 100 Synechococcus elongatus

elongatus CENA126 PCC7942 (NC_007604)

Calothrix sp. CENA127 1410 98,0 95 Calothrix desertica PCC7120
(AM230699)

Lyngbya sp. CENA128 1412 95,8 100 Leptolyngbya sp. 0BB32S502
(AJ639894)

Leptolyngbya sp. 1415 88,6 94 Leptolyngbya boryarum

CENA129 PCC73110 (X84810)

Leptolyngbya sp. 1415 88,0 99 Leptolyngbya boryarum

CENA131 PCC73110 (X84810)

Synechococcus 1409 99,1 99 Synechococcus sp. PCC7920

nidulans CENA 132 (AF216948)

Microcystis sp. 1413 99,8 100 Microcystis aeruginosa O0BF29S03

CENA133
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76 Microcystis sp. CENA 120

s; Microcystis panniformis CENA 121

55 ARtocystis flos-aquae UWOCC C3 (AF139329)
Microcystis flos-aquae UWOCC C2 (AF139328)

|50 Microcystis aeruginosa OBF29S03 (AJ835432)

Microcystis aeruginosa 0BF29S01 (AJ635431)

«; Microcystis sp. CENA 133
Microcystis novacekii TAC65 (AB012337)
Microcystis novacekii TAC20 (AB012336)
Synechocystis sp. PCC 6803 (BA000022)
Synechocystis PCC6805 (AB041938)

71 Synechocystis PCC6714 (AB041937)
Synechocystis PCC6702 (AB041936)

Microcystaceae

Merismopediaceae

100 Cyanothece sp. PCC 7424 (AF132932)
Cyanothece sp. PCC 7424 (AJO00715) Synechococcaceae
2 L Cyanothece sp. PCC 7418 (AF296872)
Stanieria cyanosphaera PCC7437 (AF132931) Dermocarpellaceae

Stanieria sp. PCC7301 (AB039009)

Xenococcus sp. PCC 7307 (AB074510)

Myxosarcina sp. PCC 7325 (AJ344562)

Myxosarcina sp. PCC 7312 (AJ344561)
Planktothrix agardhii NIVA-CYA 9 (AB045952)

° Planktothrix rubescens NIVA-CYA 108 (AB045909)

Planktothrix mougeotii TR2-4 (AB045972)

Geitlerinema sp. PCC 7105 (AF132780)

Phormidium sp. ETS-05 (AJ548503)

Phormidium pseudopristleyi ANT.ACEV5.3 (AY493600)

Oscillatoria acuminate (AB039014)

Oscillatoria sancta PCC 7515 (AF132933)

Tychonema bourrellyi CCAP 1459/11B (AB045897)

Chroococcidiopsis sp. CENA 124

Chroococcidiopsis sp. CC3 (DQ914865)

Phormidium autumnale UTEX 1580 (AY218830)

Chroococcidiopsis sp. CC4 (DQ914866)

Calothrix sp. CENA 127

Calothrix desertica PCC 7102 (AM230699)

Calothrix sp. XP11C (AM230698)

Tolypothrix sp. TOL328 (AM230706)

Gloeotrichia echinulata URA3 (AM230705)

P Rivularia sp. XP16B (AM230676)

Rivularia sp. XP3A (AM230672)
Leptolyngbya sp. CENA 129
Leptolyngbya sp. CENA 131
Leptolyngbya boryanum PCC73110 (X84810)
Pseudanabaena PCC7367 (AB039018)
Romeria victoriae CENA 123
Pseudanabaena PCC7408 (AB039020)
Leptolyngbya sp. 0BB32S02 (AJ639894)

Leptolyngbya PCC7104 (AB039012)
Lyngbya sp. CENA 128
89 Synechococcus elongatus PCC7942 (NC 007604)
88 Synechococcus elongatus PCC6301 (NC 006576)
100Synechococcus elongatus CENA 126
Synechococcus sp. BS5 (AF330253)
Synechococcus PCC9005 (AF216950)
0 Cyanobium sp. Y0011 (AY183114)
Aphanothece sp. 0BB21S01 (AJ639901)
QSynechococcus PCC7920 (AF216948)
82 Cyanobium sp. PCC6904 (AF216944)
2 Synechococcus nidulans CENA 132
Aphanothece sp. CENA 118

Aphanothece sp. CENA 122
Escherichia coli K12 (NC 000913)

Xenococcaceae

Phormidiaceae

Pseudanabaenaceae
Phormidiaceae
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Xenococcaceae
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Figura 14 Andlise filogenética construida pelo método “Neighbor-joining”, baseada em
seqiiéncias do gene de rDNA 16S das cianobactérias isoladas do reservatério Salto Grande (em

negrito). Valores superiores a 50% na reamostragem de 1000 arvores sdo indicados nos nds.
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DETECCAO MOLECULAR DE GENES mycA e NRPS E PKS

Os resultados da avaliacdo da presenca das microcistinas pelo método ELISA nos
isolados foram todos abaixo do LD (<0,1png/L) em duas datas diferentes de avaliagdo da cepa,
exceto para a cepa CENAI129, uma Leptolyngbya (2,31ug/L) (Tabela 6) e os resultados da
amplificagcdo por PCR das seqiiéncias de NRPS e PKS estdo nas Figuras 15 e Figura 16

respectivamente.

Foi utilizado um conjunto de iniciadores (MTF/MTR) usados para amplificar o
fragmento de NRPS que tem como alvo o dominio de adenilagdo (A) dessas enzimas e produz
fragmentos de aproximadamente 1000 pares de bases. Neste estudo, os fragmentos foram
amplificados com sucesso em 10 das cepas isoladas, incluindo trés Microcystis (CENA 120,
CENAI121 e CENA 133), a cepa CENA 124 do género Chroococcidiopsis, além de
Synechococcus elongatus, S. nidulans, Calothrix sp, Lyngbya sp., Plankolyngbya sp.1 e
Planktolyngbya sp.2 A cepa CENA 129 referente ao género Leptolyngbya deu resultado positivo
para a amplificacdo do NRPS e PKS e foi o tinico isolado com microcistina detectado em cultivo.
Outro grupo de enzimas envolvidas na produg¢do de metabdlitos secunddrios sdo as PKS e os
genes envolvidos na sua biossintese podem fornecer informagdes sobre o potencial para a
producgdo de microcistinas. Oligonucleotideos iniciadores de PCR degenerados, tendo como alvo
regides da seqiiéncia do dominino da cetossintase (KS) das PKS, tém sido utilizados detectando
fragmentos de aproximadamente 700 pares de bases. Nas linhagens estudadas, as que ndo
apresentaram amplicons sdo Aphanothece sp CENA 118 e Synechoccocus nidulans CENA 125
que, também, foram negativas para o NRPS. A linhagem Synechoccocus nidulans CENA 132 foi

negativa para o PKS e positiva para o NRPS.
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Figura 15 Gel de agarose representativo de alguns produtos de amplificacdo por PCR de
fragmentos de NRPS (sintetase de peptideo ndo ribossomal) para as culturas isoladas. M1.
100pb; M2. Low Mass; 1. CENA118; 2.CENA120; 3. CENA121; 4.CENA122; 5. CENA123;
6.CENA124; 7. CENA 125; 8. CENA126; 9. CENA127; 10.CENA128; 11. CENA 129; 12.

Controle Negativo.
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Figura 16 Gel de agarose representativo de alguns produtos de amplificagdo por PCR de
fragmentos de PKS (sintetase de policetideo) para as culturas isoladas. M1. 100pb; M2. Low
Mass; 1. CENA118; 2.CENA120; 3. CENA121; 4.CENA122; 5. CENA123; 6. CENA124; 7.
CENA 125; 8. CENA126; 9. CENA127; 10.CENA128; 11. CENA 129, 12. Controle Negativo.
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TABELA 6. Linhagens de cianobactérias isoladas do reservatério Salto Grande e valores

detectados de microcistinas avaliados por ELISA e distribuicdo de genes de NRPS e PKS

MC MC
CODIGO LINHAGEM NRPS PKS  (ug/L) (ug/L)
12.07.06  14.12.06

CENA118 Aphanothece sp.1 - - - -
CENA120 Microcystis sp. + + - -
CENAI121 Microcystis panniformis Azev. & Sant.  + + - -
CENA122 Aphanothece sp. 2 - + - -
CENA123 Romeria victoriae Kom. & Cronb. - + - -
CENA124 Chroococcidiopsis sp + + - -
CENAI2S Synechoccoccus nidulans (Prings)Kom. ] ) ) )
in Bourr.
CENA126 Synechococcus elongaius + + - -
CENA127 Calothrix sp + + - -
CENA128 Lyngbya sp. + + - -
CENA129 Leptolyngbya sp. 1 + + (2,31) -
CENAI131 Leptolyngbya sp. 2 + + - -
CENAI3 Synechoccoccus nidulans (Prings)Kom. s ) ) )
in Bourr.
CENA133 Microcystis sp. + + - -

(+) presenga; (-) auséncia

A viabilidade da utilizagdo do protocolo de extragdo descrito em FIORE et al.(2000)
para as amostras ambientais e a amplificacdo por PCR do gene mycA nas amostras ambientais
foram efetuadas nas coletas no inicio do estudo em abril/2005 na Praia dos Namorados e no late

Clube, cujos resultados encontram-se na Figura 17.
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Figura 17 Gel de agarose representativo de alguns produtos de amplificacdo por PCR do gene
mycA nas amostras ambientais.1-3. Praia dos Namorados; 4-6. late Clube; 7-9. Praia Azul (Nao

utilizado nesse estudo).

5.2.4 MICROCISTINAS NAS AMOSTRAS AMBIENTAIS

As concentracdes de microcistinas avaliadas pelo método ELISA na Praia dos
Namorados variaram de 0,1 pg/L (limite de detec¢do) a 38,0 ug/L que foi um pico de
concentracao que ocorreu em agosto de 2005 acompanhando valores, também, bastante elevados
de clorofila a e células de cianobactérias (Tabela 1) e fez com que valor médio no periodo de
seca fosse mais elevado (8,5ug/l) do que no periodo das cheias (2,6ug/L). Esta ocorréncia,
também esteve presente no ponto de coleta do Iate Clube, cujos valores detectados para as
microcistinas variaram de 0,5 pg/L a 33,8 ug/L com o pico maximo no més de agosto e com as

médias dos periodos de seca e cheia de 6,6 ug/L e 3,1 ug/L, respectivamente.

Para a microcistina-LR avaliada por HPLC (CLAE) na amostra da Praia dos Namorados,
nos meses de setembro e outubro de 2005, os resultados ficaram abaixo do limite de deteccao-LD
que foi de 0,004 ug/L e os demais valores variaram de 0,03 a 33,64 ug/L, que foi um pico

registrado em janeiro de 2006, uma coleta com elevados valores de organismos e células de
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cianobactérias, principalmente os morfotipos Microcystis aeruginosa e M. panniformis. (Tabela 1
e Figuras 8 € 9). O valor médio para o periodo de seca foi 0,2 pg/L e para o periodo de cheia foi

9,2 ng/L.

Para a amostra do Iate Clube de setembro/2005 e outubro/2005, os valores estiveram
abaixo do LD que foi de 0,002 pug/L; as demais concentra¢des variaram de 0,02 ug/L em maio e
junho de 2005 até 9,99 pg/L em janeiro de 2006 que, também, apresentaram elevadas
concentracdes de células de Microcystis aeruginosa e M. panniformis, porém mais baixas que as

concentracdes de células de cianobactérias verficadas para a Praia dos Namorados.

No primeiro conjunto de andlises realizadas, correspondentes as coletas dos meses de
junho, julho, agosto, setembro e outubro de 2005, quando foi analisada apenas a fracdo liquida
pos-filtragdo e apds o procedimento de gelo/degelo para o rompimento das células, verificou-se
que a concentragdo de microcistina-LR foi abaixo do limite de detecg¢do (<2 pg/L) em todas as

amostras, exceto no més de agosto, quando uma das réplicas apresentou o valor de 3,74ug/L.

Como os resultados de clorofila a e células de cianobactérias estavam bastante elevados
em todos os meses, na etapa seguinte, optou-se por extrair também as microcistinas-LR do filtro
para verificar se este estaria retendo uma quantidade significativa da toxina. Ao analisar os
resultados verificou-se que a quantidade retida no filtro apés o tratamento com gelo e degelo foi
abaixo do limite de detec¢do em todas as amostras € apenas na amostra de janeiro na Praia dos
Namorados foram detectadas no filtro as concentragdes de 0,1328ug/L e 0,1348ug/L, porém
representando apenas 0,34% e 0,49% do total, respectivamente. Estes resultados fazem com que
sejam aceitos os resultados do primeiro tratamento quando apenas o filtrado foi analisado,
considerando-se que a parcela que eventualmente poderia ter sido retida no filtro ndo representa

um montante significativo do total.

5.3 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os resultados obtidos das correlacdes de Pearson (r) entre nimero de células de
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cianobactérias e demais varidveis avaliadas encontram-se na Tabela 7. As varidveis que
apresentaram correlacio significativa com o numero de células de cianobactéria na Praia dos
Namorados foram fosforo total, nitrogénio total e microcistina-LR e para o ponto Iate Clube
foram a clorofila a, nitrogénio total e razdo NT/PT, sendo as maiores correlagdes (r=0,96 e
r=0,88) com o parametro nitrogénio total, para os dois pontos de coleta respectivamente.
Correlacdes negativas foram observadas com transparéncia em ambos os pontos, uma correlacdo
jé esperada. Além disso, foi observada também correlacdo negativa com a razdo NT/PT na Praia
dos Namorados e com as varidveis climatolégicas (temperatura da 4gua, temperatura do ar, vazao

e precipitac@o) no late Clube.

TABELA 7 Correlacdo entre o nimero de c€lulas de cianobactérias e pardmetros ambientais

analisados. Os valores em negrito representam as correlacdes significativas (>0,5)

INDICE DE CORRELACAO (R) ENTRE: PRAIA DOS NAMORADOS IATE CLUBE
n° de células de cianobactérias x clorofila a 0,15 0,68
n° de células de cianobactérias x Ph 0,35 0,53
n° de células de cianobactérias x transparéncia -0,25 -0,46
n° de células de cianobactérias x temperatura da dgua 0,27 -0,18
n° de células de cianobactérias x temperatura do ar 0,01 -0,08
n° de células de cianobactérias x vazio 0,22 -0,26
n° de células de cianobactérias x precipitacdo 0,32 -0,25
n° de células de cianobactérias x P total (8 coletas) 0,58 0,03
n° de células de cianobactérias x N total (7 coletas) 0,96 0,88
n° de células de cianobactérias x NT/PT (7 coletas) -0,24 0,60
n° de células de cianobactérias x MIC (10 coletas) 0,27 0,19
n° de células de cianobactérias x MIC —LR (10 coletas) 0,90 0,38

Os resultados da Andlise de Componentes Principais —ACP estdo representados nas
Figuras 18 e 19. Este tipo de andlise ndo aceita dados ausentes na matriz construida e, portanto,
foram feitas 2 andlises diferentes, sendo que na primeira (Figura 18) foram excluidas as varidveis
NT, PT e microcistinas que ndo foram quantificadas em todos os meses e na segunda avaliacio
foram excluidos os meses que ndao havia sido quantificada a varidvel NT que apresenta mais
dados faltantes. Os cddigos representativos das varidveis das Figuras 18 e 19 encontram-se na

Tabela 8
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TABELA 8 Codigos das varidveis utilizadas na andlise de ACP

Cédigo Variavel
Tran Transparéncia
pH pH
Tear Temperatura do ar
Teag Temperatura da dgua
McLR Microcistina-LR
Mc Microcistinas
Ptot Fésforo Total
Ntot Nitrogénio Total
NTPT NT/PT
Celc Células de cianobactérias
Clor Clorofila a
Prec Precipitacdo
vaz Vazdo
Org Organismos de cianobactérias
Orgt Organismos fitoplanctonicos
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Figura 18 Ordenacido biplot pelo ACP das unidades amostrais (pontos de coleta e das varidveis
fisicas e quimicas analisadas) com a exclusdo do NT, PT e microcistinas. As letras localizadas na
frente das unidades amostrais correspondem aos meses amostrados e pontos de coleta (PN =

Praia dos Namorados) e (IC = late Clube) e os nimeros correspondem ao més e ano.

EIXO 1 (41,12% da variancia explicada)

Este eixo foi positivamente relacionado com organismos de cianobactérias, organismos
fitoplanctonicos, células de cianobactérias, clorofila a, pH, temperatura do ar e microcistina; em
oposi¢do projeta-se negativamente no eixo 1 a varidvel transparéncia. Pode-se observar por meio
deste componente principal que houve uma variacdo temporal principalmente pelas elevadas
densidades de cianobactérias nos meses de agosto/2005 e janeiro/2006. Por outro lado, entre

estacdes nao foram observadas diferencas.

EIXO 2 (31,29%) da variancia explicada.

O Eixo 2 mostrou correlacdo positiva com vazado, precipitacdo e temperatura da dgua.

96



Componentes Principais(PCA) [Correlacie/Centrada] :

1=x2
Eixo02 (28,89%)
35 MeLR

E=cores para Linhas

Orge

IC@D&

PNE""E' Mic Orgt
1 el

=25 1,5 2z 25 3 3,5 4

L L L I I I I (-

—PHS0S,
tos Elran Eixo8l (35,53%)
P1gos =

iCygos i

Tra

PNQO0S i
agpw 705

IC@U 5 Izs

ICIJJEIE—

Figura 19 Ordenacdo biplot pelo ACP das unidades amostrais (pontos de coleta e das varidveis
fisicas e quimicas analisadas) com exclusdo das coletas de maio e junho. As letras localizadas na
frente das unidades amostrais correspondem aos meses amostrados e pontos de coleta (PN =

Praia dos Namorados) e (IC = Iate Clube) e os nimeros correspondem ao més e ano

EIXO 1 (35,53% da variancia explicada)

Este eixo foi positivamente relacionado com as varidveis organismos de cianobactérias,
microcistinas, organismos fitoplanctonicos, células de cianobactérias, clorofila a e pH e
negativamente com transparéncia e precipitacdo. Este primeiro componente principal também
separou os meses de coleta (em destaque) e ndo as estacdes e sintetizou o efeito das elevadas
concentracdes de cianobactérias nos meses de agosto/2005 e janeiro/2006 nos dois pontos de

coleta em oposi¢do aos demais meses de baixas densidades.

EIXO 2 (28,89%) da variancia explicada.

O Eixo 2 mostrou correlagdo negativa coma varidvel transparéncia, clorofila a, pH e

positiva para as varidveis microcistina-LR, temperatura do ar e da dgua.
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As andlises realizadas por meio dos componentes principais resumiram em 72,41% e
64,42% da variabilidade total dos dados em seus dois principais eixos (Figura 18 e Figura 19).
No primeiro eixo houve clara separacido das varidveis em periodos sazonais, época chuvosa e
seca, sendo que a chuvosa esteve associada as elevadas densidades de cianobactérias, altos
valores de clorofila a e pH. De forma geral os graficos explicaram bem o fato do ambiente estar
eutrofizado, ou seja, as maiores densidades ficaram correlacionadas com o PT e opostamente a
transparéncia. Valores elevados de pH e clorofila a também estdo correlacionados com elevadas
densidades. A Figura 18 demonstra que organismos de cianobactérias foi a varidvel que teve
maior relagdo com o Eixo 1, logo pode ser uma varidvel importante, assim como clorofila a e
organismos do fitoplancton, que podem ser varidveis importantes no monitoramento de

ambientes com estas caracteristicas.

Na Figura 19, as varidveis células de cianobactérias, organismos fitoplanctonicos,
clorofila a, pH e PT contribuem significativamente para o gradiente apresentado no Eixo 1 e por
apresentarem um angulo préximo ao eixo podem ter o mesmo peso na explicabilidade do mesmo.
Por meio da andlise de ACP pode-se observar que a legislagio CONAMA 357/2005 (BRASIL,
2005) que contempla as andlises de clorofila a, células de cianobactérias e PT para indicar a
eutrofizacdo e proteger as comunidades aquéticas e os usos pretendidos dos corpos d“dgua quanto

a problematica das cianobactérias, estd bem embasada nos estudos de campo.

5.4 ATENDIMENTO AS RESOLUCOES CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) E
CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2004)

Quando comparados com a Resolucito CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) para a
Classe 2, de acordo com o enquadramento do Rio Atibaia, formador do reservatério Salto
Grande, os valores de pH no més de agosto de 2005 foram 9,2 no ponto Praia dos Namorados e
9,5 no Iate Clube, portanto acima dos limites desta classe (pH= 6-9). Isso pode ser devido aos
elevados valores de células de cianobactérias encontrados, que aumentam substancialmente o pH

em conseqiiéncia da elevada atividade fotossintética. Em relacdo ao fésforo total — PT, foram
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verificadas concentracdes acima das indicadas para ambientes Iénticos (Classe 2 = 0,03 mg/L)
nos meses de abril de 2005, agosto de 2005, dezembro de 2005 e janeiro de 2006 para a Praia dos
Namorados e abril, julho, agosto e dezembro de 2005. (Tabelas 1 e 2)

Em relacdo a clorofila a, todos os valores ao longo do estudo estiveram acima do limite
estabelecido para a Classe 2, que € até 30ug/L. Para o niimero de células de cianobactérias cujo
valor limite para esta classe € até 50.000 céls./mL, apenas no més de fevereiro de 2006 para a
Praia dos Namorados (1,90E+04 céls./mL) e no més de junho no late Clube (2,74E+04 céls/mL)

€ que os valores foram atendidos.

A Resolugdo CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2000) que estabelece critérios para
avaliacdo da balneabilidade, considera como uma das condi¢cdes impréprias para banho, a
ocorréncia de floragdo de algas ou outros organismos que oferecem risco a saide humana. (§ 4°,

inciso f).

Observou-se durante as coletas a formacdo de “escuma” indicando a presenga de
floragdes de cianobactérias por meio de inspecdes visuais nos meses de abril/2005 e agosto/2005
na Praia dos Namorados e agosto/2005, outubro/2005 e novembro/2005 (Anexo 2). Entretanto,
apenas para os meses de maio/2005 na Praia dos Namorados e late Clube, julho/2005 e
fevereiro/2006 na Praia dos Namorados e dezembro/2005 no Iate Clube os valores de células de
cianobactérias estiveram abaixo de 50.000 céls/mL que € o valor limite utilizado pelo Governo
Australiano (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2006) acima do qual ha probabilidade de efeitos
adversos a satide para a exposicdo de criancas as atividades recreacionais e € o valor maximo
permitido para a Classe 2 da Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) para recreacdo de
contato primdrio. Observa-se assim, que em vdrias coletas, apesar de visualmente nio terem sido
detectadas “escumas”, as concentragdes de células de cianobactérias encontravam-se elevadas.
Estes resultados indicam que apenas a inspecdo visual adotada na Resolucio CONAMA

274/2000 (BRASIL, 2000) ndo oferece garantias a populagdo de uma exposi¢ao segura.
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6 DISCUSSAO

6.1 VARIAVEIS CLIMATOLOGICAS E LIMNOLOGICAS

Sao indimeros os fatores que podem levar a dominadncia de cianobactérias em lagos e
reservatorios. Apesar de ser claro que o aumento da entrada de nutrientes € a causa primdria da
forte pressdo seletiva no fitoplancton € o sistema como um todo que determina os resultados
finais deste processo, especialmente a morfologia dos lagos e reservatérios e seu funcionamento.
Sado vérios os fatores ambientais e fisioldgicos que determinam o sucesso das cianobactérias
como competidoras em relagdo aos demais organismos fitoplanctonicos nos ambientes aquaticos,
como: elevadas temperaturas, baixo requerimento de luz, cinética de absor¢do de carbono
inorganico superior, baixa razdo NT/PT e dominancia do nitrogénio inorginico em forma de
amoOnia. Mecanismos que permitem a migracao na coluna d“dgua, como a presenca de aerétopos
e o estoque intracelular de fosforo favorecem géneros formadores de floracdes como Microcystis.
Baixa pressdao de predacdo, inibicdo do crescimento de outros grupos fitoplanctonicos pela
excre¢do de compostos organicos inibidores e producdo de toxinas como prote¢do a predacio siao
também responsdveis pelo sucesso das cianobactérias (DOKULIL & TEUBNER, 2000). Como ja
mencionado neste trabalho, recentes pesquisas moleculares descartam esta ultima hipétese pelo
fato de que os genes produtores de toxinas tém aparecimento mais antigo e paralelo na evolucao,
anterior aos metazoarios. No entanto, muitos dos fatores mencionados sao sabidamente relevantes
e confirmados em extensa literatura e muitos deles representam papel importante para a

ocorréncia das cianobactérias no local estudado.
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As temperaturas médias do ar observadas estdo de acordo com a caracterizagio climdtica
da regido onde estd localizado o reservatorio, caracterizada pela tropicalidade e clima Cwa,
segundo a classificacdo climatica de K&ppen nos trechos médio e inferior da Bacia do Atibaia,
com inverno seco e verdo quente. Os valores observados de temperatura do ar estiveram quase
sempre acima da temperatura média anual registrada na sub-bacia do Atibaia para as porc¢oes
média e inferior, que é 20°C (ESPiNDOLA et al, 2004 a, 2004b), com exceg¢do do més de maio
de 2005 que apresentou temperatura minima de 19°C. As temperaturas minimas encontradas em
estudos anteriores na regido do reservatorio, citados pelo autor, foram de até 4,4 °C para o ar,
variando de 16,6°C a 33°C em estudos realizados desde 1972. As temperaturas observadas por
SOUZA (2000) em monitoramento realizado na Praia dos Namorados durante trés anos (1995,
1996 e 1997) variaram de 12°C a 32°C para o ar e de 12°C a 30°C para a dgua. No ponto de
monitoramento da CETESB, localizado no Rio Atibaia, proximo da entrada do reservatorio
(ATIB02800), as temperaturas da dgua variaram de 18°C a 28°C em monitoramento realizado
durante 5 anos (2002-2006), com médias anuais em torno de 24°C. De acordo com GRAHAM &
WILCOX (2000), a maioria das cianobactérias apresenta melhor crescimento em temperaturas

entre 15 a 30°C e atingem sua taxa mdxima em temperaturas acima dos 25°C.

No presente estudo, as temperaturas médias da dgua nos periodos de seca e cheia foram
23,3°C e 27,4°C para a Praia dos Namorados e 22,9°C e 27,1°C para o late Clube e estiveram
muito proximas dos valores maximos de crescimento. No més de agosto, quando houve um pico
de crescimento de cianobactérias, as temperaturas foram elevadas apesar de ser considerado
inverno, pois houve dias sem chuva ou vento e com elevada insolacdo, o que pode provocar a
ocorréncia de temperaturas da dgua mais elevadas na margem, como as encontradas nos dois
pontos de coleta (24°C), proximas daquela que favorecem o crescimento das cianobactérias. A
temperatura, por ser um parametro importante, deve ser avaliada em futuros estudos de
monitoramento quanto a tendéncia a sua elevagdo, devido, possivelmente, aos efeitos das

alteracOes climaticas globais relatadas em estudos recentes.

No ponto de coleta localizado na Praia dos Namorados, aparentemente os valores de
transparéncia ndo estiveram diretamente relacionados com os valores de precipitacdo, apesar de

ser esperado um aumento de turbidez na dgua pelo carreamento de material em suspensdo no
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periodo chuvoso, principalmente pelo fato do ponto de coleta estar localizado préximo a margem.
Esta relacdo também ndo foi diretamente verificada para a clorofila a e células de cianobactérias.
O més de novembro, que apresentou menor transparéncia, ou seja, a menor profundidade do
Disco de Sechi apresentou valores elevados de células de cianobactérias e clorofila a. Estes
resultados podem ser explicados pela domindncia de espécies de Microcystis que formam
floracdes superficiais. O Indice de Correlagdo de Pearson (r) para células de cianobactérias e
transparéncia apresentou correlacdo negativa com baixos valores. Os valores médios do periodo
de seca e cheia ndo apresentaram quase nenhuma diferenga (0,5m e 0,6m, respectivamente) para
a Praia dos Namorados e estiveram mais baixos que as médias registradas no late Clube (1,0m e
0,7m). Valores menores do Disco de Secchi podem estar relacionados a maior concentracdo de
material particulado no ponto Praia dos Namorados, que € mais exposto que o late Clube, e que
apresentou maiores concentragdes de células de cianobactérias na média dos periodos

amostrados.

Também para o ponto late Clube, os valores de transparéncia ndo estiveram relacionados
diretamente aos valores de precipitacdo, porém para este ponto, 0 menor valor de transparéncia
(0,4m) pode ser atribuido ao maior valor de clorofila a (3274,1 ug/L) registrado no més de agosto
de 2005, com a predominancia de Anabaena crassa que pode ter contribuido para o aumento da
turbidez de modo geral, ja que é melhor distribuida na coluna d’dgua, ndo formando floragdes
superficiais. O Indice de Correlagdo de Pearson (r) para este parimetro com o nimero de células

de cianobactérias apresentou valores negativos e baixos.

A auséncia de uma relagdo entre a tranparéncia e as médias mensais de precipitacio
podem estar relacionadas ao fato de que os pontos de coleta estdo localizados em margens
abrigadas e bastante urbanizadas, com cobertura vegetal de gramineas e pavimentadas, além de
ocorrer uma densa barreira de macrofitas, que pode estar impedindo a grande pluma de

sedimentos carreada para o reservatorio como observado na Figura 2.

Os valores mais elevados de pH nos dois pontos de coleta (9,2 para a Praia dos
Namorados e 9,5 para o Iate Clube) no més de agosto de 2005 acompanharam os maiores valores

da clorofila a (3533,5 ug/L e 3274,1ug/L, respectivamente). Valores mais elevados relacionados
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com as maiores concentragdes de clorofila a no periodo de inverno, que correspondeu ao periodo
seco, também foram encontrados por DEBERDT (2002), com valores bastante elevados para o
més de agosto, e SOUZA (2000), que encontrou valores mais elevados de pH nos meses de
agosto a dezembro na Praia dos Namorados. Elevados valores de pH (em torno de 8) afetam
diretamente o balanco do carbono da dire¢dao da produgdo de COs, favorecendo o crescimento das
cianobactérias (OLIVER & GANF, 2000), que raramente ocorrem em pH menores que 5.
Observou-se no presente estudo, que os valores de pH estiveram sempre acima 6,6, indicando um

ambiente favoravel ao crescimento das cianobactérias.

Elevadas concentragdes de fosforo total foram detectadas nas coletas de abril de 2005
(0,180m/L), agosto de 2005 (0,150mg/L), dezembro de 2005 (0,180mg/L) e janeiro de 2006
(0,170mg/L) na Praia dos Namorados, sendo que nos meses de agosto e janeiro ocorreram
também elevadas concentragdes de células de cianobactérias e clorofila a. J4 no ponto Iate Clube,
as concentragdes foram em geral menores, sendo que apenas nos meses de agosto de 2005 e
dezembro de 2005 foram detectadas concentracdes mais elevadas (0,110mg/L e 0,130mg/L)
respectivamente. Apesar das variacdes sazonais nas concentracdes de PT, os valores médios
mensais registrados no periodo de seca e cheia nos dois pontos de coleta foram iguais e
mantiveram-se elevados (0,10 mg/L), acima dos valores que estimulam o crescimento das
cianobactérias, e que, aliado as demais varidveis ambientais favordveis, vem suportando estas
intensas e constantes floracdes. Valores de PT ja registrados para o reservatério (ESPINDOLA et
al., 2004b) alcangaram até 0,89 mg/L, porém, em geral, os maiores valores estdo na faixa de 0,11
mg/L até 0,45mg/L. Os valores médios maximos de PT encontrados por DEBERDT (2002)
foram no periodo de verdo (0,118mg/L) em estacdes de coleta localizadas na por¢do central do

reservatorio.

Em relacdo ao NT, foram ja registrados valores de até 33,7mg/L (ESPINDOLA et al,
2004b) para o reservatdrio, porém neste estudo as concentracdes estiveram mais baixas, sendo o
valor maximo encontrado (4,93mg/L) em julho de 2005. As médias para os periodos de seca e
cheia para a Praia dos Namorados foram de 1,1mg/L e 2,5mg/L respectivamente e 2,3mg/L e
1,7mg/LL para o Iate Clube, préximos dos valores médios encontrados por DEBERT (2002).

Nota-se, que no periodo de cheia, na Praia dos Namorados, os valores médios de NT estiveram
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mais elevados, ao contrario do ponto localizado no late Clube; isto pode ser devido ao fato de que
o ponto localizado na Praia dos Namorados € mais exposto as influéncias da porc¢ao central do
reservatorio, como comentado anteriormente, € 0 NT pode ser mais oriundo de fontes aldctones
com maior entrada no periodo de cheia, ao contrério do fésforo que é comum ser proveniente de

cargas internas do sistema.

DOKULIL & TEUBNER (2000) comentam que a auséncia de cianobactérias é melhor
garantida em concentracdes de PT <50 pg/L, um valor mais elevado do que a Resolucdo
CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) que é 0,03 mg/L para ambientes 1€nticos. Valores menores
que 0,05 mg/L foram encontrados nos meses de setembro/2005 e novembro/2005 nos dois pontos
de coleta e em janeiro e fevereiro de 2006 no late Clube e fevereiro/2006 na Praia dos
Namorados. Essas quantidades corresponderam as menores concentracoes de células de
cianobactérias, com excessdo de novembro/2005 nos dois pontos, quando Anabaena crassa foi

abundante.

Elevadas correlagdes (r > 0,5) de células de cianobactérias com NT foram detectadas nos
dois pontos amostrados e valores elevados de NT em julho/2005 no ponto Iate Clube suportaram
intenso crescimento das cianobactérias, quando 90,2% da comunidade era representada por
Microcystis spp e formas relacionadas, tendéncia que se repetiu para o ponto da Praia dos
Namorados. As concentragdes mais elevadas desse nutriente nos periodo de seca sdo comuns em
sistemas aqudticos de regiOes climdticas com estas caracteristicas, pois as baixas vazdes
favorecem um aumento da concentra¢ao dos mesmos. Na Praia dos Namorados, observou-se que
um pico na concentragdo de NT e células de cianobactérias ocorreu no més de janeiro de 2006,
que foi um més atipico, com um longo periodo de estiagem no meio do més e temperaturas
elevadas (do dia 09/01/2006 a 29/01/2006 houve apenas um dia de chuva com 19,9mm - fonte:
Centro Tecnolégico de Hidrdulica e Recursos Hidricos — CTH/USP). Isso pode ter contribuido
para a concentragdo maior para esses resultados, pois a coleta referente a esse més foi realizada

no dia 29/01/2006.

Segundo BOTHWELL & LOWE (1996) razdes NT/PT maiores que 20/1 indicam

limitagdes por fésforo e menores do que 10:1 limitacdo por nitrogé€nio; valores intermedidrios nao

104



sugerem limitacdes para o crescimento fitoplanctonico. No presente estudo, a relagdo NT/PT
esteve acima de 20/1 em quase todas as coletas com excecdo do més de dezembro para o late
Clube e abril/2005 e dezembro/2005 para a Praia dos Namorados, indicando um ambiente
predominantemente limitado pelo fésforo, jd que os valores médios também para os periodos de
seca e cheia nos dois pontos de coleta estiveram acima deste valor. Mesmo sendo limitante, as
cianobactérias podem acumular este elemento no citoplasma em forma de granulos de polifosfato
e utilizar para a divisdo celular por vdrias geracdes, como citado em WHITTON & POTTS
(2000). Este mecanismo, associado ao excesso de nitrogénio, poderia suportar floracoes quase
permanentes de géneros ndo heterocitados como Microcystis, como ocorre no local do presente

estudo.

No estudo de DEBERDT (2002), o valor médio de 15,5 na relacdo NT/PT foi mais baixo
nos meses de verdo (periodo chuvoso), demonstrando uma limitacdo por nitrogénio; estas
diferencas podem ser explicadas pelo fato dos pontos de coleta no estudo realizado pela autora
estarem localizados na porcao central do reservatério e sofrerem influéncia das maiores vazdes
no periodo chuvoso. Baixas razdes NT/PT, que favorecem o crescimento das cianobactérias,
tanto fixadoras como ndo fixadoras de nitrogénio, segundo DOKULIL & TEUBNE (2000),
foram encontradas em poucos meses de coleta (abril/2005 e dezembro/2005 para a Praia dos
Namorados e dezembro/2005 para o late Clube) e o numero de células de cianobactérias ndo foi

expressivo nestes meses, com excecdo de abril/2005.

Verificou-se, nesse estudo, que condicdes ambientais diversas favoreceram o
crescimento das cianobactérias, como a baixa turbuléncia, altas temperaturas, alto pH, alto NT e
alto PT. Como evidenciado em DEBERDT (2002) o fator ambiental mais importante que
determinou o crescimento das cianobactérias em pontos localizados no meio do reservatério foi a
vazdo, que € um fator fisico que pode estar influenciando a mistura da coluna d’dgua, auxiliado
pelo vento como relatado por COSTA (1998) e SOUZA(2000). Os locais amostrados no presente
estudo, por se tratarem de pontos localizados em margens, sdo mais abrigados e protegidos
constantemente pela barreira de macrofitas, apresentando ambientes estdveis. Por estarem
localizados também na direc@o oposta ao vento predominante, o acimulo das “escumas’ téxicas

¢ favorecido, o que oferece alto risco a populagio.
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6.2 VARIAVEIS BIOLOGICAS E TOXICOLOGICAS

Como ja evidenciado por autores estudando outros reservatéorios no Brasil (HUSZAR et
al., 2000; WOSIACK, 2005), as espécies de cianobactérias apresentaram periodos de alternincia
de formas heterocitadas, fixadoras de nitrogénio como espécies de Anabaena e nao heterocitadas
como espécies de Microcystis, que sdo grupos funcionalmente distintos que podem estar
associados as concentragdes das formas nitrogenadas disponiveis. Nos meses de maio/2005 e
dezembro/2005 na Praia dos Namorados e em junho/2005 e dezembro/2005 no Iate Clube
predominaram as Anabaena, sendo que as células/mL de A. crassa dominaram neste dltimo local.
Neste més a concentracdo de microcistinas pelos dois métodos avaliados ndo se mostrou elevada,
pois estes géneros sdo conhecidos como potenciais produtores também de saxitoxinas. J4 no més
seguinte, quando as concentracdes de NT foram bem elevadas, predominou Microcystis, que nao
¢ um género fixador de nitrogénio e em condi¢des nutricionais favordveis, é competidor mais
agressivo, excluindo as populagdes de Anabaena. WOSIACK (2005) também observou
cianobactérias nao heterocitadas quando ocorriam altos teores de nitrogénio total na coluna
d’dgua em estudo na represa de Itaipi. JANSEN et al (1994) apud WOSIACK (2005) estudou a
dominancia do fitoplancton em 32 lagos ao longo de um gradiente de fésforo em regido
temperada e observou que as cianobactérias heterocitadas tendem a dominar em concentragdes de
PT < 0,25mg.L-1 e ndo heterocitadas entre 0,25 e 0,80 mg.L-1. Apesar da estratificacio térmica
também influenciar na alternincia destes grupos, ndo foi possivel avaliar esta influéncia no
presente estudo, pois os locais amostrados, por estarem localizados em margens, possuiam
profundidades pequenas. Também a turbidez pode influenciar esta sucessdo, sendo que
Microcystis € mais favorecida em ambientes com elevada turbidez do que Anabaena e observa-se
que no més de dezembro/2005 a transparéncia foi maior em ambas as estagdes de coleta,

confirmando esta tendéncia para o favorecimento de Anabaena.

A clorofila a, uma varidvel que expressa a biomassa de cianobactérias quando elas sio
dominantes na amostra fitoplanctonica apresentou sempre valores elevados (acima de 10ug/L),
caracterizando o ambiente como eutréfico a hipereutréfico e acima dos limites da Resolugdo

CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) para a Classe 2 (30 ug/L), confirmando os resultados
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anteriores avaliados por outros autores. Alguns “picos” de concentracio bastante elevados, como
em agosto/2005 na Praia dos Namorados e late Clube que apresentaram os valores de 3533,5ug/L
e 3274ug/L respectivamente, nunca foram antes registrados para o local, e podem ser devido ao
fato das amostragens terem sido realizadas nas margens, que oferece uma condi¢cdo mais propicia

para a formacdo de intensas floracdes.

FRANK (2002) utilizou uma estimativa de concentracdo de microcistina por clorofila a,
sendo que para um pior caso, 1 ug de microcistinas corresponderia a 1 pug de clorofila a e
encontrou valores de clorofila a de até 5488 g/l com predominancia de Microcystis e de 6040
png/L com predominancia de Anabaena e Aphanizomenon em lagos da Alemanha. Era de se
esperar que os valores de microcistinas encontrados neste estudo fossem bem mais elevados, em
torno de 3000ug/L em fun¢do das concentragdes elevadas de clorofila a; porém, isto ndo ocorreu
e pode ter sido devido a vdrios fatores, como problemas metodolégicos de extracdo, condigdes
ambientais que possam ter influenciado na produgdo e degradacdo das microcistinas, andlise em
CLAE apenas para a microcistina —LR sendo que outras isoformas podem ter sido dominantes e
a baixa reatividade com anticorpos para vdrias isoformas do método ELISA. E importante que
sejam feitos mais estudos de tipologia de lagos e reservatérios no Estado de Sao Paulo e no Brasil

com este enfoque, para confirmacao destes valores.

6.2.1 ASPECTOS TAXONOMICOS

Amostras ambientais

Dos 26 taxons de cianobactérias identificados neste estudo, metade (13) sdo citagdes
inéditas para o reservatorio dos quais as espécies Aphanizomenon gracile, Microcystis
panniformis, M. wesenbergii e M. botrys sao comprovadamente produtoras de ciatonoxinas
(Anexo 4). O género que apresentou maior nimero de espécies foi Microcystis € dominou em

todas as épocas do ano. Este género apresenta sua taxonomia ainda problemética pela varia¢ao
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intraespecifica de seus morfotipos, além do que, s@o utilizadas predominantemente caracteristicas
morfoldgicas como o arranjo celular e forma da coldnia para a delimitacdo das espécies. Uma
revisio para este género tem sido recomendada por diversos autores (KOMAREK, 2000;
OUTSUKA, 2001), mas s@o necessarios mais estudos que contemplem maior variedade de
ecotipos em estudos de filogenia molecular mais abrangentes. Populagdes de M. panniformis que
foram predominantes na média dos meses amostrados e ndo haviam sido anteriormente relatadas
em estudos no reservatorio, podem ter sido confundidas com M. lamelliformis, freqéntemente
citada para o local. COSTA (1998) j4 tinha detectado um possivel novo tdxon para um morfotipo
de Microcystis que corresponde a descricdo de M. panniformis, mas a descri¢do desta espécie sO
ocorreu em 2002. Também a espécie Sphaerocavum brasiliense descrita apenas em 2003 pode ter

sido confundida com M. aeruginosa que era tida como predominante no local.

Grande parte dos trabalhos de cunho ecoldgico, ndo leva em consideragdo uma
identificagdo precisa dos tdxons e em populagdes muito densas de cianobactérias, como floragdes

de Microcystis spp, estes morfotipos podem ser facilmente confundidos.

Espécies picoplanctonicas como Aphanocapsa incerta, A. delicatissima, Merismopedia
tenuissima e Synechoccocus elongatus devem ser mais bem avaliadas quanto a sua importancia
para a comunidade fitoplanctonica e seu potencial para a produgdo de toxinas, pois sdo ainda
escassas as informacdes para este grupo, principalmente S. elongatus, que foi uma espécie

considerada abundante em nimero de organismos nos meses de cheia.

Algumas espécies acessOrias e acidentais encontradas, ndo mencionadas por autores
anteriores, como Chrococccus minor e Jaagnema subtilissimum sao espécies de hdbitos
bentdnicos ou metafiticas, ocorrendo acidentalmente no plancton, especialmente em locais rasos

de margem.

SOUZA (2000) avaliou semanalmente a comunidade de cianobactérias em ponto
localizado na porcao central do reservatério, em frente a Praia dos Namorados e verificou que as
cianobactérias dominam durante todo o ano, apresentando picos sazonais. Neste estudo, em

alguns meses, as cianobactérias ndo dominaram em numero de organismos em relacdo aos
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demais organismos fitoplanctonicos, porém o numero de células do restante da comunidade
fitoplanctonica ndo foi avaliado e o espacamento das coletas pode ndo ter detectado esta
dominincia constante. A autora também aponta Nifzchia palea (Bacillariophyceae) e
Pseudanabaena mucicola (Cyanobacteria) como espécies oportunistas que ocorreram associadas
a mucilagem de Microcystis spp, o que também foi observado neste estudo.

E importante enfatizar a necessidade de aprofundar o conhecimento das cianobactérias
no Brasil em termos de sua ecologia e taxonomia para uma real avaliacdo do seu impacto nos

ecossistemas e na saide humana.

Isolados

As amostras coletadas no reservatério Salto Grande continham uma rica flora
planctdnica caracteristica de ambientes tropicais eutrofizados. Entretanto, os espécimes isolados
apresentaram-se bastante diversificados em relacdo aos habitats, especialmente por se tratar de
material coletado em margem, com abundante crescimento de macrdéfitas e portanto, algumas

espécies metafiticas e perifiticas foram isoladas.

Dos 13 isolados, trés pertencem ao género Microcystis tipico do plancton e ocorreram
também nas amostras ambientais, sendo que apenas no isolado CENA 121 foi possivel
caracterizar o morfotipo M. panniformis, pois a colonia manteve-se integra no isolado. Também
Romeria victoriae foi uma espécie encontrada nas amostras ambientais. O género Romeria é
bastante préoximo de Pseudanabaena, do qual se distingue por apresentar tricoma mais arcuado
ou flexuoso com as extremidades das células contiguas, as vezes com mudanca abrupta de
posicdo, formando uma “quebra”. O isolamento e o sequenciamento genético deste material é
muito interessante do ponto de vista taxondmico, pois sdo raros os materiais isolados em cultura,
sendo que todas as espécies conhecidas provém de descri¢des da natureza. Os materiais isolados
apresentaram limites métricos para o comprimento celular menores do que citados em literatura

para esta espécie, mas concordam com sua ocorréncia que também é descrita para ambientes
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tropicais na Africa. KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (2005) citam que o cardter filamentoso de
Romeria (presenca de poros entre as células) nido foi ainda provado e que hd uma forte

semelhan¢a morfoldgica e ultraestrutural com vérios tipos cocdides.

Algumas cianobactérias picoplanctonicas foram isoladas e foram identificadas com os
géneros Aphanothece e Synechoccoccus, sendo que apenas Synechococcus elongatus foi
observado na cultura e na natureza. Estas cianobactérias picoplanctonicas na natureza sao de mais
dificil observacdo e muitas podem estar alojadas na densa mucilagem de alguns morfotipos de

Microcystis.

Foram isolados também outros exemplares que integram o picoplancton mas que nao
ocorreram nas amostras ambientais como dois morfotipos do género Aphanothece, distintos
principalmente pelo tamanho e forma do arranjo colonial. A cepa CENA 122 apresentou arranjo
bem caracteristico da coldnia, diferente dos existentes em literatura com pequenos agregados tipo
“esferas” que se unem formando um todo. A cepa CENA 126 foi de um espécime de
Synechococcus com células bastante alongadas, ndo encontradas na amostra ambiental. Das
espécies descritas em literatura (KOMAREK & ANAGNOSTIDIS, 1999) que apresentam tais
dimensdes estdo S. capitatus que € descrita para lagos frios ndo poluidos de regides temperadas e
S. elongatus descrita para regides temperadas e de hédbito sub-aerofitico. Como j& mencionado
anteriormente, o material foi coletado em margem e poderia estar oportunisticamente nas

amostras, mas estudos mais aprofundados devem ser realizados.

Os demais isolados sdo caracteristicos de materiais comumente encontrados no
metafiton ou perifiton como Calotrix sp. que € caracterizado por seus tricomas heteropolares com
uma base alargada e dpice fortemente atenuado, formando um “pélo” hialino e sdo imersos em
bainha mucilaginosa conspicua. A espécie C. fusca tem sido citada para o Brasil e as
caracteristicas morfométricas do material isolado parecem estar de acordo com o apresentado em
literatura (BRANCO et al., 1999; WERNER, 2002). Este foi o unico género de cianobactéria
heterocitada isolado. Também caracteristico destes habitats, outro género isolado,
Chroococcidiopsis ¢ um género colonial que forma agregados tipicos de células envolvidos por

mucilagem hialina e incolor; sua forma de reproducdo por baeocitos € bastante caracteristica, e
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foi observada no material isolado. Chrooccidiopsis cf indica é a espécie descrita em dgua doce
para o Brasil (KOMAREK et al., 2001) e os limites métricos estdo de acordo com o material

encontrado.

O género Lyngbya, também isolado neste material € caracterizado por tricomas largos,
com uma bainha mucilaginosa firme e células discéides achatadas. Os espécimes isolados
apresentam-se ligeiramente atenuados em direcdo ao dpice do tricoma, com espessamento na
célula apical (caliptra) e ndo foram encontrados exemplares nas amostras ambientais, 0 que
poderia indicar a origem ndo planctonica deste material. Neste reservatorio ja foram encontrados
exemplares de L. hieronymusii, de habito tipicamente planctdnico, presenga de aerétopos, sem
caliptra e ndo atenuado nas extremidades, distinta do material isolado. Por nio terem sido
encontradas em literatura espécies que teriam todas as suas caracteristicas concordantes, este

material ndo foi identificado em nivel especifico, necessitando de estudos mais completos.

Finalmente, duas cepas isoladas de Leptolyngbya sp. CENA 129 e Leptolyngbya sp.
CENA 131, géneros caracteristicos por apresentarem tricomas emaranhados, diferem entre si
pelas menores dimensdes celulares da Leptolyngya sp. CENA 129. Sdo intimeras as espécies
descritas para este género (mais de 100) e este morfotipo tem suas caracteristicas concordantes
com L. margaretheana que apresenta células um pouco mais isodiamétricas e largura mais
estreita, comum em “wetlands” de regides tropicais e sub-tropicais. Leptolyngbya. sp. CENA
131, por ter células um pouco mais longas que largas e largura do tricoma um pouco maior,
estaria mais proxima da espécie L. aeruginea, uma espécie cosmopolita tipica de zona litoral de

ambientes mais parados.

Foram isolados exemplares que ainda ndo haviam sido observados na natureza em
estudos anteriores no local e o isolamento de cepas de cianobactérias para estudos taxondmicos,
moleculares e toxicol6gicos aumenta o conhecimento da biodiversidade do grupo, pois espécies
raras que normalmente sdo excluidas por competi¢cdo, em condi¢des de cultivo podem ser
favorecidas. O conhecimento da biodiverdidade das cianobactérias € extremamente relevante pela
intensa producdo de oligopeptideos e metabdlitos secundarios poucos estudados com evidéncias

de bioatividade que este grupo apresenta (CHORUS, 2001).
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A maioria (oito) das seqiiéncias de rDNA 16S geradas neste estudo apresentaram valores
de identidades superiores a 97,5% com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados publicos e,
portanto, provavelmente pertencem a mesma espécie. Para os organismos pertencentes ao
dominio Bacteria foi demonstrado que dois organismos podem ser considerados da mesma
espécie se eles apresentarem reassociacdo de DNA-DNA de aproximadamente 70% ou maior
(WAYNE et al., 1987) e que linhagens com seqiiéncias do gene de rDNA 16S que apresentam
valores de identidades superiores a 97,5%, provavelmente, possuem reassociacdo de DNA-DNA
maior que 60-70% e, portanto, pertenceriam a mesma espécie (STACKEBRANDT & GOEBEL,
1994). Como conseqii€éncia desses estudos, ficou estabelecido que em andlise BLAST utilizando
o gene de rtDNA 16S, dois organismos podem ser considerados do mesmo género se a identidade
entre eles for superior a 95% (LUDWIG et al., 1998). Neste estudo trés seqiiéncias apresentaram
valores de identidades inferiores a 95% (Chroococcidiopsis CENA124, Leptolyngbya CENA129
e Leptolyngbya CENAI131), indicando que alguns dos organismos pertencentes a esses dois

géneros necessitam de revisao.

As seqiiéncias de rDNA 16S correspondem aos genes que codificam para a subunidade
menor do dcido ribonucléico ribossdmico e, por essa caracteristica estrutural sdo conservados e
permitem inferir relacOes filogenéticas entre os organismos, além de possibilitarem, em alguns
casos, a 1dentificacdo de espécies. Todavia, deve-se ter em mente o questionamento da
congruéncia entre a identificacdo das cianobactérias ao interpretar essas inferéncias e identidades.
WILMOTTE & HERDMAN (2001) e KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989) chamam atencao
para o fato de que muitas linhagens de cianobactérias sdo identificadas erroneamente, por isso 0s
pesquisadores devem utilizar linhagens bem caracterizadas para andlises comparativas ou usar de
uma abordagem polifdsica, envolvendo descri¢des morfoldgicas, ecoldgicas, bioquimicas,
ultraestruturais e moleculares. Entretanto, isso nem sempre € possivel devido ao nimero limitado
de dados existentes atualmente para alguns tdxons. A andlise filogenética revelou agrupamentos
parafiléticos de Oscillatoriales e Chroococcales. Esses resultados estdo de acordo com os
relatados anteriormente para as espécies dessa familia de cianobactérias (ISHIDA et al., 2001).
As arvores filogenéticas das cianobactérias construidas com seqiiéncias de rDNA 16S parecem

indicar que esses organismos divergiram ao mesmo tempo numa época passada (HONDA et al.,
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1999; ISHIDA et al., 1997; ISHIDA et al., 2001; NELISSEN et al., 1994; TURNER et al., 1999),
e assim fica dificil elucidar o seu processo de evolucdo. Como resultado, linhagens de
Oscillatoriales e Chroococcales podem ser encontradas no mesmo clado em algumas posi¢oes

filogenéticas nas drvores atuais.

Na andlise BLAST, a seqiiéncia de rDNA 16S de linhagem de alguns isolados como
Calotrix apresentou identidade de 98% com Calotrix desertica PCC 7102 isolada de uma fina
areia do deserto de Antofagasta, no Chile, indicando que a identidade genética pode correlacionar
individuos com habitats e requerimento eco-fisiolégicos distintos. Por outro lado, nas amostras
ambientais, a espécie Synechoccoccus elongatus foi identificada com base nos critérios
morfoldgicos e foi detectada em quantidades significativas nas coletas de dezembro/2005 e
janeiro/2006 na Praia dos Namorados e dezembro/2005 no Iate Clube, sendo isolada com
sucesso, 0 que permitiu seu sequenciamento. Esta espécie, de acordo com KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS (1999) ¢ distribuida por toda a regido temperada, crescendo como sub-
aerofitica em solos imidos e pedras molhadas nas zonas litoraneas de lagos e reservatorios e
registros de paises tropicais ou outros bidtopos devem ser revisados. Verificou-se pelo resultado
do sequenciamento que a cepa isolada apresentou 99,8% de identidade com duas cepas ja
isoladas de Synechococcus elongatus, PCC7942, o que fez com que fosse mantida a

identificagdo.

Conforme comentado por PALINSKA & GOLUBIC (2007), foi aberta a possibilidade
de usar as relagdes filogenéticas como base para a classificacdo taxondmica em procariotos;
entretanto, o uso de espécies como uma unidade da diversidade procaridtica tem que ainda ser
definido em termos de evolucdo. Por outro lado, o poder de resolucio taxondmica do gene rtDNA
16S ¢é limitado e refinamentos nas andlises genéticas t€ém sido empregados para avaliar a
diversificagdo do grupo. Variantes geneticamente estdveis formam agrupamentos monofiléticos
denominados ecotipos (populagdes procaridticas que sdo geneticamente coesas e ecologicamente
distintas) que se correlacionam com diferentes condi¢des ambientais e seus requerimentos e
respostas eco-fisioldgicas descrevem interdependéncias, que sd@o conceitualmente associadas com
nichos ecoldgicos. Neste contexto, o estudo da genética e da ecologia molecular em populagdes

naturais de cianobactérias € extremamente importante para a definicdo da sistemdtica e
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taxonomia do grupo, de acordo com critérios mais naturais. Sempre que possivel, os estudos
ecolégicos devem comecar a incorporar estes novos conhecimentos para que auxiliem na

definicdo dos ecotipos.

Como resultado da andlise filogenética dos isolados, observou-se que as cepas
Leptolyngbya sp CENA 129 e Leptolyngbya sp CENA 131 apresentaram baixa identidade com a
sequéncia de L. boryarum  depositada no GenBank, porém elas foram identificadas
morfologicamente como morfotipos distintos entre si, sendo que as células da CENA 129 sdo um
pouco mais isodiamétricas e com largura menor que as da CENA 131 que tem células um pouco
mais longas que largas e largura do tricoma um pouco maior. Como sdao muitas as espécies
descritas para este género, em torno de cem, estudos mais aprofundados levando em conta a
abordagem polifdsica nestas populagdes devem ser realizados. Também a cepa CENA 128,
representada por uma Lyngbya apresentou 95,8% de identidade com a cepa do género
Leptolyngbya OBB32S02 do qual se distingue por ter tricomas mais largos e células mais

achatadas.

KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (2005) comentam que a familia das
Pseudanabaenaceae, com tricomas mais finos e células mais longas que largas, representam um
grupo bem caracterizado com arranjo dos tilacéides parietal e caracteristicas morfologicas,
ultraestruturais e moleculares bem definidas. Em drvores filogenéticas, baseadas no rDNA 168,
tipos cocoides formam agrupamentos com géneros filamentosos e a Familia Oscillatoriaceae
representa um unico agrupamento bem delimitado por critérios moleculares. Observa-se que 0s
trabalhos citados pelo autor, inclusive a drvore filogenética apresentada (derivada do “Gen Bank”
de fevereiro de 2002 ) ndo sdo tdo recentes (WILMOTTE & GOLUBIC, 1991 in KOMAREK &
ANAGNOSTIDIS, 2005) e novos conhecimentos devem ser adicionados.

A espécie Romeria victoriae apresentou 96,3% de identidade com a cepa de
Pseudanabaena PCC7408 que sdo gé€neros proximos, porém com caracteristicas morfologicas
distintas; estes resultados confirmam a necessidade de estudos mais aprofundados para a

manutencao ou unificagdo destes dois géneros.
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Um agrupamento formado pela espécie Synechoccus nidulans CENA 132 com dois
isolados de Aphanothece (CENA 118 e CENA 122) sugerem também um aprofundamento dos
estudos para estas cianobactérias picoplanctonicas aliado ao fato de que os limites métricos das
células estdo bastante proximos e a caracteristica distintiva entre os dois géneros € a presenca da
bainha mucilaginosa que pode estar ausente em condi¢des de cultivo. JEZBEROVA et al.(2007)
no estudo da diversidade fenotipica e genética de isolados de picocianobactérias, que pertencem
ao grande “clado picofitoplanctdnico” sensu URBACH et al. (1998) apud JEZBEROVA et al.
(2007) empregam a abordagem ecofisiologica em combinagdo com técnicas moleculares para
avaliar a diversidade, que pode ser mais ampla do que a descrita em literatura em paises tropicais

e ambientes extremos.

6.2.2 MICROCISTINAS E BALNEABILIDADE

Isolados

Na estimativa do potencial de biossintese de metabolitos secundérios das cianobactérias
1soladas foi feita a amplificacdo das seqiiéncias dos genes NRPS e PKS, sendo que os fragmentos
do dominio A de NRPS foram amplificados em 8 isolados. SILVA (2006), em estudo sobre a
caracterizacdo molecular de cianobactérias brasileiras e distribuicdo de genes de produtos
naturais, verificou que genes NRPS estdo distribuidos na maioria das cianobactérias brasileiras
estudadas, sendo que nas linhagens estudadas da Ordem Chroococcales, 88% apresentaram o
fragmento esperado de 1000 pares de bases que também esteve presente em 92% de linhagens da
Ordem Oscillatoriales e 95% das cianobactérias das Ordens Nostocales e Stigonematales
estudadas. A autora verificou que todas as Nostocales analisadas apresentaram genes de NRPS
com excecao de Raphdiopsis brookie e, no presente estudo, o unico representante desta Ordem,
Calothrix sp também apresentou resultado positivo. A espécie Synechoccocus elongatus
apresentou resultado positivo para o fragmento de genes de NRPS que também foi confirmado na

na cepa Synechoccocus sp. PCC7942 estudada pela autora, contrariando as observacdes de
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CHRISTIANSEN et al. (2001) apud (SILVA, 2006) que relatam que os genes de NRPS sao raros
ou ausentes em linhagens pertencentes ao género Synechoccocus. Ainda SILVA (2006) detectou
nas linhagens brasileiras que os genes de PKS foram encontrados em menor nimeros do que os

genes NRPS, o que se confirmou para as linhagens estudadas no reservatério Salto Grande.

O ensaio imunoldgico ELISA realizado nas linhagens estudadas identificou a produgdo
de microcistinas apenas para Leptolyngbya CENA 129. Até o presente, todos os operons
identificados como envolvidos com a sintese de microcistinas e nodularinas possuem genes que
codificam para as enzimas NRPS e PKS e as linhagens que apresentaram resultados positivos
para estes genes e que ndo amplificaram para o gene mycA devem ser melhor aprofundadas nos

estudos de producdo de microcistinas em condi¢des de cultivo.

Amostras Ambientais

As concentragdes de microcistinas avaliadas pelo ensaio imunolégico ELISA, que
identifica a producdo de microcistinas do tipo LR, RR ou YR nos locais amostrados,
apresentaram um pico de concentragdo de 38,0 ug/L para a Praia dos Namorados e 33,8 ug/L
para o late Clube em agosto de 2005 acompanhando valores bastante elevados de células de
cianobactérias. Nesta ocasido houve uma quantidade significativa de células de Anabaena crassa
que poderiam estar liberando outras isoformas de microcistina que ndo a LR, o que explicaria o
valor mais baixo de microcistina-LR (1,09 pg/L e 0,04 pug/L respectivamente) nestes pontos.
Neste més, no ponto localizado no Iate Clube foi observada uma intensa mortandade de peixes,
que poderia ter ocorrido pela deplec@o do oxigénio dissolvido, tipica destes episddios ou efeito de
outra toxina que ndo a microcistina—LR, podendo ser até uma neurotoxina, frequentemente
liberada por este género. No momento da coleta ndo havia mais peixes moribundos para serem

observados os efeitos neuroldgicos.

Valores de microcistinas resultantes da avaliacdo pelas duas metodologias produziram

resultados diferentes como os observados nas Tabelas 1 e 2, sendo que os valores avaliados pela
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técnica do imunoensaio ELISA foram quase todos mais elevados do que os avaliados pela técnica
do CLAE. MORENO et al. (2005), que também avaliaram as microcistinas por estas duas
técnicas, ELISA e HPLC-UV (ou CLAE), em um lago na Espanha, comentaram estas diferencas
nos resultados quando também foram observados valores mais elevados de microcistinas por
ELISA, principalmente quando as quantidades detectadas de microcistinas estdo proximas ao LD
do método (0,1ug/L). RAPALA et al. (2002) apud MORENO et al. (2005) compararam as duas
técnicas, utilizando diferentes matrizes (toxinas puras - padrdes, culturas de laboratorio e
floracdes de cianobactérias toxicas no ambiente) e apesar dos resultados da avaliagdo com
padrdes por HPLC terem sido maiores, nas amostras ambientais os resultados por HPLC foram
sempre menores dos que por ELISA. O autor sugere que isto pode ser devido a necessidade de se
concentrar amostras para o ensaio de HPLC e de purificd-las enquanto que o imunoensaio ELISA
¢ avaliado diretamente na amostra em pequenas quantidades. Para o autor, a possibilidade de
ambas as técnicas produzirem diferentes resultados, ndo estd relacionado ao desempenho do

método, mas ao fato de medirem substincias diferentes.

Dos 26 taxons encontrados, nove espécies sao comprovadamente relatadas em literatura
como sendo produtoras de cianotoxinas pela literatura e seis espécies pertencem a géneros
produtores de toxinas, porém ndo foram encontradas informacdes que comprovem sua producao.
Duas espécies descritas para o Brasil, Coelosphaerium evidenter-marginatum e Sphaerocavum
brasiliense, nao sio téxicas de acordo com SANT ANNA et al. (2007) Os demais ainda nao
relatados, sdo considerados ‘“potencialmente” produtores até que estudos cobrindo um maior

numero de tdxons sejam realizados. (ANEXO 4)

A toxicidade pode mudar no tempo e no espaco; no presente estudo verificou-se que o
género Microcystis esteve presente em todas as coletas com valores médios de microcistina
determinada pelo imunoensaio ELISA acima de 1,0p/L em todas as amostras, com excecdo das
coletas de junho e julho em ambos os pontos, e setembro, outubro e novembro na Praia dos

Namorados.

De acordo com WHO (2003), a demonstracdo da toxicidade em um determinado local

ndo necessariamente implica em um perigo ambiental ou humano quando as células permanecem
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dispersas; desenvolvimentos em massa e especialmente formacao de “escumas” superficiais € que
apresentam riscos. Em estudo anteriore realizado no reservatério (DEBERDT, 2004) relatou a
presenca de microcistina em amostragens no meio do reservatdrio onde a formagdo de escuma
ndo € favorecida, encontrando valores de 39,5 pg/LL no més de janeiro de 1999. No presente
estudo, os pontos de amostragem foram nos locais proximos das margens, onde populacdes de
cianobactérias se desenvolvem com mais intensidade e onde a exposi¢do da populacdo € maior;
nesses locais também a dispersdo da escuma superficial ndo € favorecida, prolongando a situacdo
de risco. Em locais de margem, a lise das células libera o pigmento ficocianina que adquire
coloracdo de cobre e a decomposi¢do bacteriana gera uma rdpida putrefacdo do material,
conferindo ao local aspecto bastante repulsivo. Esta situacdo foi verificada diversas vezes durante
as coletas, sendo que na coleta de janeiro, a situacdo foi mais critica devido a uma forte
mortandade de peixes ocorrida no local, provavelmente devido a esta condi¢do. Verificou-se,
também, na ocasido, que era grande o nuimero de pessoas que freqiientavam o local para

alimentacdo, inclusive com a prética de “windsurf”, um esporte que favorece muito a exposicao.

Em estudo realizado por FASTNER et al., 1999 apud WHO (2003) as concentracdes de
microcistina variaram de 0,01 a 0,35mg/LL em locais onde as cianobactérias estavam mais
dispersas. Em “escumas” amostradas em margens, as concentracdes foram maiores que 1 mg/L
em 7 de 34 amostras, com um maximo de 24 mg/L. (CHORUS & FASTNER, 2001 apud WHO,
2003). Levando-se em consideracdo estes valores e as concentragdes médias maximas
encontradas nos pontos amostrados que foram 9,77E + 06 céls./mL para um valor de 33,63 pg/L
de microcistina-LR, as concentracdes médias de toxinas observadas neste estudo estariam

abaixo do esperado.

De acordo com WHO (2003), para uma floragdo com 100000 céls/mL (1,00E +05) e um
conteddo de 0,2 pg de microcistinas/cél., espera-se uma concentracao de 20ug/L. Para o resultado
do ELISA que contempla outras isoformas de microcistina, os méximos valores foram 38,0u g/LL
para um nimero de células de 2,47E + 06 céls./mL. Observa-se que, mesmo tendo ndmero
elevado de células em algumas coletas e observacdo de “escumas”, as concentracdes de
microcistinas foram mais baixas do que o esperado, porém estes valores chegam a ser até 30

vezes maiores do que o valor estabelecido de 1,0 pg/L para o consumo de dgua potdvel e de 3
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vezes mais que o valor orientador de 10 ug/L para a exposi¢do de criangcas em atividades

recreacionais (Quadro 5).

Em andlise realizada em 31 de agosto de 2006 com uma coleta isolada da Praia dos
Namorados, apenas para testar uma nova forma de extracdo utilizando microondas como um pré-
tratamento diferenciado em amostra fresca, os resultados encontrados no sobrenadante apds a
centrifugacdo e no precipitado apds a extracio foram respectivamente 59,336 ug/L e 12,797ug/L,
totalizando 61,90 pg/L, a maior concentragdo de microcistina-LR ja relatada no reservatério Salto
Grande, para uma concentracdo de células de 7,51E+05 céls./mL. Estes resultados indicam que a
continuidade dos estudos para otimizar métodos de extracdo em matrizes organicas sao

importantes € necessarios.

Verificou-se que o valor do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) foi bem elevado
(0,90) para células de cianobactérias e microcistina-LR na Praia dos Namorados e picos de

microcistinas acompanharam elevados valores de PT e clorofila a nos dois pontos amostrados.

No aspecto da Balneabilidade, a Resolucio CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2000) que
define os critérios para a classificagdo de dguas destinadas a recreagdo de contato priméario, diz
que uma praia pode ser considerada impropria quando ocorrerem circunstincias que
desaconselhem a recrea¢do de contato primdrio como flora¢des de algas ou outros organismos,
até que se comprove que ndo oferecem riscos a saide humana. No entanto, a floragdo neste caso é
definida como “proliferacido excessiva de microorganismos aqudticos, principalmente algas, com
predominéncia de uma espécie, decorrente do aparecimento de condigdes ambientais favoraveis,
podendo causar mudanca na coloragdo da dgua e/ou formagcdo de uma camada espessa na
superficie” ndo havendo a quantificacio das cianobactérias ou limites para as diferentes
categorias de risco. De acordo com OLIVER & GANF (2000), considera-se uma floracao,
quando o numero de células de cianobactérias ultrapassa 10.000 céls./mL que, dependendo da
espécie, ndo promove nenhuma alteracdo de coloracdo ou formacdo de espumas. Neste caso, a
populacdo pode estar sendo exposta ao risco sem o conhecimento das autoridades de satde

publica.
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Estudos de percep¢cao ambiental da populacdo realizado no reservatério Salto Grande
por TONISSI et al (2004) evidenciaram que a populag@o do entorno do reservatdrio ndo relaciona
as cianobactérias e cianotoxinas como um dos principais problemas e nem menciona os aspectos
de coloracdo, formacdo de “escumas” superficiais e odores associados como riscos para a
exposicao por atividades recreacionais. Os principais problemas ambientais mencionados foram a
presenca das macrofitas flutuantes (aguapés), sujeira, bichos, e algumas pessoas citam a polui¢ao
e os peixes doentes como um problema ambiental. Do total avaliado, 74% avaliam como péssima
a qualidade ambiental no reservatdrio e 88% reconhecem a relacdo existente entre a situagdo
ambiental e a saude. Dentre os problemas citados, estd a “micose” ou o “corpo empolado pela
dgua suja”, associada com dermatites que podem bem estar relacionadas com os efeitos
alergénicos das cianobactérias. O presente estudo vem reforcar a necessidade e urgéncia de
informar a populagdo os riscos associados. Uma iniciativa ja foi feita neste sentido pela Secretaria
Municipal de Saide de Americana em 2006 com a distribuicdo de um folheto informativo com

descricdo das cianobactérias e recomendagdes para reconhecer e evitar o contato.

Com relagdo ao consumo de peixe, o manual escocés (SCOTTISH EXECUTIVE, 2002),
em suas agdes recomendadas quando de floracdes de cianobactérias, estabelece que acima de
20.000 céls./mL deve-se avaliar as toxinas nos peixes para permitir seu consumo. Observou-se
que apenas para o més de fevereiro na Praia dos Namorados o nimero médio de células esteve
abaixo deste valor (18961 céls./mL) e para o Iate Clube no més de dezembro com nimero médio
de 13.948 céls./mL. Durante as amostragens ocorreu a presenca constante de pescadores no local,
mas ndo existem dados relatados para concentracoes de microcistinas em miusculos e visceras nas

populacdes locais de peixes.

Medidas para reduzir os riscos em dguas recreacionais que apresentam toxicoses
associadas as cianobacterias sugeridas pelo AUSTRALIAN GOVERNMENT (2006)
contemplam controle da eutrofizacdo, monitoramento e registro das populacdes de
cianobactérias, limitagdes de uso durante as floracdes e recomendagdes para lavar o corpo e
equipamentos ap0Os as atividades recreacionais em atividades de contato primdrio e secunddrio.
Os alertas a populagdo s@o de extrema importancia que deve ser esclarecida quanto aos riscos aos

quais estao expostas.
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De acordo com a Resolugado CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) constata-se que os
valores médximos permissiveis de clorofila a (até 30 ug/L) para a Classe 2, que permite atividades
de recreacdo de contato primdrio como natacao, esqui aquatico e mergulho, foram ultrapassados
em todos os meses nos dois pontos de coleta; ja o numero de células de cianobactérias em quatros
coletas na Praia dos Namorados e trés coletas no late Clube estiveram abaixo do valor méximo
permitido que € 50000 céls./mL, indicando que mais estudos em ambientes aquaticos continentais
brasileiros devem ser efetuados para confirmar estes valores de clorofila @ ou até permitir em

revisoes posteriores da legislacdo, valores mais elevados

CHORUS & CAVALIERI (2000) propdem algumas etapas para o monitoramento das
cianobactérias e na etapa 1, para a determinacdo da capacidade suporte do ambiente para
floragdes de cianobactérias, sdo propostas concentracdes de PT que ndo devam ultrapassar 0,01-
0,02 mg/L e, se ndo hd variacdo ao longo do ano, as floragdes sdo pouco provaveis de

acontecerem e 0s monitoramentos podem ser mais espacados.

Na proposta do plano de monitoramento voltado para a balneabilidade neste trabalho, as
concentracdes sugeridas para o PT sdo aquelas da Resolucio CONAMA 357/2005 (BRASIL,
2005) (até 0,03 mg/L) e observou-se ao longo das coletas, uma variabilidade alta nos valores de

PT sem padrdes caracteristicos sendo que a sugestao do autor ndo se aplicaria neste caso.

Na fase 2, quando o monitoramento estd voltado para avaliar possiveis
desenvolvimentos massivos de fitoplancton (algas e cianobactérias), a freqii€éncia recomendada
do monitoramento € quinzenal e informacgdes sobre a direcdo do vento devem ser coletadas nas
ultimas 24 horas, além de se determinar a transparéncia do Disco de Secchi, que deve ser menor

que 1,0 m, para que as células de cianobactérias sejam monitoradas.

No presente estudo, nos locais amostrados, a transparéncia com valores acima de 1,0 m e
células acima de 50.000 células/mL (Classe 2 da Resolucilo CONAMA 357/2005) ocorreram
apenas na coleta de junho/2005 e setembro/2005 no Iate Clube, o que demonstra ser esta varidvel,
de medida bastante simples, um bom indicador em um monitoramento preventivo. Se as

concentracdes de clorofila a permanecem abaixo de 10ug/L, altas densidades de cianobactérias
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sd0 pouco provaveis. Se as concentragdes estdo acima deste valor, as andlises microscopicas
devem ser realizadas para determinar a concentracdo de células de cianobactérias. Nas amostras
realizadas, as concentracdes de clorofila a sempre estiveram acima deste valor e, neste caso,

recomendar-se-ia que apenas as células fossem monitoradas.

Medidas de controle da eutrofizagdo para o reservatdrio Salto Grande s3o urgentes e

necessdrias e foram amplamente avaliadas em DEBERDT (2002) e IRRIGART (2006)

A continuidade dos estudos e um monitoramento sistemdtico no reservatério Salto
Grande, como o proposto neste estudo, para o conhecimento da ocorréncia espacial e temporal
das células de cianobactérias em locais mais freqiientados por banhistas, poderdo subsidiar

futuros estudos epidemioldgicos e acdes de prevencao aos riscos da exposicao as cianobactérias.

Um importante aspecto foi observado neste estudo sobre a dificuldade de se realizar
amostragens em margens com floragdes intensas devido a grande heterogeneidade espacial
resultante da dispersdo da “escuma” superficial. As amostras coletadas em duplicatas mostraram,
em alguns casos, diferencas significativas entre réplicas. O ideal seria adotar a estratégia descrita
no “Guia para manejo de riscos em dguas recreacionais”’ (AUSTRALIAN GOVERNMENT,
2006) de coletar uma tnica amostra composta por cinco subamostras em um transecto de 20-30m
numa profundidade de 50cm. Também populagdes bentOnicas e metalimnéticas, devem ser
monitoradas e seu potencial de produgcdo de cianotoxinas avaliado, principalmente pela
ocorréncia em janeiro/2007 de intensa proliferacdo de Lyngbya sp, na Praia dos Namorados
(observacdo pessoal), um género comumente relatado como produtor de lipopolissacarideos com
alto efeito alergénico e que jamais tinha sido registrada ou observada no reservatério Salto

Grande.
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7 PLANO DE MONITORAMENTO DE CIANOBACTERIAS EM
ECOSSISTEMAS AQUATICOS CONTINENTAIS NO ESTADO DE SAO
PAULO COM VISTAS A BALNEABILIDADE.

Os programas de monitoramento contemplados nos diversos manuais sobre qualidade da
agua para fins recreacionais indicam que qualquer desenvolvimento em massa de cianobactérias
pode representar um risco em potencial para a sadde, pois se estima que muitos metabdlitos
secunddrios ainda ndo identificados possam ser produzidos por estes organismos € podem ter
impacto na saide da populagdo (CHORUS & CAVALIERI, 2000). Assim, o monitoramento deve
ser enderecado primeiramente para avaliacdo das cianobactérias enquanto que a andlise das
cianotoxinas deve ser adequada em situacOes especificas. A inspecdo visual, como atualmente
realizada em monitoramentos de diversos Orgdos ambientais, € uma pritica que pode gerar
resultados rdpidos sobre a presenca das floracdes, principalmente quando observadas mudancas
de coloracdo, mas floragdes podem se dispersar ou se acumular em curtos periodos de tempo,
além do que, populacdes metalimnéticas ou bentdnicas podem ser subestimadas. Foi verificado
no presente estudo que, mesmo nao havendo observagdo de “escumas”, valores acima de 50.000
céls./mL foram encontrados, o que jd restringiria o uso do corpo d’dgua para atividades de
contato primdrio de acordo com o CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005). Em uma abordagem
preventiva € importante a avaliacdo das caracteristicas fisicas (morfometria e ventos) e quimicas
(nutrientes) de determinado corpo d“dgua e seu potencial para o desenvolvimento das floragdes.
Idealmente, um programa para proteger a populacdo dos efeitos nocivos da exposi¢do as
cianobactérias deve contemplar uma avaliacdo de risco, que € constituida pelas etapas de
avaliacdo da exposi¢do, identificagdo do perigo, avaliacdo dose-resposta e caracterizacdo do
risco. A avaliacdo da exposicdo pode auxiliar na fase preliminar do monitoramento quando vao
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ser definidos os locais e as freqiiéncias de amostragem. A identificacdo do perigo pode ser
resultante do monitoramento reativo quando ja ocorreram episédios de floracdes ou efeitos
adversos a saide no local ou de um monitoramento preventivo, que pode ser sintetizado em 3

etapas principais:

1. Avaliagdo dos usos e da exposicao;

2. Determinagdo da capacidade suporte do ambiente para o desenvolvimento das
floracOes e inspecdes visuais locais para detectar floragdes;

3. Avaliacdo quantitativa da biomassa para identificacdo do perigo quando floracoes

podem ocorrer.

Andlises complementares de toxicidade e concentracdo de toxinas devem sempre ser

realizadas quando hd indicios de efeitos adversos a satide.

O planejamento amostral deve levar em conta a distribuicdo horizontal e vertical das
cianobactérias condicionadas pelos fatores fisicos (principalmente vento e morfometria) e
quimicos e a freqiiéncia do monitoramento deve se concentrar nos periodos de maior uso
recreacional ou de acordo com o estabelecido em legislacdo pertinente. Os valores sugeridos para
este plano de monitoramento foram derivados de bibliografias referenciadas neste trabalho e na
Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005); as freqiiéncias de amostragem bimensais sao
sugeridas a partir da rotina de monitoramento dos 6rgdos ambientais e o valor de cinco anos para
o monitoramento preventivo foi baseado nos resultados do monitoramento da comunidade
fitoplanctonica realizado pela Companhia de Tecnologia em Saneamento Ambiental - CETESB
(CETESB, 2007) quando foi detectado que nos pontos amostrados ndo houve variacdes

significativas ao longo deste periodo.

Estudos de dose-resposta tém sido realizados apenas para microcistinas, sendo que
outras toxinas podem estar presentes e devem ser avaliadas quando géneros produtores estdo
ocorrendo; porém, ainda ndo hd limites a serem considerados Os valores considerados nesta
proposta para fins de balneabilidade para microcistinas totais foram originados de estudos

toxicolégicos (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2006) para uma exposi¢ao de curta duracdo (14
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dias) a microcistina por ingestdo em criangas. Para corpos de dgua doce, utilizados para fins
recreacionais, ndo devem ser excedidos os valores de 10 pg/L de microcistinas totais (valor
derivado da exposi¢cdo em criancas, medido como microcistinas totais e que foram expressados
como equivalentes de toxicidade para microcistina-LR) ou > 50.000 céls./mL de Microcystis
aeruginosa toxica (conversdo da concentracdo de microcistina para densidade de células de
Microcystis aeruginosa, considerando 2 x 107 ug de microcistina total/célula, para o valor mais
restritivo, que € para criancas) ou biovolume equivalente = 4 mm7/L (biovolume aproximado
equivalente a 50.000 céls./mL de Microcystis aeruginosa) para todas as cianobactérias quando
um produtor de toxina € dominante. Os valores de células de cianobactérias nesta proposta
referem-se aos valores do total de cianobactérias de acordo com a Resolucdo CONAMA
357/2005 (BRASIL, 2005). A estratégia descrita no “Guia para manejo de riscos em &4guas
recreacionais” (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2006) de coletar uma tinica amostra composta

por 5 subamostras em um transecto de 20-30m numa profundidade de 50cm, deve ser adotada.
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PLANO DE MONITORAMENTO DE CIANOBACTERIAS EM ECOSSISTEMAS
AQUATICOS CONTINENTAIS NO ESTADO DE SAO PAULO COM VISTAS A
BALNEABILIDADE

Fase 1 (preliminar) - Avaliacao da Exposicao

Questiondrio para as autoridades locais (gestores de recursos hidricos e da sadde)

a JEVSRS Ihdo N -
O corpo d“dgua € utilizado para fins recreacionais? Niio realizar o
—> monitoramento ou avaliar

Caso afirmativo: .
notencialidades futuras

As pessoas estdo expostas?
Quais as vias de exposi¢do?
E possivel estimar a extensio da exposigao?
Ja houve algum efeito adverso detectado em usudrios?
H4 algum grupo com maior risco de exposi¢ao?
l sim

Fase 2 (inicial) — Potencial para problemas com cianobactérias

Avaliacdo por meio de monitoramento com freqiiéncia minima semestral (periodos de seca e cheia) dos
nutrientes (fésforo total), transparéncia (Disco de Secchi), temperatura, condigdes climéticas (ventos) e
hidrolégicas (vazio e/ou estratificacio) e clorofila-a por pelo menos 2 anos

!

Se:
. fosforo total > 0,03 mg/L; nao
. temperatura da dgua > 20°C
. pH > 6; realizar monitoramento
. ocorréncia de estratificacdes térmicas ou condi¢des de estabilidade da coluna d“dgua sdo pr eVele" a cada_S anos ou s¢
fregiientes e ventos sdo favordveis a formagio de floragdes; ’ alguma intervengao ambiental
. disco de Secchi < 1,0m; significativa ocorrer
. vento favorecendo formagdo de “escumas”;
. clorofila-a >30ug/L
A 4
Fase 3 (identificaciio do perigo)
Avaliagdo qualitativa/quantitativa das cianobactérias potencialmente toxicas (organismos e células)
por meio de monitoramento bimensal ndo Continuar 0 monitoramento
Se: preventivo a cada 2 anos ou se
c: alguma intervencdo ambiental
. células de cianobactérias > 50.000 céls./mL ou Smm*/L de biovolume célular > significativa ocorrer
. existem espécies potencialmente téxicas
. as espécies estdo produzindo toxinas (> 10 pg/L para microcistinas totais)
. se ndo estdo produzindo, existe a presenga do gene na populagdo para a produgdo?
ACOES
] Continuidade do monitoramento, avisos a populagdo e alerta as autoridades locais
. Categorizar os riscos por atividade recreacional:

BAIXO: pesca (sem consumo), caminhadas nas margens, pic-nic
MEDIO: canoagem, vela, remo

ALTO: natacao, mergulho, esqui aqudtico

Diminuir a freqiiéncia do monitoramento (semanal em épocas de uso intensivo - CONAMA 274/2000) ;

Interdi¢@o do local se necessdrio; avisos a populagdo
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8 CONCLUSOES

Em relacdo aos objetivos propostos quanto ao levantamento qualitativo e quantitativo

das cianobactérias, sua ocorréncia espacial e temporal nos pontos amostrados e relacdo com as

varidveis ambientais, este estudo permitiu concluir:

Existem variacOes ambientais sazonais definindo os meses de seca e cheia que
influenciaram diferentemente algumas varidveis nas duas estacOes de coleta. Os
resultados indicam que hd diferentes caracteristicas morfométricas e climéticas entre os
locais amostrados, que devem ser levadas em conta na alocacdo de pontos de

monitoramento.

Os maiores valores de correlagdo entre as cé€lulas de cianobactérias e os pardmetros
ambientais foram obtidos para o NT nos dois pontos de coleta, o que é explicado pela
dominancia de cianobactérias ndo fixadoras de nitrogénio na maior parte das amostras. A
disponibilidade deste nutriente pode ser um fator chave para suportar floragdes
permanentes de espécies ndo fixadoras de nitrogénio como Microcystis spp no

reservatorio.

Das varidveis fisicas e quimicas amostradas, o pH, NT e PT apresentaram, em algumas
coletas, valores acima dos padrdes de qualidade para as dguas Classe 2, estabelecidos na
Resolugdo CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005), indicando que o reservatorio mantém

sua condi¢do de elevada trofia.
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Os valores de clorofila a para todas as coletas em todos os pontos amostrados, estiveram
acima dos padroes de qualidade estabelecidos na Resolucdo CONAMA 357/2005
(BRASIL, 2005) para a Classe 2 (30 pug/L), enquanto que o numero de células de
cianobactérias que estiveram préximas de 50.000 células/mL corresponderam a um
minimo de 64,45 pug/L de clorofila a. Este valor de nimero de células € o valor limite
utilizado pelo Governo Australiano (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2006), acima do
qual hd probabilidade de efeitos adversos a saude para a exposicdo de criancas as
atividades recreacionais e € o valor mdximo permitido para a Classe 2. Conclui-se que, o
valor méximo permitido de clorofila a com vistas a protecdo da saide humana em
atividades contempladas na Classe 2, poderia ser elevado para 60,0 ug/L desde que

suportado por mais estudos em ambientes duciaquicolas brasileiros.

Por meio da andlise de ACP, pode-se observar que a legislacio CONAMA 357/2005
(BRASIL, 2005), que contempla as andlises de clorofila a, células de cianobactérias e PT
para indicar a eutrofizacdo, proteger as comunidades aquaticas e os usos pretendidos dos
corpos d“dgua quanto a problemadtica das cianobactérias, estd bem embasada nos estudos

de campo, bastando apenas a recomendacdo da revisdo para os valores da clorofila a.

As cianobactérias estiveram presentes em todos os meses de coleta, representando mais de
50% da comunidade fitoplanctonica. As concentragdes médias de células de
cianobactérias estiveram acima dos padrdes de qualidade para as dguas Classe 2,
estabelecidos na Resolucio CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) em 55% das amostras
da Praia dos Namorados e 80% das amostras no Iate Clube. Células de Microcystis spp e
espécies relacionadas como Radiocystis fernandoi e Spaherocavum brasiliense e a espécie
acessoria Pseudanabaena mucicola foram dominantes em todo o periodo da coleta. O
género Anabaena foi abundante nos meses de agosto/2005 e dezembro/2005 no Iate
Clube, que apresentaram concentra¢des mais elevadas de PT. Estas cianobactérias
heterocitadas fixadoras de nitrogénio atmosférico podem ter uma vantagem competitiva
em elevadas concentracdes de fésforo e baixas concentracdes de nitrogénio. Os géneros

Microcystis spp e Anabaena sio potentes produtores de cianotoxinas.
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Dos treze taxons isolados, sete ndo haviam sido observados até entdo nas amostras
ambientais € o isolamento de cepas de cianobactérias para estudos taxondmicos,
moleculares e toxicoldgicos aumentou o conhecimento da biodiversidade do grupo no

local.

A diversidade das cianobactérias ainda € pouco conhecida na regido e no pais pois foram
detectados nas amostras ambientais 12 tdxons inéditos para o reservatério, mesmo com
um grande nimero de estudos ji realizados no local. E necessirio aprofundar o
conhecimento da ecologia e taxonomia das cianobactérias brasileiras para uma real

avaliacdo do seu impacto nos ecossistemas e na saide humana.

Quanto a ocorréncia de microcistinas e o potencial de toxicidade na dgua bruta e

isolados, foi possivel concluir que:

Existe a ocorréncia de microcistinas no local, em concentracdes acima dos limites
recomendados de exposicdo para uso recreacional em criangas, que € 10 pg/L. A
utilizacdo do reservatorio para fins de balneabilidade deve ser evitada até que

monitoramentos sistemdticos sejam implementados.

Os valores de microcistinas encontrados neste estudo foram abaixo dos valores esperados
para as elevadas concentragdes de clorofila-a e células de cianobactérias detectadas,
conforme descrito em literatura. H4 necessidade do aprofundamento dos estudos de
caracterizacdo de outras isoformas, que ndo a microcistina-LR e de eficiéncia das

metodologias de extracdo de cianotoxinas em matrizes organicas.

Espécies como Sphaerocavum brasiliense, que ndo apresentam resultados positivos para
cianotoxinas em literatura, ocorreram em densidades elevadas nas coletas dos meses
quentes e chuvosos e devem ser melhor avaliadas por meio de estudos moleculares para

detectar a presenca de genes responsaveis pela producdo de cianotoxinas.
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Quanto a geracdo de informacdes moleculares das cianobactérias do reservatério Salto

Grande:

e Treze novas seqiiéncias de rDNA 16S pertencentes a diferentes linhagens de
cianobactérias representativas das Ordens Chroococcales, Oscillatoriales e Nostocales
foram geradas neste estudo. Vdarios gé€neros e espécies ainda ndo haviam sido
seqlienciados para o grupo das cianobactérias, contribuindo para a geracdo de

informacdes moleculares inéditas.

e Na andlise BLAST do rDNA 16S, isolados pertencentes a duas Ordens distintas,
Chroococcales e Oscillatoriales estiveram agrupados, o que indica que eles ndo formam

clados naturais e confirma a necessidade da revisao da sistematica das cianobactérias.

¢ Foi comum nas andlises efetuadas dos isolados a presenca de pelo menos um dos genes de
NRPS e PKS, que sdo enzimas multifuncionais envolvidas na produ¢do de metabdlitos
secunddrios como as microcistinas, confirmando que estes genes sdo freqiientes nas

linhagens isoladas de cianobactérias brasileiras.

* A técnica de PCR e os oligonucleotideos iniciadores utilizados constituiram eficiente
estratégia para a detec¢do de genes utilizados em estudos filogenéticos e toxicolégicos

neste grupo de organismos.

e Foram geradas informagdes genéticas inéditas de cianobactérias no reservatério Salto
Grande, que aliadas as descricoes e ilustracdes completas, permitem um maior
conhecimento do grupo, pois apenas descrigdes morfoldgicas precdrias e listagem de

espécies existiam nos trabalhos anteriores.

¢ A metodologia empregada neste estudo para a amplificacio do gene mycA mostrou-se
satisfatéria e de facil utilizacdo para as amostras ambientais. Sendo assim, pode ser
utilizada com freqii€ncia para a avaliagdo do potencial de producdo de microcistinas em

monitoramentos voltados para a avaliagdo de risco de corpos d’dgua para usos
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recreacionais ou de abastecimento.

Quanto a elaboracao do Plano de Monitoramento:

Os resultados deste trabalho, complementados com os estudos ja publicados em manuais e
na literatura cientifica, permitiram propor um “Plano de Monitoramento de
Cianobactérias” para ecossistemas no Estado de Sao Paulo com vistas a Balneabilidade”
que podera ser implementado no Reservatério Salto Grande, em pontos mais freqiientados
por banhistas e, também, em corpos d’dgua utilizados para recreacdo, especialmente de
lagos e reservatdrios em outras regides do Estado. Uma vez implementado, este plano ira
permitir aos gestores de resursos hidricos e de satide publica desenvolverem acdes para a
remediacdo do reservatdrio e promog¢do e protecdo da saide da populacdo usudria do

local.

A partir da andlise das varidveis ambientais, toxicoldgicas e bioldgicas levantadas neste
estudo, conclui-se que se fazem urgentes e necessdrias medidas que contenham
informagdes ao publico sobre deteccdo visual do perigo e sintomas associados, pois os
maiores riscos estdo associados com a formacdo de “escumas” superficiais,
principalmente quando géneros como Microcystis € Anabaena predominam. O publico
deve ser informado sobre os diferentes graus de exposicdo e risco, de acordo com as

atividades praticadas.
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9 RECOMENDACOES

Os resultados do presente estudo permitiram recomendar algumas acdes com vistas a

protecdo da populacdo em atividades recreacionais nas praias do reservatério Salto Grande e

aumento do conhecimento das cianobactérias no local, que sdo apresentadas a seguir:

Devem ser incrementados no local e no pais, estudos para avaliar a variabilidade do
conteido de toxinas ao longo do desenvolvimento das floracdes de cianobactérias e as
caracteristicas ambientais que favorecem a producdo de microcistinas, o que permitird

elaborar predi¢des quantitativas com seguranca.

Sendo que o NT mostrou-se um importante fator para a manutengdo de floracOes de
cianobactérias no reservatorio, as distintas formas nitrogenadas devem ser avaliadas que
poderdo indicar suas diferentes origens. Medidas ja implementadas como a construgdo de
Estacoes de Tratamento de Efluentes no Rio Atibaia a montante, poderdo surtir efeito na
queda das concentragdes de nitrogénio, mas outras fontes de efluentes lancadas em
tributdrios, contaminagdo de tanques sépticos e escoamento superficial agricola, podem

ser significativas e devem ser investigadas.

Medidas de controle da eutrofizacdo para o reservatério Salto Grande sdo urgentes e
necessdrias e devem ser implementadas, conforme sugerido no Plano de Gerenciamento
Integrado para a Remediacdo e Protecdo dos Recuros Hidricos da Sub-Bacia do Atibaia
com énfase no Reservatorio Salto Grande — Americana, dos Comités dos Rios Piracicaba,

Capivari e Jundiai — CBH-PCJ.
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Este ambiente é caracterizado por um elevado grau de trofia, fazendo-se necessdria a
implementacdo de medidas preventivas internas e externas para o controle de floracdes,
com prioridade para as por¢des do reservatério como enseadas, por exemplo, que abrigam
clubes nadticos e praias. Tais medidas devem contemplar ¢ o controle dos nutrientes e
avaliacdo do regime de operacdo do reservatorio que possa influenciar nas condigdes
hidrodinamicas, como diminui¢do do tempo de residéncia e aumento do fluxo da 4gua.
Medidas corretivas como uso de aeradores ou misturas artificiais da coluna d’dgua e a
utilizacdo de barreiras mecanicas para isolamento das “escumas” devem ser avaliadas nos

locais de intenso uso recreacional.

Faz-se necessdrio um estudo da influéncia das macroéfitas nas floracdes de cianobactérias

e de como seu manejo pode auxiliar no controle das floragoes.

Por ser a temperatura um parametro importante que favorece o crescimento de
cianobactérias acima de 25 °C, e pelos maiores valores encontrados neste estudo e demais
monitoramentos sistemadticos recentes no Rio Atibaia, este parametro deve ser avaliado
em futuros estudos quanto a tendéncia a sua elevacdo, associado, provavelmente, aos

efeitos das alteragdes climéticas globais.

Recomenda-se a continuidade dos estudos em isolados nesse e nos demais reservatorios
localizados em regides tropicais do Pais, pois o conhecimento da diversidade das
cianobactérias € extremamente relevante pela intensa producdo de oligopeptideos e
metabdlitos secunddrios com evidéncias de bioatividade ainda poucos estudados. Tais
estudos devem contemplar uma abordagem multidiscisciplinar para gerar mais
informacOes sobre a ecologia, fisiologia e diversidade genética deste grupo de

organismos.

Alguns géneros e espécies estudados geneticamente neste trabalho apresentaram
problemas em relacdo a sua posi¢do taxondmica e devem ter suas espécies revistas dentro

de uma abordagem polifasica como o género Leptolyngbya que apresenta muitas espécies
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descritas baseadas em critérios morfologicos e de habitat. Algumas linhagens
morfologicamente distintas apresentaram identidade alta como resultado da andlise

filogenética.

Foi significante a presenca de cianobactérias picoplanctonicas, isoladas neste estudo e
observadas nas amostras ambientais. Recomenda-se que sejam aprofundados os estudos
taxondmicos, moleculares, toxicolégicos e ecoldgicos para a avaliacdo de seu real papel
na comunidade fitoplanctonica em ecossistemas aqudticos continentais hipereutrofizados.
Géneros de habitos diferentes como Aphanothece (colonial) e Synechococcus (unicelular)
foram agrupados no mesmo clado nas andlises filogenéticas. H4 sugestdes em literatura
para o aprofundamento dos estudos polifasicos para obter informagdes sobre o

comportamento de células tnicas ou individuos coloniais para este agrupamento.

Neste momento de mudangas e defini¢des na taxonomia e sistemdtica das cianobactérias,
especialmente com relacdo a defini¢do da categoria “espécie” para o grupo, recomenda-se
a execucdo de projetos integrados multidisciplinares, envolvendo taxonomistas,
biologistas moleculares e ec6logos para aumentar o conhecimento da diversidade de
cianobactérias em regides tropicais e definir seus ecotipos (popula¢des procaridticas que
sdo geneticamente coesivas mas ecologicamente distintas) que subsidiem estudos

ecoldgicos, fisioldgicos e de monitoramento.

Recomenda-se que estudos sejam realizados para avaliar problemas metodolégicos de
extracdo de cianotoxinas em matrizes organicas, verificar condi¢des ambientais que
possam influenciar na producdo e degradacdo das microcistinas e anélise em CLAE para
outras isoformas que ndo a microcistina —LR. E importante que sejam feitos mais estudos
de tipologia de lagos e reservatorios no Estado de Sdo Paulo e no Brasil com este enfoque,

para confirmacdo de valores que possam ser utilizados no gerenciamento de riscos.

Foram encontrados diversos géneros de cianobactérias no Reservatério Salto Grande,
como apresentado neste e demais trabalhos realizados no local, que podem produzir

outras toxinas, que ndo as microcistinas, indicando a necessidade de avaliar outras
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ciatoxinas, qualitativamente e quantitativamente, especialmente aquelas que representam

riscos a saide em relacdo aos aspectos da balneabilidade.

Recomenda-se um aprofundamento dos estudos moleculares em locais que apresentam
baixas concentracdes de microcistinas ou sua auséncia € que apresentem numero

significativo de células de cianobactérias para avaliacdo da sensibilidade do método.

Deve haver continuidade dos trabalhos de validacao de métodos moleculares
quantitativos, por serem mais precisos, demandarem menos tempo € permitem respostas
mais rapidas e das investigagdes moleculares para aperfeicoar a detec¢do precoce do
potencial de producdo de cianotoxinas e identificacdo rdpida de um maior ndimero de

espécies/linhagens no ambiente.

As concentragdes de clorofila a sempre estiveram acima do valor maximo permitido para
a Classe 2 da Resolucao CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) e, neste caso, recomenda-
se que apenas as células de cianobactérias sejam monitoradas na avaliagdo do risco a

saude humana para atividades recreacionais neste ambiente.

PopulacGes bentOnicas e metalimnéticas devem ser monitoradas e seu potencial de
producdo de cianotoxinas avaliado, principalmente pela observacdo no local de intensa
proliferacdo de Lyngbya sp de hédbito bentonico na Praia dos Namorados, um género

comumente relatado como produtor de lipopolissacarideos de efeito alergénico.

Como parte das atividades de lazer no reservatério, a pesca ocupa local de destaque e a
presenca de microcistinas em musculos e visceras do pescado devem ser avaliados
quando os valores de células de cianobactérias estiveram acima de 20.000 céls./mL de
acordo com a Resolugado CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) para a Classe 2, que
permite atividade de pesca e piscicultura (apenas para os meses de fevereiro/2006 na Praia
dos Namorados e dezembro/2005 no Iate Clube o numero médio de células de

cianobactérias esteve abaixo deste valor).
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Existe a ocorréncia de cianotoxinas no local, em concentragdes acima dos limites de
exposicdo propostos em literatura para uso recreacional. Como a utilizagdo do
reservatério para fins de balneabilidade foi constatada durante as observacdes de campo,
estudos epidemiolégicos devem ser realizados, ndo apenas neste local, mas em outros
reservatérios com potencialidade para a ocorréncia deste quadro, a fim de avaliar o risco
de exposicdo para atividades recreacionais. Deve-se utilizar metodologias que levem em
conta o fato de que muitos banhistas que freqiientam o local sdo oriundos de outros
municipios da regido ou freqiientam locais de maior poder aquisitivo, como clubes
nduticos e, possivelmente ndo procurardo a rede publica para atendimento médico. Os
estudos devem ser realizados por meio de questiondrios com posterior contato telefonico
ou eletronico. Um treinamento especifico para os profissionais da saide em locais onde a
atividade recreacional em lagos e reservatdrios t€ém significativa importancia se faz
necessario, bem como a divulgacdo dos diagndsticos, para que se inicie a elaboragdo de
um banco de informacdes disponiveis ao publico. Funciondrios de clubes recreativos,
quiosques e lanchonetes, localizados nas margens do reservatorio, devem ser alertados

quanto ao risco de exposi¢ao as cianobactérias em atividades ocupacionais.

Ha necessidade de revisdo da Resolugdo CONAMA 274/2000 (BRASIL, 2000) para
inserir nos critérios para classificacdo de dguas destinadas a recreacdo de contato
primdrio, o monitoramento das células de cianobactérias voltado para a avaliagdo de risco
a saude humana, que deverd estar associado, também, com o monitoramento das
cianotoxinas, quando potencialmente presentes. A simples inspecdo visual ndo garante
que, quando o numero de células de cianobactérias estd acima dos limites para a Classe 2
da Resolugado CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) sdo observadas mudancgas de cor ou
formacao de “escumas”. Mesmo sendo exigidas a avaliagdo de células de cianobactérias e
clorofila a na Resolugio CONAMA 357/2005 (BRASIL, 2005) para a definicdo das
classes de uso, ndo hd indicacio da implementagdo de pontos de monitoramento
sistemdtico nem freqiiéncias para avaliar clorofila a e células de cianobactérias e suas

toxinas.

Ha necessidade do desenvolvimento e validacdo de novas metodologias para diagndstico
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das cianobactérias e cianotoxinas a serem aplicados no monitoramento como, por
exemplo, PCR quantitativo (RT/PCR) que possam de maneira rdpida e precisa avaliar as
cianobactérias e cianotoxinas, para que a populacdo possa ter estes resultados com maior

rapidez e seguranga, evitando os riscos da exposi¢ao.

Deve ser verificada a potencialidade turistica de novos locais no reservatdorio Salto
Grande onde as condi¢des morfométricas e climdticas, especialmente ventos nao
favorecam o acimulo de “escumas” de cianobactérias, com uma gestdo responsdvel do
poder publico para a desocupagao irregular das dreas de protecdo permanente que poderdo

ser adequadamente manejadas e disponibilizadas ao publico para o lazer.

Sugere-se que as autoridades gestoras dos recursos hidricos e de saude publica
implementem o Plano de Monitoramento de Cianobactérias em Ecossistemas no Estado
de Sao Paulo com vistas a Balneabilidade elaborado neste trabalho que permitirdo a
elaboracdo de Planos de Acdo Local — PAL para controle e prevencdo dos riscos
associados as cianobactérias. Estas acdes devem contemplar no minimo, 1) a avaliagdo
das ocorréncias no espago e no tempo das floragdes, 2) sua toxicidade 3) medidas de
controle a serem implementadas para diminuir o nimero de células e toxinas sem efeitos
negativos ao ambiente, 4) comunicacdo dos riscos a populagdao e 5) treinamento dos

gestores para o enfrentamento desta problematica.
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ANEXO 1 FOTOS DOS PONTOS DE COLETA

Ponto de Coleta Iate Clube - Ponto de Coleta Iate Clube
vista da margem

Ponto de coleta Praia dos Namorados “Escuma” de cianobactérias na Praia
dos Namorados
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ANEXO 2 PONTOS DE COLETA, CONDICOES CLIMATICAS E USOS RECREACIONAIS

DATA HORA PONTO LOCAL CLIMA OBSERVACOES DE CAMPO
17/04/05 10:50 PN1704051 Praia dos Namorados —R1 sol agua com "escuma", pescador pescando piranha
17/04/05 PN1704052 Praia dos Namorados —R2
17/04/05 11:50 1C1704051 Iate Clube — R1 sol varios dias sem chuva, bastante material em suspensio
17/04/05 1C1704052 Iate Clube — R2
22/05/05 10:30 PN2205051 Praia dos Namorados —R1 tempo nublado  muita macrofita e dleo, pessoas pescando
22/05/05 PN2205052 Praia dos Namorados —R2
22/05/05 11:00 1C2205051 late Clube — R1 tempo nublado  sem macrofitas
22/05/05 1C2205052 Iate Clube — R2
26/06/05 12:45 PN2606051 Praia dos Namorados —R1 sol com muita macrofita
26/06/05 PN2606052 Praia dos Namorados —R2
26/06/05 12:32 1C2606051 Iate Clube — R1 sol sem macrofita, pesca esportiva
26/06/05 1C2606052 late Clube — R2
24/07/05 11:40 PN2407051 Praia dos Namorados —R1 sem vento jetski, pessoas entrando na agua até a cintura
24/07/05 PN2407052 Praia dos Namorados —R2
24/07/05 11:20 1C2407051 Iate Clube — R1 sem vento muitas macrofitas em frente ao ponto
24/07/05 1C2407052 Iate Clube — R2
21/08/05 10:34 PN2108051 Praia dos Namorados —R 1 sem vento barreira de macrofitas intensa, escuma, veleiros e lanchas
21/08/05 10:35 PN2108052 Praia dos Namorados —R2
21/08/05 11:40 1C2108051 Jate Clube — R1 sem vento barreira de macrofitas média, escuma, jet ski, veleiros
21/08/05 11:41 1C2108052 Iate Clube — R2
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DATA HORA PONTO LOCAL CLIMA OBSERVACOES DE CAMPO
25/09/05 10:50 PN2509051 Praia dos Namorados —R1 chuvas fracas barco
25/09/05 PN2509052 Praia dos Namorados —R2
25/09/05 11:10 1C2509051 Iate Clube — R1 chuvas fracas sem uso recreativo
25/09/05 1C2509052 late Clube — R2
23/10/05 11:30 PN2310051 Praia dos Namorados —R1 chuvas muita macroéfita fechando o local, sem uso recreacional
23/10/05 11:30 PN2310052 Praia dos Namorados —R2
23/10/05 12:00 1C2310051 Jate Clube — R1 chuvas muita escuma, sem macrofitas, com pesca
23/10/05 12:00 1C2310052 late Clube — R2
20/11/05 15:00 PN2011051 Praia dos Namorados —R1 sol muitas macrofitas, sem uso recreacional
20/11/05 15:00 PN2011052 Praia dos Namorados —R2
20/11/05 15:30 1C2011051 Iate Clube — R1 sol mortandade de peixes, “escuma”, muito odor, veleiro e jet ski
20/11/05 15:30 1C2011052 Iate Clube — R2
18/12/05 14:00 PN1812051 Praia dos Namorados —R1 sol, vento uso recreacional lancha
18/12/05 PN1812052 Praia dos Namorados —R2
18/12/05 14:45 1C1812051 Iate Clube — R1 sol, vento uso recreacional lancha/barco e trabalhadores do clube
18/12/05 I1C1812052 Iate Clube — R2
29/01/06 10:50 PN2901061 Praia dos Namorados —R 1 chuva “escuma”, sem macrofitas e sem uso da agua, més sem chuva.
29/01/06 PN2901062 Praia dos Namorados —R2
29/01/06 11:20 1C2901061 Jate Clube — R1 chuva “escuma”, sem macrofitas e sem uso da agua, més sem chuva,
29/01/06 1C2901062 Iate Clube — R2
19/02/06 15:30 PN1902061 Praia dos Namorados —R1 sol muito material em suspensdo, uso recreacional, jetski e barco
19/02/06 PN1902062 Praia dos Namorados —R2
19/02/06 16:10 1C1902061 Iate Clube — R1 sol muito material em suspensdo, uso recreacional, jetski e pesca
19/02/06 1C1902062 Iate Clube — R2

PN - Praia dos Namorados

IC -Iate Clube

R1 =réplica 1

R2 =réplica 2




ANEXO 3 LISTA GERAL DOS TAXONS DE CIANOBACTERIAS RELATADAS PARA O RESERVATORIO SALTO
GRANDE.

S

TAXONS DEBERDT (2002) TUCCI . (2004) PRESENTE ESTUDO

Anabaena circinalis Rabenh. ex Born. et Flah. 1888 X X X
A. crassa (Lemmerm.) Kom. — Leg. et Cronb. 1992 X X X
A cf smithii (Komarek) Watanabe 1992 X

A. planctonica Brunnthaler 1903 X

Anabaena sp Bory ex Bornet & Flahault 1886 X

Anabaenopsis sp (Woloszynska) Mill. 1923 X

Aphanizomenon gracile (Lemmerm.) Lemmerm. 1907 X
A.issatchenkoi (Ussat.) Pr. — Lavrenko 1962 X
A tropicalis Horecka et Komarek 1979 X

Aphanocapsa delicatissima W. et G.S. West 1912 X X
A. elachista W. & G.S. West 1912 X

A. cf. koordesii Strom, Nyt Mag. 1923 X X

A. incerta (Lemm.) Cronb. et Kom. 1994 X
Aphanocapsa sp Néageli 1849 X

Aphanothece spp Négeli 1849 X X

Borzia sp Cohn ex Gom. 1892 X

Chroococcus limneticus Lemmerm 1898 X X

C. minor (Kiitzing) Négeli 1849 X X
C. minutus (Kiitzing) Négeli 1849 X

C. turgidus (Kiitzing) Négeli 1849 X

Chroococcus spp X
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TAXONS DEBERDT (2002) TUCCI. (2004) PRESENTE ESTUDO

Coelosphaerium evidenter-marginatum Azev. et Sant’Anna 1999. X X
C. kuetzingianum Nageli 1849 X

Cyanodictium planctonicum Meyer 1994 X

Cyanosarcina sp Kovacik 1988 X X

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya et S. Raju. 1972 X X

Geitlerinema acutissimum (Kuffer) Anagn. et Kom 1989 X

G. unigranulatum (R.N. Singh) Komarek et Azevedo X
Gloecapsa sp Kiitzing 1843 X

Jaagnema quadripunctulatum (Briihl & Biswas) Anag. & Kom. 1988 X

J. subtilissimum (Kiitzing ex De Toni) Anag. et Kom. 1988 X
Limnothrix planctonica (Woloz.) Meffert 1988 X X
Limnothrix sp Meffert 1988 X

Lyngbya hieronymusii Lemmerm 1905 X

Merismopedia glauca (Ehrenberg) Kiitzing 1845 X X

M. insignis Skorbatov 1923 X

M. tenuissima Lemmermann 1898 X X
M. trolleri Bachmann 1920 X
Merismopedia spp X

Microcystis aeruginosa (Kiitzing) Kiitzing 1846 X X X
M. botrys Teil. 1942 X
M. cf. lamelliformis Holsinger 1954 X X

M. lamelliformis Holsinger 1954 X

M. panniformis Kom. et al. 2002 X
M. protocystis Crow 1923 X X
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TAXONS DEBERDT (2002) TUCCI. (2004) PRESENTE ESTUDO

M. wesenberghii (Kom.) Kom. In Kondrateva 1968 X
Microcystis sp Kiitzing ex Lemmerm 1907 X

Oscillatoria lacustris (Klebahn) Geitler 1925 X

Oscillatoria spp X

Planktolyngbya sp Anag. et Kom. 1988 X
Planktothrix agardhii (Gomont) Anagnostidis & Komarek 1988 X
P. mougeotii (Gomont) Anagnostidis & Komarek 1988 X X

Planktothrix sp Anag. et Kom. 1988 X

Pseudanabaena catenata Lauterb 1916 X X

P. mucicola (Naumann & Hiiber-Pestalozzi) Bourrelly 1970 X X X
Pseudanabaena spp X

Radiocystis sp Skuja 1948 X

R. fernandoi Komarek et Komarkova-Legnerova 1993 X X
R. geminata Skuja 1948 X

Rhabdogloea ellipsoidea Schroder 1917 X X

R smithii (R. et. F Chodat) Komarek 1983 X

Romeria okensis (Meyer) Hindak 1975 X X
Romeria victoriae Kom. & Cronb. X
Snowella lacustris (Chodat) Komarek et Hindak 1988 X

Sphaerocavum brasiliense Azev. et Sant’Anna 2003 X
Spirulina sp Turpin ex Gomont 1892 X

Synechocystis sp Sauvageau 1892 X

Synechococcus elongatus (Nageli) Nageli 1849 X X
Synechococcus sp Nageli X

Tychonema cf. bourrelly (Lund) Anagnostidis & Komarek 1988 X
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ANEXO 4 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DAS CIANOBACTERIAS ENCONTRADAS NO RESERVATORIO SALTO
GRANDE. AS DESCRICOES DOS MORFOTIPOS FORAM BASEADAS EM KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989, 1999,
2005); CRONBERG & ANNADOTERR (2007); SANT "ANNA et al. (2000, 2003, 2007)

; - MORFOLOGIA DAS CELULAS E OCORRENCIA,
CIANOBACTERIA ORGANIZACAO CELULAR 3 TOXICIDADE ,
CONTEUDO CELULAR COMENTARIOS

Tricoma livre nadante, regular a Esféricas a em forma de barril;
Anabaena circinalis . . .

irregularmente espiralado; espiras amplas; & =5,0-6,2 um, aerotopos; Cosmopolita, ambientes
Rabenhorst ex Bornet et . . .

mucilagem estreita Heteroécito: Esférico, + eutréficos, planctonica,

Flahault 1888. (Prancha
22)

Altura das espiras = 50,0-60,0 pm

Distancia entre espiras = 20,0-58,0 um

& =5,0-6,2 um
Acineto: Eliptico, C=15,4 um; L=11,0 um

formadora de floragoes

A. crassa (Lemmermann)
Komarkova — Legnerova
et Cronberg 1992.
(Prancha 25)

Tricoma livre nadante, regularmente
espiralado; espiras curtas; mucilagem ampla
Altura das espiras = 30,0-52,0 um

Distancia entre espiras = 15,0-26,0 um

Esféricas a em forma de barril

& =8,5-10 um, aerdtopos

Heterdcito: Esférico, .

2= 150 um + (para o género)
Acineto: Eliptico alargado

C=19,5-25,3 pm, L =14,0-17,5 um

Cosmopolita, ambientes
eutréficos, planctonica,

formadora de floragoes

Aphanizomenon. gracile
(Lemmermann)
Lemmermann 1907

(Prancha 23 )

Tricoma livre nadante, reto ou ligeiramente

curvado,

células em forma de barril, C=(2,2)3,0-6,5
pm, L=4,0-4,5 um ;
Heteroécito: nd

Acineto: C=7,0 um; L=2,2 um

Regido temperada, (pode
ocorrer em climas

subtropicais)

A.issatchenkoi (Usacev)
Proska — Lavrenko 1962
(Prancha 24)

Tricoma livre nadante, reto ou ligeiramente

curvado

Células cilindricas arredondadas, ligeiramente
constritas; C=(2,2)3,0-6,5 um , L=4,0-4,5 um;
célula terminal afilada

Heterdécito: Cilindrico;

C=55um; L=4,5 um

+ (para o género)

Acineto: cilindrico;

C=11,0p; L=5,5 pm

Ambientes eutroficos
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CIANOBACTERIA

ORGANIZACAO CELULAR

MORFOLOGIA DAS CELULAS E

CONTEUDO CELULAR

TOXICIDADE

OCORRENCIA,
COMENTARIOS

Aphanocapsa
delicatissima W. et G.S.
West 1912 (Prancha 27)

Colonias arredondadas, alongadas ou

irregulares, mucilagem hialina, difluente

Esféricas, @ = 0,8-1,0 um

Sem informagao

Planctonica, cosmopolita

A. incerta (Lemmermann)
Cronberg et Komarek

1994 (Prancha 26, 28)

Colonias arredondadas ou alongadas, bainha

hialina, difluente

Esféricas, @ =2,0 um

Planctonica, ambientes

eutréficos, cosmopolita

Chroococcus minor
(Kiitzing) Négeli 1849
(Prancha. 29)

Colonias pequenas, 4-16 céls, mucilagem
fina, hialina, difusa, envelope mucilaginoso

acompanhando as células

Esféricas, @ = 4,0-4,5 um

Sem informagao

Metafitica, pode ocorrer

em regides tropicais.

Coelosphaerium
evidenter-marginatum
M.T.P. Azevedo & C.L.
Sant’Anna 1999 (Prancha
30)

Coldnias arredondadas, mucilagem hialina,
inconspicua, células distribuidas regularmente

na superficie da colonia

Esféricas, & = 2,0-2,5 um

Planctonica, regides

tropicais

Geitlerinema
unigranulatum (R.N.
Singh) Komarek et
Azevedo (Prancha 31)

Tricoma flexuoso, solitario, ndo constrito,

célula apical cilindrica —arredondada

Cilindricas; com 1-2 granulos

C=6,0-7,0 pm; L=2,0 um

Sem informagao

Planctonica em ambientes

eutréficos, pantropicais

Jaaginema subtilissimum
(Kiitzing ex De Toni)
Anagnostidis et Komarek

1988 (Prancha 32)

Tricoma reto a flexuoso solitario, nao

constrito, ndo atenuado, imovel

Cilindricas,

C= 1,5-3,5um L=1,5-2,0 pm

Sem informagao

Abundante no material
bentdnico ou entre detritos
vegetais de regides
temperadas, podendo

ocorrer nos trépicos

Limnothrix planctonica
(Woloszynska) Meffert
1988 (Prancha 33)

Tricomas solitarios, retos, nao constritos

Cilindricas, aerotopos
C=4,0 um,
Largura: =2,0 pm

+ ( para o género)

Planctonica de zonas

temperadas (tropicos ?)
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CIANOBACTERIA

ORGANIZACAO CELULAR

MORFOLOGIA DAS CELULAS E

CONTEUDO CELULAR

TOXICIDADE

OCORRENCIA,
COMENTARIOS

Merismopedia tenuissima
Lemmermann 1898

(Prancha 34 )

Colonias achatadas, quadraticas, formadas por

8-16-32 células, mucilagem hialina, difluente

Esférica a sub-esférica

@& =2,0 um

sem informagao

Planctonica, ambientes

eutroficos

M. trolleri Bachmann

1920 (Prancha 35)

colonias achatadas, quadraticas, células

densamente arranjadas,

Esférica a sub-esférica, aerdtopos

&= 2,0-3,0 um

sem informagdo

Planctonica , regides
temperadas, ndo muito
comum, regides tropicais

™

Microcystis aeruginosa

(Kiitzing) Kiitzing 1846

Colonias esféricas a oblongas quando jovens
ou com células pouco agrupadas e bainha

estreita, mais velhas lobadas a irregulares,

Esférica , aeropotos

Ambientes eutroficos,

) ) ) & =5,3-6,5 um, densamente agrupadas; + regides tropicais
(Prancha 36) clatradas ou ndo; bainha incolor, inconspicua,
margem ampla, difluente; colonias jovens
com poucas células
. . ) Naio foram observadas as
» Colonias arredondadas, células densamente Esférica, aerotopos )
M. botrys Teiling 1942 ) ) ) protuberancias de
arranjadas em pacotes esféricos, bainha & =4,0-5,0 um; + ] )
(Prancha 39) . o mucilagem tipicas da
difluente, hialina )
espécie
. . ) Espécie descrita com
Coldnias esféricas quando jovens, podendo ) o
) ) . ) material brasileiro,
M. panniformis Komarek  ser mais alongadas quando adultas, ndo Esférica, aerdtopos, )
+ encontrada em diversos

et al. 2002 (Prancha 37)

clatradas; bainha incolor, inconspicua,

margem estreita, difluente

& =2,5-3,5 um, densamente agrupadas; ;

corpos d” agua no Brasil e

Australia,

M. protocystis Crow 1923
(Prancha 38)

Colonias irregulares com células dispersas a

superficie da mucilagem hialina, difluente

Esféricas, aerdtopos

& =5,0 um

+ para o género

Planctonica, pantropical
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Kondrateva. Crow 1968
(Prancha 40 )

incolor, margem ampla, conspicua, refrativa

& =3,5-6,6 um .

, . MORFOLOGIA DAS CELULAS E OCORRENCIA,
CIANOBACTERIA ORGANIZACAO CELULAR . TOXICIDADE ,
CONTEUDO CELULAR COMENTARIOS
M. wesenbergii ) i ) Comum em 4guas
Colonias esféricas quando jovens, alongadas, )
(Komarek)Komarek in células esféricas, aerotopos eutroficas de
lobadas e clatradas quando adultas, bainha +

reservatorios, raramente

dominantes, cosmopolita

Planktolyngbya sp.

Filamentos isolados, retos a ligeiramente
curvados, ndo constritos, ndo atenuados,

bainha hialina, fina

cilindricas,

C=22um;L=45um

Sem informagao

Planktothrix agardhii
(Gomont) Anagnostidis &
Komarek 1988 (Prancha
41)

Tricomas retos, solitarios, ndao constritos,

atenuado em direcdo ao apice.

Quadraticas, aerdtopos, conteudo granular

C=5,0-5,1 ym; L=5,6 um - 6,8 um

Planctonica, regides
temperadas, registros em

regides tropicais

Pseudanabaena mucicola
(Naumann et Hiiber-
Pestalozzi) Bourrelly
1973 (Prancha 44)

Tricomas retos, solitarios, constritos, na

mucilagem de Microcystis —3-6 células

Cilindricas

C= 2,54,0um; L=1,5-1,8 um

+ (para o género)

endogleica, cosmopolita

Radiocystis fernandoi

colonias arredondadas ou irregulares,

Komarek et Komarkova- & =7,0 um
achatadas, células dispostas em fileiras + planctonica, tropical
Legnerova 1993 (Prancha
radiais, mucilagem hialina
42)
Romeria okensis (Meyer) . . planctonica, ambientes
Tricomas espiralados, solitarios, constritos, Cilindricas

Hindak 1975 (Prancha

com bainha mucilaginosa

C= 5,0-6,0 um; L=2,5-3,0 um

sem infomagao

eutréficos, descrita para a

43) Europa
Romeria victoriae Filamentos solitarios, retos ou com “quebras” o

Cilindricas
Komarek et Cronberg formando angulos retos, constritos, numero sem informag@o Planctonica

2001 (Prancha 44)

de células =2-32

C= 1,3-5,8 um; L=1,3-1,8 um
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, . MORFOLOGIA DAS CELULAS E OCORRENCIA,
CIANOBACTERIA ORGANIZACAO CELULAR ; TOXICIDADE ,
CONTEUDO CELULAR COMENTARIOS
Sphaerocavum
brasiliense Azevedo et Coldnias esféricas a alongadas, esburacadas, Ambientes eutroficos,

Esféricas, & = 2,5-35 um -
Sant’ Anna 2003 (Prancha  ocas

45)

tropicais

o Reta a levemente curvada ou sigmoide, em
Synechococcus elongatus ~ células solitarias ou em agrupamentos
forma de bastonete + (para o género)

(Nageli) Nageli 1849 irregulares
C =20,0-36,0 pm; L =0,9-1,0 pm

C: comprimento; L: largura, o: didmetro;nd: ndo detectada; +: ocorréncia de toxina ou efeito toxico; -: auséncia de toxina ou efeito toxico

Subaerofitica,, supralitoral
de lagos e reservatorios,
regides temperadas

(tropicos ?)
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ANEXO 5 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS ISOLADOS ENCONTRADOS NO RESERVATORIO SALTO
GRANDE. AS DESCRICOES DOS MORFOTIPOS FOI BASEADA EM KOMAREK & ANAGNOSTIDIS (1989, 1999, 2005).

SOLADO ORGANIZACAO MORFOLOGIA CONTEUDO TAMAl\iHO TAMANHO DA CELULA (um)
DA COLONIA
CELULAR CELULAR CELULAR (um) Comprimento Largura Ocorréncia
pm

Células densamente
Aphanothece spl. arranjadas em uma Retas, alongadas, 1020 98 Somente em
CENA118 mucilagem comum e ligeiramente curvas ou  Verde 58-82 x 45-54 1; O), ’ 0,6-0,8 cultura
(Prancha 1, 2) amorfica; colonias sigmoides, bastonetes, ’

pequenas
Microcystis sp.1 Células esparsamente
CENAI121 arranjadas em colOnias Verde, 3,5-4,5 de

Esféricas - - -

(Prancha 3) mucilaginosas aerotopos didmetro

(condi¢des de cultura)
Microcystis

Células densamente
panniformis ) ) ) 3,5-4,4 de Na amostra

arranjadas em coloénias  Esféricas aerotopos 78,0-266,0 - i )
CENAI121 didmetro ambiental

esféricas mucilaginosas
(Prancha 4)

Células densas e

irregularmente
Aphanothece sp2. )

arranjadas, em uma Retas ou arqueadas, -verde azulado 80-300(700) x Somente em
CENA122 1,9-5,7 0,8-1,2

mucilagem comum e bastonetes forte 50-200 cultura
(Prancha 5, 6)

amorfa, formando

aglomerados esféricos
Romeria victoriae  Tricomas “quebrados”,

. Azul
Kom. & Cronb. — constritos no septo ) ) Na amostra
Cilindrica esverdeado - 1,3-5,8 1,3-1,8 )
CENA 123 — celular; namero celulas ) ambiental
palido

(Prancha 7, 8)

=2-32
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~ , TAMANHO 3
SOLADO ORGANIZACAO MORFOLOGIA CONTEUDO ) TAMANHO DA CELULA (um)
DA COLONIA
CELULAR CELULAR CELULAR (um) Comprimento Largura Ocorréncia
[T
De esféricas a
esferoides irregulares,
Chroococcidiopsis ~ Células solitarias ou
envelopadas por 2,1-5,1(8,7)de Somente em
sp —CENA 124 — em agregados . Verde - - i
. grossas bainhas, firmes diametro cultura
(Prancha 9, 10) irregulares
e sem cor; reproducdo
por baedcitos
Synechococcus
nidulans o
Células solitarias Bastonetes - - (1,2)2,7-4,5(8,8) 0,8-1,7 No plancton
CENA 125
(Prancha 11)
Retas, alongadas,
Synechococcus Calulas solitarias ou levemente curvadas ou
Azul Somente em
elongatus — CENA  em aglomerados sigmoides, bastonetes, - 2,9-47,0 (58,0) 1,2-1,3
) ) ) esverdeado cultura
126 — (Prancha 12) irregulares “involutions
formations”
Células
intermedidrias:
Tricomas levemente 4,4-7,0 (13,8);
Células em forma de
constritos,envolvidos Células basais:
Calothrix sp — . o barril ou cilindricas;
por bainha hialina, ) ) 6,0-8,0; Somente em
CENA 127 - heterdcito terminal, - 4,0-7,5 )
homegénea, acabando Célula apical: cultura

(Prancha 13,15)

em um pequeno “pélo”

hialino

redondo ou conico-

arredondado

2,0;
Heterdcito:
4,5-5,0 de

diametro
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~ , TAMANHO ;
SOLADO ORGANIZACAO MORFOLOGIA ~ CONTEUDO ) TAMANHO DA CELULA (um)
DA COLONIA
CELULAR CELULAR CELULAR (um) Comprimento Largura Ocorréncia
[T
Filamentos retos a
curvados, )
Lyngbya sp — ) ) Células muito curtas,
embainhados,tricomas Granulos Somente em
CENA 128 — ) célula apical com - 10,0-12,6 (14,0)  2,0-3,3
ndo-constritos no septo ) pequenos cultura
(Prancha 14, 16) caliptra
celular, bainhas sem
cor
Leptolyngbya spl Tricomas frouxamente
—CENA 129 - arranjados, .
) ) Células mais longas Levemente Somente em
(Prancha 17) enbainhados, bainhas i ) - 1,0-3,0 1,0
) que largas, cilindricas granular cultura
sem cor (condi¢des de
cultura)
) Azul
Tricomas frouxamente
Leptolyngbya sp2 ) ) esverdeado
arranjados, enredados, Células mais longas ) Somente em
—CENA 131 - ) ) ) palido; - 2,0-3,5 1,6-2,0
bainhas sem cor que largas, cilindricas cultura
(Prancha 20) ) levemente
(condi¢des de cultura)
granular
Synechococcus
Células solitarias ou Azul
nidulans— CENA Somente em
em aglomerados Bastonetes esverdeado - 1,5-2.0 1,0
132 — (Prancha 18, cultura
irregulares palido
21)
Células densamente
Microcystis sp.2 —  arranjadas dentro de
. o . 3,0-3,5de Nas amostras
CENA 133 — colonias mucilaginosas  Esféricas Com aerétopos - - i L
diametro ambientais

(Prancha 19)

amorfas (condi¢des de

cultura)

C: comprimento; L: largura, o: didmetro;nd: ndo detectada; +: ocorréncia de toxina ou efeito toxico; -: auséncia de toxina ou efeito toxico
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ANEXO 6 COMPOSICAO TAXONOMICA (ORG./ML) E CONSTANCIA DE OCORRENCIA DAS CIANOBACTERIAS
PRAIA DOS NAMORADOS

SOMAT MEDIA Constéancia(%)

abr-05 mai-05 jun-05 jul-05 ago-05 set-05 out-05 nov-05 dez-05 jan-06 fev-06

Anabaena circinalis 45 291 35 15 358 4 35 70 34 358 18 1263 115 100
A. crassa 5 5 3455 26 30 358 26 3905 558 64
Aphanizomenon issatchenkoi 12 12 12 9
Aphanocapsa delicatissima 120 5 7 18 9 159 32 46
A. incerta 45 6 51 26 18
Chroococcus minor 6 6 6 9
Coelqsphaerium evidenter- 1 1 1 9
marginatum
Geitlerinema unigranulatum 15 238 15 119 15 66 1 75 544 68 73
Jaagnema cf subtilissimum 15 11 26 13 18
Limnothrix planctonica 6 6 6 9
Merismopedia tenuissima 1 1 1 9
M. cf trolleri 45 45 45 9
Microcystis aeruginosa 120 305 390 169 923 145 252 40 10 5815 78 8247 750 100
M. panniformis 6329 164 358 65 1221 86 524 144 46 17315 1549 27801 = 2527 100
M. protocystis 209 3 224 436 145 27
M. botrys 15 3 3 678 699 175 36
M. wesenberghii 209 209 209 9
Oscillatoria cf lacustris 15 15 15 9
Planktothrix agardhii 6 86 2 15 6 115 23 46
Pseudanabaena mucicola 2234 537 231 462 3038 26 2805 584 237 3865 1751 i 15770 1434 100
Romeria okensis 8 8 8 9
R. victoriae 5 5 10 5 18
Sphaerocavum brasiliensis 11 3 17 708 42 781 156 46
Synechococcus cf elongatus 48 45 93 47 18
Total 8788 1663 1029 736 9532 350 3736 1300 455 29158 3456 = 60296
Média 1465 238 147 105 1192 35 467 144 28 2430 432 608 266

6 7 7 7 8 10 8 9 16 12 8
acessorias espécies abundantes = as que ocorreram em densidade igual ou superior 4 média da amostra por més de coleta
acidentais espécies abundantes = as que ocorreram em densidade igual ou superior 4 média total do periodo de coleta

constantes espécies dominantes= as que ocorreram em densidade igual ou superior a 50% da amostra por més de coleta)
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ANEXO 7 COMPOSICAO TAXONOMICA (ORG./ML) E CONSTANCIA DE OCORRENCIA DAS CIANOBACTERIAS -

TATE CLUBE

abr-05 mai-05 jun-05 jul-05 ago-05 set-05 out-05 nov-05 dez-05 jan-06 fev-06 SOMA CONSTANCIA(%)
Anabaena circinalis 99 31 4 39 268 45 56 96 23 268 929 91
A . crassa 2889 90 99 274 36 . 3388 46
A . gracile 5 5 9
Aphanocapsa delicatissima 65 15 15 95 27
A . elachista 12 12 9
A . incerta 40 40 9
Geitlerinema unigranulatum 15 78 13 30 40 24 7 119 11 337 82
Jaagnema cf subtilissimum 18 18 9
Limnothrix planctonica 1 1 9
Merismopedia tenuissima 10 10 9
M. marssonii 7 7 9
Microcystis aeruginosa 70 55 114 456 328 343 266 334 6 3678 66 5716 100
M. panniformis 894 14 136 441 1221 283 353 132 44 2353 497 6368 100
M. protocystis 60 179 15 4 258 36
M. botrys 25 84 45 45 10 209 46
M. wesenberghii 179 179 9
Planktolyngbya sp 1 1 2 18
Planktothrix agardhii 3 274 2 45 324 36
Pseudanabaena mucicola 834 14 43 4888 387 477 953 1589 193 5416 93 14887 100
Pseudoanabaenaceae 8 8 9
Radiocystis fernandoi 286 286 9
R. victoriae 1 17 18 18
Sphaerocavum brasiliensis 90 45 3 138 27
Synechococcus cf elongatus 25 25 9
Total 2052 262 325 6206 5571 1283 1767 2723 388 11984 699 | 33260
Meédia 205 29 54 887 619 214 295 389 30 1332 78 375
riqueza (n° de taxons em cada 10 9 6 7 9 6 6 7 13 9 9
amostra)
Acessorias espécies abundantes = as que ocorreram em densidade igual ou superior 4 média da amostra por més de coleta
Acidentais espécies abundantes = as que ocorreram em densidade igual ou superior a média total do periodo de coleta
Constantes espécies dominantes= as que ocorreram em densidade igual ou superior a 50% da amostra por més de coleta)



ANEXO 8 FOTOS DAS CIANOBACTERIAS DOS ISOLADOS E DAS AMOSTRAS
AMBIENTAIS

1 — Aphanothece sp.1 400x —

118 3 — Microcystis spl. — 400x — CENA 120 4— Microcystis panniformis
100x — CENA 121 S — Aphanothece sp. 2 1000x — CENA 122 6 —
Aphanothece sp. 2 400x — CENA 122.

178



7 — Romeria victoriae 1000x — CENA 123 8 — Romeria victoriae 630x — CENA 123 9
Chroococcidiopsis sp — 400x — CENA 124 10 — Chroococcidiopsis sp. — 1000x — CENA 124

11 — Synechococcus nidulans 1000x — CENA 125 12 — Synechococcus sp. 1000x — CENA
129

179



13- Calotrix — falsa ramificagdo 400x — CENA 127 14 — Lyngbya sp. 400x — CENA 128 15 —
Calotrix — heterocito 1000x — CENA 127 16 — Lyngbya sp — 630x — CENA 128 17 —
Leptolyngbya sp.1 — 1000x — CENA 129

180



18 — Synechoccocus nidulans — 1000x — CENA 132 19 — Microcystis sp.2 - 200x — CENA 133
20 — Leptolynbya sp.2 1000x — CENA 131 21 — Synechoccocus nidulans — 1000x — CENA 132.

181



22 — Anabaena circinalis 23 — Aphanizomenon gracile 24 — Aphanizomenon issatchenkoi 25
— Anabaena crassa 26 — Aphanocapsa incerta 27 — Aphanocapsa delicatissima

182



28 — Aphanocapsa incerta 29 — Chroococcus minor 30 — Coelosphaerium evidenter-
marginatum 31 — Geitlerinema unigranulatum 32 — Jaagnema subtilissimum. 33 —
Limnothrix planctonica

183



34 — Merismopedia tenuissima 35 — Merismopedia trolleri 36 — Microcystis aeruginosa 37 —
Microcystis panniformis 38 — Microcystis protocystis 39 — Microcystis botrys

184



40- Microcystis wesenbergii 41 — Planktotrix agardhii 42 — Radiocystis fernandoii 43 —
Romeria okensis 44 — Romeria victoriae e Pseudanabaena mucicola 45 - Sphaerocavum
brasiliensis

185



ANEXO 9 CROMATOGRAMAS DAS ANALISES DE MICROCISTINA-LR DA PRAIA
DOS NAMORADOS E DO IATE CLUBE DE JANEIRO DE 2006
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ANEXO 10 SEQUENCIAS DOS GENES rDNA 16S DAS LINHAGENS ISOLADAS DO
RESERVATORIO SALTO GRANDE

Aphanothece sp. CENA118 (1409 bp)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGCCTTCGGGCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTCAGGAG
GGGGATAACGGCCGGAAACGGCCGCTAATACCCCATATGCCGAGAGGTGAAATGAATTTCGCCTGAGGATGAGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGT
GTGGTAATGGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTCTGGGCTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAG
AAGACATGACGGTACTTGAGGAATAAGCCACGGCTAATTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGTCCGCAGGCGGCCTTGTAAGTCTGTCGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATTTAAGCGATGGAAACTACAAGGCTTGAGTGTGGTAGGGG
CAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGGCCATAACTGACGCTCATGGAC
GAAAGCCAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGACCCCCTCGGTGTCGTA
GCTAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATCCTGCGAATCCCTTGGAAACGAGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAG
AGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGAC
AAAGGGTTGCAAGCTCGCGAGAGTTAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCTA
GTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACT
CCAACCCTTGTGGAGGAGGACGCCGAAGGTGGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Aphanothece sp. CENA122 (1409 pb)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGCCTTCGGGCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTCAGGAG
GGGGATAACGGCCGGAAACGGCCGCTAATACCCCATATGCCGAGAGGTGAAATGAATTTCGCCTGAGGATGAGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGT
GTGGTAATGGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTCTGGGCTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAG
AAGACATGACGGTACTTGAGGAATAAGCCACGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGTCCGCAGGCGGCCTTGTAAGTCTGTCGTTARAGCGTGGAGCTTAACTCCATTTAAGCGATGGAAACTACAAGGCTTGAGTGTGGTAGGGG
CAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGGCCATAACTGACGCTCATGGAC
GAAAGCCAGGGGAGCGAAAGGGATTAGGTACCCCTGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGACCCCCTCGGTGTCGTA
GCTAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATCCTGCGAATCCCTTGGARACGAGGGAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAG
AGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGAC
AAAGGGTTGCAAGCTCGCGAGAGTTAGCTAATCCCATAARACCGTGGCTCAGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCTA
GTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACT
CCAACCCTTGTGGAGGAGGACGCCGAAGGTGGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Calothrix sp. CENA127 (1410 pb)
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGTCTTTAGG
TCGGGGACAACAGTTAGAAATGACTGCTAATACCGGATGCGCCTTTGGGTGAAAGATTAATTGCCTGAAGAAGAGCTCGCGTCAGATTAGCTAGTAG
GTGGTGTAAAGGACTACCTAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCCACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGACGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAAGGA
AGATAATGACGGTACTTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCG
TAAAGCGTCCGCAGGTGGTTTTGTAAGTCTGCTGTTAAAGCGTTAGGCTCAACCTAATAAGGGCAGTGGAAACTATGAGACTAGAGTATGTTAGGGG
TAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGACAATACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGCCCGTATCGACCCGGGCATTGTCGTA
GCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATCTTGCTGARAGGTGAGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAG
AGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGAAC
AAAGGGCAGCTAGTCAGCAATGACATGCAAATCTCAGAAATCGTAGCTCAGTTCAGATTGAAGGCTGCAACTCGCCTTCATGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTAGTTATC
CTAACTGTTCGCAGGGGGAGATTCCGAAGGTAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA

Chroococcidiopsis sp. CENAl124 (1416 pb)

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGCTTTTCGGAGCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTTT
GGACCGGGACAACTGCTGGAAACGGCAGCTAAGACCGGATGTGCCCTTGGGTGAAATATTCATAGCCARAAGAGGAGCTCGCGACCGATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCTGCGATCGGTAGCCGGTTTGAGAGGACGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTARACCTCTTTTCTCAGG
GAAGAAGCAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTG
GGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCACATCAAGTCTGCTGTCAAAGCCCCCAGCTTAACTGGGAAGAGGCGGTGGAAACTGGTGAGCTAGAGAGCAATA
GGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGCTCTACTAGGTTGCAACTGACACTGAG
GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAARACGATGGATACTAGGCGTTTCTCGTATCGACCCGAGGAGTGC
CGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAACCCGTGGGARACTATGGGGTGCCGAAAGGAGCCAGAACACAGGTG
GTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACT
CTAGACAGACTGCCGGTGACARACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCGACACACGTACTACAATGCTAC
GGACAACGGGAAGCCAACCAGCGATGGGGAGCAAAGCCCAGCAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGCGGAAT
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CGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCATACGGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTC
ATTACTCTAACCATTCGTGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Leptolyngbya sp.l CENA129 (1415 pb)
GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGCTTTTCGGAGCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTTT
GGTCGGGGACAACAGCTGGAAACGGCTGCTAATACCCGATGTGCCTTAGGGTGAAAGCTTTAGTGCCAGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGT
TGGTAGTGTAATGGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAAACCTCTTTTGATAGG
GAAGAACACAATGACGGTACCTATCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTAGTCAAGTCAGTTGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATAAGGGCAATTGAAACTGATTAGCTAGAGTGCGAT
AGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACATCGGTGGCGARAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGA
GGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGGGTACTAGGCGTTGTCCGTATCGACCCGGGCAGTG
CCGTAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATGTCGCGAATCTCTGTGAAAGCGGAGAGTGCCTACGGGAGCGCGAACACAGGT
GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTCTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCAC
TCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACATCCTGGGGTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCGAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCG
TTACTCCAACCGTTCGCGGAGGAGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Leptolyngbya sp. CENA131 (1415 pb)
GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGGTCTTCGGACCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGTGTGAGAATCTGCCCTTT
GGATGGGGATAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCAATATGCCGAGAGGTGARAACTTATATGGCCAGGGGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGT
TGGAGTGGTAACGGCACACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAAACCTCTTTTGATAGG
GAAGAAGAAAGTGACGGTACCTATCGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTATTCAAGTCAGCTGTCAAAGGATGGAGCTTAACTCCATAAAGGCAGTTGAAACTGGATAGCTAGAGTGCGAT
AGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGA
GGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGCGTTGTCCGTATCGACCCGGGCAGTG
CCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTTGATGAAAGTCGAGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGT
GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTCTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCAC
TTTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTA
CGGACAAAGGGCAGCGAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCG
TTACTCCAACCCGCGAGGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Lyngbya sp. CENA128 (1412 pb)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCCTTAGG
TTGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCCAATGTGCCGAGAGGTGAAAGGTTTACTGCCTAGGGATGAACTCGCGTCTGATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTAAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTTAGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGA
AGAAGTACTGACGGTACTTGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGG
CGTAAAGCGTCCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGTTGTCAAAGGTCACAGCTCAACTGTGGATCGGCAATGGAAACTGAGAGACTTGAGTGTGGTAGG
GGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCACAACTGACGCTGAGGG
ACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGTGTTGCGCGTATCGACCCGTGCAGTACCG
TAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGGATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCCAGAATCCCTTAGAGATGAGGGAGTGCCTTCGGGAGCTGGAACACAGGTGGT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCT
AGAGAGACTGCCGTGGACAACACGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTCCTACAATGCTACGG
ACAGAGGGCAGCGAGCGTGCGAGCGCAAGCAAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGC
TAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTA
CTCTAACCGTTCGCGGGGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Microcystis sp. CENA120 (1420 pb)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCA
GGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATATGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAG
GAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTA
GGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAG
GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGC
CGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGAAAGCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTG
GTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACT
CTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCG
GGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGACAGTC
ATTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTAGTGACTGGGGTGAATCGAAT
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Microcystis sp. CENA133 (1413 bp)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCA
GGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATGTGCCGCAAGGTGAAACCTAATTGGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAG
GAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCTGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTA
GGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGARAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAG
GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTARACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGC
CGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGARAGCTAGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTG
GTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACT
CTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCG
GGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCA
TTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTAGTGACTGGGGTGAA

Microcystis panniformis CENA121 (1413 pb)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGAATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTAACTTCA
GGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGATATGCCGCAAGGTGAARACCTAATTGGCCTGAAGAAGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGT
TGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGTCTTTGGATTGTAAACCTCTTTTCTCAAG
GAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTCAGCCAAGTCTGCCGTCAAATCAGGTTGCTTAACGACCTAAAGGCGGTGGAAACTGGCAGACTAGAGAGCAGTA
GGGGTAGCAGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGTGCTACTGGGCTGTATCTGACACTCAG
GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGC
CGAAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCCTGGTGARAGCTGGGGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTG
GTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGGACT
CTAAGGAGACTGCCGGTGACARAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCGACACACGTACTACAATGGTCG
GGACAAAGGGCAGCGAACTCGCGAGAGCCAGCGAATCCCAGCAAACCCGGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT
CGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCA
TTACCTCAACCGCAAGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGGCTAGTGACTGGGGTGAA

Synechococcus sp. CENA126 (1413 pb)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTACAGG
ACGGGGACAACAGTTGGAAACGGCTGCTAATACCCGATGTGCCGAGAGGTGARACATTTATGGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTG
GTGGGGTAAGGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGGGGGAGGAAGGTTTTTGGACTGTAAACCCCTTTTCTCAGGGA
AGAAGAAAGTGACGGTACCTGAGGAATAAGCCTCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGG
GCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGTTAATCAAGTCTGTTGTCAAAGCGTGGGGCTCAACCTCATAAAGGCAATGGAAACTGATTGACTAGAGTATGGTAG
GGGTAGCGGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGCGCTACTGGGCCATAACTGACGCTCATG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTTGCGTGAATCGACCCGCGCAGTGCC
GTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCARAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATCCCCCGAATCTCTTGGAAACGAGAGAGTGCCTTCGGGAGCGGGGAGACAGGTGG
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTC
TAGAGAAACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGTGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTCCG
GACAGCGAGACGCGAAGCCGCGAGGTGAAGCAAATCTCCCAAACCGGGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCG
CTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCATGCCCGAAGTCGTT
ACCCTAACCGTTCGCGGAGGGGGGCGCCGAAGGTAGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Synechococcus nidulans CENA132 (1409 pb)
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAGCCTTCGGGCTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGGGAATCTGCCCTCAGGAG
GGGGATAACGGCCGGAAACGGCCGCTAATACCCCATATGCCGAGAGGTGAAATGAATTTCGCCTGAGGATGAGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGT
GTGGTAACGGCGCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGATGAAGGCCTCTGGGCTGTAAACCTCTTTTCTCAAGGAAG
AAGACATGACGGTACTTGAGGAATAAGCCACGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGTCCGCAGGCGGCCTTGTAAGTCTGTCGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATTTGAGCGATGGAAACTACAAGGCTTGAGTGTGGTAGGGG
CAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTGGGCCATAACTGACGCTCATGGAC
GAAAGCCAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGAACACTAGGTGTCGGGGGAATCGACCCCCTCGGTGTCGTA
GCTAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATCCTGCGAATCCCTTGGARAACGAGGGAGCGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCACGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAG
AGAGACCGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGAC
AAAGGGTTGCAAGCTCGCGAGAGTTAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCGGTTCAGATCGTAGGCTGCAACTCGCCTACGTGAAGGAGGAATCGCTA
GTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCATGCCCGAAGTCGTTACT
CCAACCCTTGTGGAGGAGGACGCCGAAGGTGGGGCTGATGACTGGGGTGAA

Romeria victoriae Kom. & Cronb. CENA123 (1410 pb)

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAAGAATCTACCTACAGA
CTCGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGGATATGCCCTCGGGTGAAAGATTTATCATCTGTAGATGAGCTTGCGTCCGATTAGCTAGATG
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GAGTGGTAAAGGCACACCATGGCGACGATCGGTAACTGGTCTGAGAGGATGACCAGTCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAAGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCTCTTTTGTTAGGGA
AGATAATGACGGTACCTAACGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGTACGTAGGCGGTTTTATAAGTCTGTTGTCAAAGCCCGAGGCTTAACCTTGGAAAGGCAATGGAAACTGTAAGACTAAAGAGAGATAGGGG
CAGGAGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGTCCTGCTGGATCTCAACTGACGCTGAAGTAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGGTACTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCAGTGCCGTA
GCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCTCCTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGC
ATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTATTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAG
ATAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACAATGGCTGGGAC
AAAGAGTCGCGAGCATGCGAATGCAAGCTAATCTCGTAAACCCAGTCTTAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTA
GTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGCCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTATC
TCAACCCGCAAGGGAGGGAGTCGCCTAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA
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