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“Agua, s.f.

Da agua é uma espécie de remanescente quem ja incorreu
ou incorre em concha

Pessoas que ouvem com a boca no chéo seus

rumores dormidos pertencem das aguas

Se diz no inicio eram somente elas

Depois é que veio 0 murmdrio dos corgos pra dar
testemunho do nome de Deus”

Manoel de Barros (1916 — 2014)

“[...] Entendo bem o sotaque das aguas

Dou respeito as coisas desimportantes

e aos seres desimportantes.

Prezo insetos mais que avides [...]

Eu fui aparelhado para gostar de passarinhos
Tenho abundancia de ser feliz por isso

Meu quintal é maior do que o mundo

Sou um apanhador de desperdicios”

O apanhador de desperdicios, Manoel de Barros
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Resumo

As cianobactérias se destacam dentro do fitoplancton como um grupo de organismos
favorecido por condicbes de eutrofizacdo do sistema aquéatico. Devido a producdo de toxinas por
diversas espécies de cianobactérias, sua proliferacdo altera a qualidade dos recursos hidricos,
frequentemente inviabilizando o uso ou consumo humano. Além disso, promove mudancas nas
diversas interacBes ecoldgicas existentes dentro de um ecossistema aquatico e, por isso, sua
prevencdo e controle sdo de extrema relevancia.

O reservatdrio da Pampulha, conhecido como lagoa da Pampulha e localizado na cidade de
Belo Horizonte (MG), é um pequeno reservatorio urbano, que vem sofrendo um longo processo de
eutrofizagdo em funcéo do recebimento continuo de esgotos domestico e industrial. O grande aporte
de nutrientes no reservatorio tem favorecido o aparecimento de floragdes de cianobactérias ao longo
do ano, tornando necessarios estudos que visem a acompanhar a dinamica dessas comunidades.

Este trabalho teve por objetivo: (1) avaliar a dindmica da comunidade de cianobactérias no
reservatorio da Pampulha ao longo de trés anos, visando a detectar os fatores que favorecem as
espécies dominantes e sua alterndncia e (2) estudar a diversidade intraespecifica de uma das
espécies formadoras de floracdo, Cylindrospermopsis raciborskii, em dois periodos distintos, uma
vez que a existéncia de variabilidade genética poderia favorecer sua dominancia.

Para atender ao objetivo 1, foram feitas amostragens mensais no decorrer dos anos de 2010 a
2012 no reservatdrio da Pampulha, avaliando caracteristicas fisicas e quimicas da agua, bem como a
comunidade de cianobactérias, por meio da abordagem morfoldgica e molecular. Foram feitas
contagens das comunidades de todas as amostras utilizando a técnica de Utermohl (1958) e,
posteriormente, a Andlise Automatizada do Espacador Intergénico Ribossomal (ARISA) foi
realizada para treze amostras mais representativas do periodo estudado. Ambas as abordagens
detectaram trés floracdes distintas em diferentes momentos: uma provocada por C. raciborskii
(Nostocales) predominantemente no periodo chuvoso, outra provocada pelas Chroococcales
Microcystis aeruginosa e Sphaerocavum brasiliense ao final do periodo seco e a floragdo de
Planktothix isothrix (Oscillatoriales) no final de 2012, cujo aparecimento modificou o padrdo de
alternéncia entre Nostocales e Chroococcales no reservatério. O Escalonamento Multidimensional
Nao-Métrico (NMDS) e a Analise de Similaridade (ANOSIM) resultaram numa clara separacéo
entre o periodo chuvoso e seco para as 36 amostras de fitoplancton, sugerindo que as mudancas nos
parametros ambientais entre as estacOes possam resultar em modificacbes na composicdo da
comunidade de cianobactérias. A Analise dos Componentes Principais (PCA) revelou forte
correlacdo entre a biomassa de C. raciborskii e 0 aumento da temperatura, resisténcia da agua,
concentragéo de nitrito e precipitacdo total. As espécies de Chroococcales, pelo contrario, parecem

ser desfavorecidas em periodos de estratificacdo, enquanto a dominéncia de Oscillatoriales
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apresentou correlacdo positiva com concentragcbes de fdsforo total e aménia. A abordagem
molecular por meio do ARISA permitiu maior robustez ao estudo, uma vez que se mostrou mais
eficiente do que a analise microscopica na diferenciacdo de espécies proximamente relacionadas. A
precisdo e rapidez do ARISA sdo fatores que contribuem para sugerir esse método como uma boa
opcao para estudos de monitoramento ambiental.

A fim de atender ao objetivo 2, duas amostras de periodos de floracdo no reservatério foram
escolhidas, na primeira C. raciborskii representava praticamente 100% do biovolume total e na
segunda existia em codominancia com Chroococcales. A variabilidade genética do espacador
transcrito intergénico (ITS), entre 0 16S rRNA e 0 23S rRNA, nas populacdes de C. raciborskii foi
estudada por meio da anélise de restricdo do DNA amplificado e por meio do Sequenciamento de
Nova Geracdo (NGS). Ambas as abordagens demonstraram haver maior variabilidade no periodo da
floracdo monoespecifica de C. raciborskii, sugerindo que a pressdo por competicdo com outra
espécie leve a reducdo da diversidade dentro da populacdo. A existéncia dessa variabilidade é um
forte indicio de que ecotipos diferentes da espécie coexistam durante o periodo de floracdo e
favorecam sua persisténcia no ambiente. Mais polimorfismos no fragmento ITS 16S-23S foram
encontrados por meio do NGS que por meio da analise de restricito do DNA amplificado,
demonstrando a maior robustez do NGS e das anélises de bioinformética que lhe prosseguiram.
Estudos subsequentes serdo feitos a fim de obter as proporcGes das variantes genotipicas
encontradas em cada amostra de NGS e de avaliar a relacdo filogenética existente entre elas.

O presente trabalho contribuiu para o melhor entendimento da dindmica das cianobactérias
dominantes no reservatorio da Pampulha, bem como de alguns fatores ecoldgicos (variveis
ambientais) e genéticos (variabilidade intraespecifica) que possam favorecer ou influenciar suas
floracbes em diferentes condi¢es. Além disso, este trabalho exemplifica a importancia do uso de

técnicas moleculares no estudo de comunidades naturais de microrganismos.

Palavras-chave: cianobactérias, Cylindrospermopsis raciborskii, diversidade, ITS 16S-23S rRNA,
ARISA, NGS.



Abstract

Cyanobacteria are an important phytoplankton group that is favored in conditions of water
eutrophication. Given their potential toxicity, blooms of cyanobacteria not only contaminate the
water, but they also turn it unsuitable for human consumption. Additionally, their presence alters
many ecological interactions in the aquatic ecosystem, thus making its prevention and control
extremely relevant.

Pampulha reservoir, known as Pampulha lake, is a small urban reservoir located in Belo
Horizonte city (MG, Brazil) that has undergone a long process of eutrophication due to the
continuous input of industrial and domestic sewage. The high nutrient supply in the reservoir has
favored the occurrence of cyanobacterial blooms along the year and for this reason studies on the
dynamics of these communities become essential.

The objectives of this study were: (1) to evaluate the dynamics of the cyanobacterial
community in the Pampulha reservoir during three years, aiming to detect factors influencing the
proliferation of dominant species and their alternate occurrence and (2) to study the intraspecific
diversity of the bloom forming species Cylindrospermopsis raciborskii in two different periods,
since its genetic variability could favor its dominance.

In order to achieve objective 1, monthly samplings were performed from 2010 to 2012 in
Pampulha reservoir, water physical and chemical characteristics were measured and the
cyanobacterial community was accessed through morphological and molecular approaches.
Microscopic identification and counting of all samples by the Utermohl (1958) technique were
performed and, additionally, the Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (ARISA) was
performed on thirteen most representative samples. Both approaches were able to detect three
different blooms: one promoted by C. raciborskii (Nostocales) predominantly in the rainy season,
another by the Chroococcales Microcystis aeruginosa and Sphaerocavum brasiliense at the end of
the dry season and a bloom of Planktothix isothrix (Oscillatoriales) at the end of 2012, changing the
alternating pattern between Nostocales and Chroococcales in the reservoir. The Non-Metric
Multidimensional Scaling (NMDS) and the Analysis of Similarity (ANOSIM) revealed a clear
division between rainy and dry periods in the 36 phytoplankton samples, suggesting that changes in
the environmental parameters between seasons may modify the cyanobacterial community
composition. The Principal Component Analysis (PCA) showed strong correlation between C.
raciborskii biomass and increased temperature, water resistance, nitrite concentration and total
precipitation. The Chroococcales species, on the other side, were unsuccessful in periods of water
stratification while the dominance of Oscillatoriales was positively correlated to total phosphorus
and ammonia concentration. The molecular approach through ARISA allowed a more robust study

of the cyanobacterial community, since it was more efficient than microscopy to differentiate close
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related species. The rapidity and precision of ARISA suggest its use as a potential method for
environmental monitoring studies.

Aiming to achieve objective 2, two samples of bloom periods in the reservoir were chosen:
in the first C. raciborskii represented almost 100% of the total phytoplanktonic biomass and in the
second it was codominant with Chroococcales. The genetic variability of the intergenic transcribed
spacer (ITS) between the 16S rRNA and the 23S rRNA in C. raciborskii populations was studied
through restriction analyses of the amplified DNA and Next Generation Sequencing (NGS)
analysis. Both approaches revealed a larger variability during the monospecific bloom of C.
raciborskii, suggesting that a selective pressure resulting from the interspecific competition leads to
a reduced diversity within the population. The detection of intraspecific variability in nature is an
evidence that different ecotypes of the species coexist during the bloom and may contribute to its
stability in the environment. More polymorphisms in the ITS 16S-23S fragment were detected
through NGS than through restriction analyses of the amplified DNA, revealing better accuracy of
the NGS and the subsequent bioinformatics analyses. Further studies will be done aiming to detect
the percentage of genetic variants present in each NGS sample and to evaluate the phylogenetic
relationships between them.

The present work has contributed to a better understanding on the dynamics of the dominant
cyanobacteria in Pampulha reservoir and on the ecological and genetic factors that can influence or
favor their blooms under different conditions. This work also exemplifies the importance of the

molecular approach while studying environmental microbial communities.

Key-words: cyanobacteria, Cylindrospermopsis raciborskii, diversity, ITS 16S-23S rRNA, ARISA,
NGS.
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INTRODUCAO GERAL

O reservatério da Pampulha (Belo Horizonte, MG), conhecido como lagoa da Pampulha
(19°55°09”” S ¢ 43°55°47°> W), é um pequeno reservatorio tropical, com area de aproximadamente
2,4 km? e profundidade média de 5 m. Foi criado a partir do represamento do ribeirdo Pampulha,
iniciado em 1936 pelo prefeito Otacilio Negrdo de Lima, e inaugurado em 1943 pelo entdo prefeito
de Belo Horizonte Juscelino Kubistschek. O objetivo inicial de sua construgdo foi prevenir
inundacdes na regido em contorno e contribuir com o abastecimento de agua da cidade, além de fins
de recreacdo (Resck et al., 2007; Friese et al., 2010). No entanto, a partir da década de 1970
comecou a ser observado um forte processo de assoreamento e eutrofizacdo das suas dguas em
decorréncia da entrada continua de esgotos doméstico e industrial (Giani et al., 1988; Pinto-Coelho,
1998). Como consequéncia, a proliferacdo excessiva de cianobactérias comecou a ser registrada nas
Gltimas duas décadas (Giani, 1994; Goodwin, 1997; Figueredo & Giani, 2001; Lopes, 2013).

O crescimento em massa das cianobactérias, fenébmeno conhecido como floragéo, além de
estar ligado ao aumento da eutrofizacdo, é ainda favorecido por condigdes de tempo estaveis, com
alta intensidade luminosa e temperaturas elevadas (Rapala et al., 1997), frequentemente encontradas
em regides tropicais. No reservatorio da Pampulha, as floracdes de cianobactérias tornaram-se tdo
comuns que o mesmo perdeu, desde a década de 1970, sua funcdo de abastecimento publico,
permanecendo somente como atrativo historico, turistico e paisagistico, além de amenizador de
inundacdes.

Em virtude da importancia do reservatério da Pampulha para a cidade, medidas de
intervencdo para controle de qualidade da &gua ja foram tomadas, como a construcdo de uma
Estacio de Tratamento de Aguas Fluviais (ETAF Pampulha) em 2003, que trata a agua de seus dois
principais afluentes, além de trabalhos de desassoreamento em diferentes épocas. Entretanto, tais
providéncias ainda ndo se mostraram suficientes para garantir a revitalizacdo do reservatorio e o
controle das permanentes floracdes de cianobactérias (Coutinho, 2007; Lopes, 2013), que, por isso,
s&o 0 objeto de estudo do presente trabalho.

As cianobactérias sdo organismos procariontes fotossintetizantes pertencentes ao filo
monofilético Cyanobacteria, dentro do dominio Bacteria. Apesar de existirem outras bactérias
fototroficas, as cianobactérias sdo 0s Unicos procariontes que realizam fotossintese oxigénica, tendo
desempenhado importante papel na histéria evolutiva e geoldgica do planeta (Schirrmeister et al.,
2013).

Sdo elas também o principal componente de diversos ecossistemas aquaticos e terrestres,
podendo ser encontradas em virtualmente todos os tipos de habitats (Janse et al., 2003). A
flexibilidade em seu estilo de vida € sustentada por sua alta diversidade morfologica, com formas de

vida unicelular ou filamentosa, ocorrendo individualmente ou agrupadas em colbnias, e sua
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autossuficiéncia em termos fisioldgicos, capazes de realizar, além da fotossintese, a fixagdo de
nitrogénio, por exemplo (Larsson et al., 2011).

A presenca de pigmentos fotossintéticos acessorios, como a ficocianina, € uma das
caracteristicas fisiologicas que permitem o sucesso evolutivo das cianobactérias no ambiente
aquético. As ficocianinas sdo encontradas exclusivamente em cianobactérias (Bryant, 1982) e
captam energia na faixa do vermelho no espectro de luz visivel. O comprimento de onda da faixa do
vermelho ¢ capaz de penetrar at¢ o fundo da coluna d’agua, ndo se extinguindo em baixas
profundidades (Paerl, 1988) e, dessa forma, as ficocianinas sdo importantes elementos da antena
coletora de luz, que transporta energia da excitacdo luminosa ao centro de reacdo fotossintética
(Glazer, 1989).

A capacidade de fixar nitrogénio atmosférico € outra vantagem competitiva das
cianobactérias em ambientes com fontes limitadas desse elemento. A maioria das espécies fixadoras
de nitrogénio molecular (N;) apresenta células modificadas, chamadas heterocitos, que se diferem
das células vegetativas por apresentarem paredes espessas, onde é criado um ambiente andxico a
fim de permitir o funcionamento das nitrogenases, enzimas responsaveis pela fixacdo biologica do
N, e inativas na presenca de oxigénio (Berman-Frank et al., 2003). Ha registro de ambientes onde a
fixacdo de nitrogénio promovida pelas cianobactérias seja responsavel por mais da metade da
entrada anual deste nutriente no corpo d’agua (McCarthy, 1980).

A capacidade de modificar sua flutuabilidade gracas a presenca de vesiculas de gas
chamadas de aer6topos € mais uma vantagem observada em alguns géneros de cianobactérias
plancténicas. Gragas ao balanco entre a producéo de aerdtopos e o acimulo de carboidratos densos,
produzidos por fotossintese, algumas cianobactérias sdo capazes de migrar verticalmente na coluna
d’agua e, assim, garantir o acesso a nutrientes que costumam se acumular nas camadas mais
profundas e, além disso, proteger-se contra condi¢fes de alta radiacdo na superficie (Walsby et al.,
2006).

FloracBes de cianobactérias geram extensas alteracdes no ecossistema aquatico, desde a
diminuicdo na transparéncia da agua até alteracfes na cadeia trofica. Muitas espécies de
cianobactérias produzem toxinas, chamadas cianotoxinas, capazes de comprometer a saude humana
e dos animais que eventualmente entram em contato com a agua contaminada (Roset et al., 2001).
De acordo com Pearson (1990), as cianotoxinas podem ser divididas em trés grandes categorias: as
hepatotoxinas e neurotoxinas, produzidas por linhagens especificas de cianobactérias, e as
dermatotoxinas, representadas pelos lipopolissacarideos (LPS), que sdo produzidos por todas as
cianobactérias, uma vez que compdem sua membrana celular (Rzymski & Poniedziatek, 2012).

Dado o potencial toxico das cianobactérias e todas as alteracdes no equilibrio ecossistémico que sua
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proliferacdo pode causar, torna-se importante 0 combate a eutrofizacdo como medida de controle
das floragoes.

Estudos de diversidade das comunidades de cianobactérias sdo importantes do ponto de vista
da caracterizacdo do ambiente a fim de alertar potenciais riscos de floracdo ou, quando isso ja € uma
realidade, atentar sobre a gravidade do impacto provocado pela eutrofizacdo e levantar possiveis
medidas de controle. Duas abordagens diferentes, porém complementares, podem ser utilizadas para
acessar a diversidade das comunidades de cianobactérias: uma morfolégica, baseada em
caracteristicas estruturais celulares observadas por microscopia e outra molecular, baseada em
caracteristicas geneticas variaveis para diferentes espécies dentro de um ou varios loci.

A diferenciacdo de espécies com base em critérios morfolégicos é a pratica mais
tradicionalmente utilizada, contudo, n&o necessariamente reflete entidades evolutiva e
ecologicamente coerentes, particularmente quando se trata de microrganismos (Nubel et al., 1999).
A identificacdo com base em técnicas de microscopia 6ptica comum nem sempre € segura, porque
nem todas as caracteristicas taxonémicas sdo distinguiveis no microscopio optico (Willame et al.,
2006). Alem disso, as caracteristicas morfologicas e morfométricas das cianobactérias em geral
refletem as condicdes fisioldgicas de seu crescimento (Anagnostidis & Komarek, 1988), o que pode
trazer davidas quanto & correta identificagdo.

Diante das limitacfes encontradas na caracterizacdo morfoldgica das cianobactérias, torna-se
necessario o emprego de técnicas que complementem essa abordagem para um melhor
entendimento da sua diversidade e do seu papel na manutencdo do ecossistema (Muyzer, 1999).
Considerando a rapida mudanga evolutiva dentro de linhagens de organismos com ciclo de vida
curto, como as cianobactérias, estudos de biologia molecular sdo uma alternativa complementar aos
estudos morfolégicos. O uso de técnicas moleculares no estudo de comunidades de cianobactérias
tem sido bem sucedido e tem se mostrado capaz de superar algumas das limitacGes da abordagem
morfoldgica (Coman et al., 2011).

Para todos os niveis taxondmicos acima de espécie, a analise dos genes de codificacdo da
pequena subunidade do RNA ribossomal (16S rRNA) mostrou bons resultados em estudos de
classificacdo filogenética de cianobactérias (Wilmotte, 1994). Observa-se um grande avanco no
entendimento das relagdes evolutivas entre micro-organismos desde o inicio da utilizacdo do gene
16S rRNA em estudos filogenéticos, cujo pioneiro foi o microbiologista Carl Woese (Woese et al.,
1990). Essa abordagem tornou-se tdo amplamente utilizada que dados da sequéncia do gene 16S
rRNA sdo incluidos como base para a definicdo taxondmica de grupos microbioldgicos nos
volumes mais atuais do Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Boyer et al., 2001). O
estudo do DNA 16S rRNA néo é capaz, entretanto, de resolver plenamente relagdes intraespecificas

ou entre espéecies do mesmo género (Fox, 1992).
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Barry et al. (1991) est&o entre os primeiros a propor a regido intergénica ITS 16S-23S rRNA
como alvo de métodos para identificacdo de eubactérias, argumentando que esse fragmento, estando
sob minima pressao seletiva, varia de maneira mais ampla que sequéncias dentro de genes com
importancia funcionais. Essa regido intergénica separa as sequéncias dos genes das subunidades
16S e 23S do operon do rRNA e € sugerida como apropriada para niveis mais sutis de diferenciacdo
entre espécies (Boyer el al., 2001). Por se tratar de uma regido menos conservada no genoma, e,
assim, mais provavel de estarem localizadas nela alteragdes evolutivas recentes.

A regido ITS 16S-23S rRNA de cianobactérias € variavel tanto em composi¢do quanto no
comprimento dos pares de base, existindo trés configuracdes até entdo registradas: sequéncias ITS
com ambos os genes do tRNA" e tRNA*? com apenas o gene tRNA", ou sequéncias ITS sem a
presenca de regides codificadoras de RNA transportadores (Iteman et al., 2000; Boyer et al., 2001).
Devido a existéncia de maltiplas copias dos genes codificadores do rRNA 16S e 23S no genoma das
cianobactérias (Nichols et al., 1982), uma mesma espécie de cianobactéria pode conter mais de um
tipo de ITS 16S-23S (Lu et al., 1997; Neilan et al., 1997; Iteman et al., 2000). Isto foi observado
principalmente entre as espécies filamentosas heterocitadas (Iteman et al., 2000).

O uso da regido ITS 16S-23S em estudos de filogenia e evolu¢do molecular € uma poderosa
ferramenta, apesar dos possiveis problemas decorridos da existéncia de suas multiplas copias ndo
idénticas no mesmo genoma, como ressaltado por Boyer et al. (2001). Trabalhos recentes sobre
biodiversidade de cianobactérias tém sido publicados utilizando-se a regido ITS 16S-23S, seja para
deteccdo de diferencas entre espécies com melhor precisao (Cai et el., 2010; Wood et al., 2011) seja
em estudos de variacGes intraespecificas (Briand et al., 2009; Bozarth et al., 2010, Melendrez et al.
2011).

Sendo o reservatorio da Pampulha um ambiente altamente impactado, mas de importancia
histdrica e turistica, a caracterizacdo da comunidade de cianobactérias no nivel morfoldgico e
molecular, somado ao estudo das espécies dominantes sdo passos importantes para identificacdo das
potenciais causas do sucesso desses organismos no ambiente e posterior elaboracdo de medidas

intervencionistas de controle ou combate das floracGes.
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ORGANIZAQAO DO TRABALHO

O presente trabalho é composto de dois capitulos, ambos enfocando as cianobactérias do
reservatorio da Pampulha, mas com abordagens, hipoteses, objetivos e metodologia diferentes.

O primeiro capitulo apresenta o estudo da dindmica da comunidade de cianobactérias no
reservatorio da Pampulha no triénio de 2010 a 2012 e levanta a hipotese de que as alteracoes
sazonais na espécie dominante estdo correlacionadas aos efeitos da alternancia entre estacéo seca e
chuvosa.

O segundo capitulo avalia a diversidade genética do fragmento ITS 16S-23S de
Cylindrospermopsis raciborskii (Nostocales, Cyanobacteria) em dois periodos de floracdo desta
espécie no reservatério da Pampulha. Foi testada a hipotese de que existem diferentes variantes
genotipicas de C. raciborskii durante os periodos de floracdo e de que a proporcao desses genotipos

de C. raciborskii muda conforme o periodo estudado.

OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo da diversidade de cianobactérias do
reservatorio da Pampulha no nivel interespecifico, para toda a comunidade, e no nivel
intraespecifico, para uma das espécies formadoras de floracao.

Os objetivos especificos sao:

1- estudar a comunidade de cianobactérias do reservatorio da Pampulha no periodo de
janeiro de 2010 a dezembro de 2012, por meio de técnicas de microscopia (identificacdo e
contagem) e molecular (ARISA);

2- detectar padrdes de sucessdo sazonal das espécies no reservatorio e relacionar essas
tendéncias a caracteristicas fisicas e quimicas da agua que sofreram variacGes dentro do periodo
estudado;

3- comparar os resultados obtidos pelas abordagens molecular e morfoldgica escolhidas para
caracterizacdo da comunidade de cianobactérias;

4- avaliar a variabilidade genética de Cylindrospermopsis raciborskii, em amostras em que
essa espécie apresentou floracdo, por meio de duas técnicas moleculares distintas: a analise de
restricdo do DNA amplificado e o sequenciamento de nova geracao;

5- comparar a diversidade intraespecifica de C. raciborskii nos dois periodos estudados,
caracterizados por uma proporcao distinta da espécie, em relacdo a biomassa fitoplanctonica total;

6- comparar as duas abordagens escolhidas para deteccdo de variagdes intraespecificas.

Os objetivos especificos 1 a 3 sdo contemplados no capitulo 1 enquanto o capitulo 2 engloba

0s objetivos 4 a 6.
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Capitulo 1: A dindmica das cianobactérias no reservatério da Pampulha de 2010 a
2012

1.1 INTRODUCAO

O reservatorio da Pampulha é um pequeno reservatorio urbano raso (2,4 km2, 5 m de
profundidade média e 16 m de profundidade méaxima), que vem sofrendo processo de eutrofizacdo
de suas &guas em decorréncia da descarga continua de esgotos doméstico e industrial, com
consequente aparecimento de floragc6es de cianobactérias ao longo do ano (Lopes, 2013).

O clima da regido € marcado pela alternancia entre uma estacdo chuvosa de temperaturas
mais elevadas entre novembro e margco e uma estacdo seca de temperaturas mais baixas, que
predominam entre maio e julho (Pinto-Coelho, 1998). Conforme dados do INMET (Instituto de
Meteorologia), na regido de Belo Horizonte (MG), nos anos de 2010 a 2012, a temperatura maxima
média na estacdo chuvosa foi de 28 °C e precipitacdo mensal média de 283 mm, ja na estacdo seca a
temperatura minima média foi de 17 °C e precipitacdo mensal média de 45 mm.

Figueredo & Giani (2001), num estudo sobre variagbes sazonais na comunidade
fitoplanctdnica do reservatorio da Pampulha no periodo de fevereiro de 1996 a janeiro de 1997,
registraram floragdes de Microcystis viridis durante a estacdo seca, quando essa cianobactéria
chegou a representar 93% da biomassa fitoplanct6nica total, provocando uma drastica queda na
riqueza de espécies do ambiente. Com o aumento das chuvas (outubro/novembro de 1997), sua
densidade populacional diminuiu e a rigueza aumentou novamente. Até o final da década de 1990,
as floracGes de cianobactérias obedeciam a uma periodicidade e eram registradas, sobretudo, no
periodo da seca, sendo a chuva identificada como um agente de diluicido da comunidade
fitoplanctonica e promotor de maior diversidade (Figueredo & Giani, 2001).

Quase dez anos depois, entre outubro de 2009 e dezembro de 2010, Lopes (2013), estudando
0 mesmo ponto do reservatério da Pampulha, ja observou a dominancia permanente de
cianobactérias ao longo do ano. A espécie M. viridis, observada em 1996-97 por Figueredo & Giani
(2001), foi substituida por outras espécies, também da ordem Chroococcales, durante a floracdo no
periodo da seca: Sphaerocavum brasilense e diferentes espécies de Microcystis. Na estacdo
chuvosa, por sua vez, Cylindrospermopsis raciborskii apresentou os valores mais elevados de
densidade populacionais dentro do fitoplancton.

O género Microcystis inclui espécies, como Microcystis aeruginosa, que estdo dentre as
principais cianobactérias causadoras de floragdes toxicas em ecossistemas eutrofizados ao redor do
mundo (Humbert et al., 2013). O género se insere na ordem Chroococcales, que inclui
cianobactérias de forma cocoide, ndo filamentosas, ndo heterocitadas e, consequentemente, sem a

capacidade de fixar de nitrogénio, unicelulares ou formadoras de col6nias organizadas de forma



23

regular e com carater taxondémico (Komarek & Agnostidis, 1998). O género Sphaerocavum foi
proposto por Azevedo & Sant’Anna (2003) para descrever espécies ndo toxicas de Chroococcales,
bastante semelhantes as Microcystis, encontradas em ambientes eutr6ficos no Brasil e no Uruguai.
S. brasiliense se diferencia das espécies de Microcystis por possuir col6nias ocas devido a divisao
celular em dois planos, enquanto Microcystis apresenta colonias compactas e mais planos de divisdo
celular (Azevedo & Sant’Anna, 2003).

A outra espécie presente em altas densidades no reservatorio da Pampulha, C. raciborskii,
pertencente & ordem Nostocales, ¢ também potencialmente toxica e tem chamado atencdo nas
ultimas décadas por sua capacidade invasora, especialmente em regides temperadas, onde sua
expansdo € associada as mudancas climaticas globais (Sinha et al., 2012). Dentre as caracteristicas
de C. raciborskii que Ihe conferem sucesso competitivo em diferentes tipos de ambientes destacam-
se o controle da flutuabilidade devido a presenca de aerdtopos, tolerdncia ao sombreamento,
elevada afinidade por fésforo e capacidade de estoca-lo, producédo de heterdcito, por meio do qual
fixa nitrogénio, e de acinetos, formas de resisténcia e dispersdo da espécie (Padisak, 1997).

Mudancas sazonais relacionadas a alternancia entre a estacdo seca e chuvosa podem afetar a
composicdo da comunidade de cianobactérias (Gomes et al., 2012) e isso parece acontecer também
no reservatorio da Pampulha (Figueredo & Giani, 2001; Lopes, 2013). Essas alteracbes ambientais
podem gerar mudancas no estado fisiologico das células que se repercutem em modificacdes
fenotipicas, dificultando a identificacdo por microscopia. Dessa forma, é aconselhado que estudos
de diversidade de micro-organismos combinem a abordagem morfoldgica a molecular (Taton et al.,
2003; Taton et al., 2006; Heath et al., 2010).

Estudos sobre diversidade molecular de micro-organismos em geral envolvem a sequéncia
codificadora da subunidade pequena do RNA ribossomal (16S rRNA), uma sequéncia bem
conservada no genoma de cianobactérias que tem se mostrado eficaz em estudos filogenéticos,
sendo dtil a classificacdo taxondmica até o nivel de género (Willame et al., 2006). J& estudos
englobando a sequéncia ITS 16S-23S sdo capazes de identificar diferencas inter e intraespecificas,
uma vez que esse fragmento corresponde a uma regido intergénica ndo conservada, estando por isso
mais sujeito a mudancas e apresentando variacBes tanto quanto a composicdo quanto ao
comprimento (Boyer et al., 2001).

Fisher & Triplett (1999) propuseram um método de analise de diversidade baseado no ITS
16S-23S e sugeriram sua aplicacdo para comunidades bacterianas de ambientes aquéaticos. A
técnica, denominada ARISA (Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis), € uma versédo
automatizada do RISA (Ribosomal Intergenic Spacer Analysis). Os autores defendem o ARISA
como uma técnica menos laboriosa e de melhor resolu¢cdo que o RISA, exigindo menores

quantidades do produto de PCR, menos tempo e cuidados para sua elaboracdo. Ambas as técnicas
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se baseiam na existéncia de diferentes comprimentos do fragmento de ITS em espécies distintas,
mesmo que proximamente relacionadas. Tanto no RISA quanto no ARISA, os produtos da
amplificacdo da regido ITS 16S-23S das espécies integrantes do ambiente sdo separados por
tamanho e, dessa forma, a quantidade de fragmentos de diferentes comprimentos serve como
estimativa de riqueza da comunidade. Porém, enquanto no RISA a separacdo dos fragmentos
amplificados é feita por eletroforese em gel de poliacrilamida posteriormente corado com prata, 0
ARISA utiliza iniciadores marcados com fluorescéncia na reacéo de PCR, e a separacdo é feita por
eletroforese capilar num equipamento de sequenciamento, capaz de detectar a fluorescéncia e 0
tamanho dos fragmentos (Fisher & Triplett, 1999).

Devido a sua praticidade e relativo baixo custo, 0 ARISA tem se tornado uma técnica cada
vez mais difundida, sendo usado ndo s6 em trabalhos com ecossistemas aquaticos, como proposto
por Fisher & Triplett (1999), mas também na caracterizacdo de biofilmes microbianos (Wood et al.,
2011; Al-Najjar et al., 2014), micro-organismos de solos de ambientes extremos (Wood et al., 2008;
Van Dorst et al., 2014) ou mesmo da microbiota associada ao rimen de animais (Jami et al., 2014;
Saro et al., 2014).

Até o presente momento, existe apenas um trabalho sobre a diversidade molecular de
cianobactérias no reservatorio da Pampulha (Lopes, 2013), de duracdo de um ano. A autora baseou-
se em andlises do gene 16S rRNA, que foram incapazes, por exemplo, de distinguir claramente S.
brasiliense das espécies de Microcystis. O presente trabalho prop6e o estudo da comunidade de
cianobactérias no reservatério da Pampulha ao longo de trés anos (2010-2012), utilizando-se da
identificacdo morfoldgica e contagem pela técnica de microscopia e do ARISA como técnica de
biologia molecular para analise do ITS 16S-23S. E levantada a hipotese de que existem variacoes
sazonais na composicdo de espécies de cianobactérias do reservatorio e que estas se encontram
correlacionadas a condi¢cdes ambientais variaveis entre as estacdes seca e chuvosa, baseando-se na
premissa de que a precipitacdo é um fendmeno que afeta sazonalmente a estrutura do ecossistema.
Além disso, hipotetiza-se que o ARISA é um bom método para deteccdo dessas variagdes, uma vez

que é capaz identificar diferencas entre espécies sejam elas distante ou proximamente relacionadas.

1.2 METODOLOGIA

1.2.1 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas mensalmente, num periodo de trés anos (de janeiro de 2010 a
dezembro de 2012), no reservatério da Pampulha, localizado no municipio de Belo Horizonte,
estado de Minas Gerais, Brasil. De janeiro de 2010 a setembro de 2012 as coletas foram feitas no
ponto de coordenadas 19°51°26>° S 43°58°43*> W. A partir de agosto de 2012, por motivos

logisticos, o ponto de coleta foi ligeiramente alterado, para as coordenadas 19°51°09”° S e
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43°58°47> W. Estudos anteriores provaram a equivaléncia da composicdo de espécies
fitoplanctonicas e de fatores abidticos dos dois pontos utilizados no presente trabalho (Giani et al.,
1988; Silva, 2014, comunic. pess.). Ambos 0s pontos representam bem as caracteristicas
limnologicas médias do reservatorio, estando suficientemente afastados das margens, na regido
limnética, com uma profundidade mé&xima de aproximadamente 8 metros (Giani, 1994; Giani et al.,
1988; Pinto-Coelho, 1998; Figueredo & Giani, 2001).

Foram medidos in situ os perfis de temperatura, condutividade, pH e oxigénio dissolvido,
num intervalo de 0,5 em 0,5 m, por intermédio de uma sonda multi-parametros (YSI 556).

Com auxilio de uma garrafa de Van Dorn, foram coletadas amostras de &agua na
profundidade do disco de Secchi, que corresponde a 10% da radiacdo incidente na superficie da
agua.

Uma sub-amostra da agua coletada foi acondicionada em frascos de vidro de 100 mL e
fixada com 1% de lugol para contagem e estimativa do biovolume das espécies que compdem a
comunidade fitoplanctdnica. Outra parte foi filtrada, com auxilio de uma bomba a véacuo, em filtros
de fibra de vidro de poro 0,7 um (GF1, Macherey - Nagel). Os filtros foram armazenados a -20 °C
para posterior extracdo do DNA gendémico. Filtros de fibra de vidro, em duplicata, foram também
preparados para andlise de clorofila-a, sendo mantidos na auséncia de luz a -20°C. O filtrado foi
recolhido para andlise de nutrientes dissolvidos (nitrito, nitrato, aménia e fésforo sollvel reativo) e
outra amostra de agua ndo filtrada foi recolhida para analise de nutrientes totais (nitrogénio e
fésforo totais). As concentracdes de nutrientes dissolvidos e totais foram determinadas utilizando
técnicas colorimétricas padrdo (APHA, 1998). A concentracdo de clorofila-a foi determinada por
medida em espectrofotdmetro apds extracao em etanol 90% quente (Nusch, 1980).

Os dados fisicos, quimicos e bioldgicos (clorofila-a e fitoplancton) foram fornecidos pelo
banco de dados das equipes do Laboratorio de Ficologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) e
do Laboratério de Hidraulica do Departamento de Engenharia Sanitaria e Ambiental (DESA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Os dados meteoroldgicos de precipitacdo e temperatura do ar foram obtidos a partir da
estacdo 83587 do INMET.

1.2.2 Calculo da resisténcia térmica da agua

O célculo da resisténcia térmica da agua, que € uma medida de estratificacdo da coluna
d’agua, foi feito considerando-se 0s valores de temperatura na superficie e no fundo. Estas medidas
foram transformadas em valores de densidade da agua e o calculo da resisténcia térmica foi feito
conforme a seguinte equacéo (Wetzel & Likens, 2000):

Resist. = ((dens2 — dens1) x 10°) / 8
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Onde:
Resist. = resisténcia térmica da &gua em g/cm?3
dens2 = densidade da dgua (g/cm?) o fundo da coluna d’agua

densl = densidade da agua (g/cm?3) na superficie da coluna d’agua

1.2.3 Identificagéo e quantificagdo da comunidade fitoplanctonica

A contagem do fitoplancton foi realizada em um microscépio éptico invertido (Zeiss Axio
Observer D1), segundo o método de Utermohl (Utermdhl, 1958). O biovolume total de cada espécie
foi calculado multiplicando-se o nimero de células contadas pelo volume celular médio de cada

espécie, obtido utilizando-se modelos geométricos (Rott, 1981).

1.2.4 Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido segundo o método descrito em Kurmayer et al. (2003), com
algumas modificacdes. A lise celular foi promovida utilizando-se tampéo TES (sacarose 25% w/v,
Tris-HCI 50 mM, EDTA 100 mM, pH=8,0) e lisozima (50 mg/mL), em conjunto a proteinase K (10
mg/mL) para a degradacdo das proteinas celulares. Fenol:cloroférmio:alcool isoamil (25:24:1v/v) e
cloroférmio:alcool isoamil (24:1 v/v) foram utilizados para precipitar as proteinas e isolar o DNA
junto a fase aquosa sobrenadante. O DNA foi precipitado em etanol 100% e 70% consecutivamente.
Por fim, o DNA foi seco e ressuspendido em TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8,0). A
quantificacdo do DNA gendémico foi feita por espectrofotobmetro de microvolume (Thermo Fisher
Nanodrop 1000) a 260 nm e 280 nm, correspondentes ao comprimento de onda para leitura de DNA
e proteinas, respectivamente, e cuja razao representa uma medida de qualidade do DNA extraido. A
qualidade do DNA gendmico foi também avaliada em gel de agarose 1% (w/v) corado em brometo

de etidio.

1.2.5 Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR)

O conjunto de iniciadores CY-ARISA-F (5’-FAM- GYC AYR CCC GAA GTC RTT AC-
3’; Wood et al., 2008) e 23S30R (5’-CTT CGC TCT GTG TGC CTA GGT-3’; Taton et al., 2003)
foi utilizado para amplificacdo da sequéncia intergénica (ITS) localizada entre as regiGes 16S e 23S
do DNA ribossomal. Cada reacdo de PCR foi preparada para o volume final de 20 pL contendo as
seguintes concentracdes finais de cada reagente: tampdo Standard Taq (New England Biolabs)
(Tris-HCI 10mM, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM), MgCl; (0,750 mM), Albumina de Soro Bovino (4
ug/uL), dNTP (0,25 mM), iniciador forward (150 nM), iniciador reverse (150 nM), Tag DNA
polimerase (New England Biolabs) (0,025 U/uL) e DNA genomico diluido (0,5 ng/uL). As
condicOes de amplificagdo no termociclador foram: desnaturagéo inicial a 94 °C por 2 min e 35
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ciclos de 94°C por 45 s (desnaturagéo), 57 °C por 30 s (anelamento) e 72 °C por 1 min (extens&o),

apos o ultimo ciclo foi programada uma extensdo de 7 min a 72 °C.

1.2.6 Analise Automatizada do Espacador Intergénico Ribossomal (ARISA)

Os produtos de PCR foram diluidos em &agua ultrapura na propor¢do de 1:100 (para
amplicons das culturas de cianobactérias) ou 1:50 (para amplicons de amostras ambientais) e, desta
diluicdo, 1 pL foi usado para cada reacdo de ARISA, juntamente a 8,9 uLL de formamida e 0,1 pL de
L1Z600. As andlises foram feitas no sequenciador 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems) do
Nucleo de Andlise de Genoma e Expressdo Génica (NAGE) do ICB-UFMG.

As 13 amostras ambientais que melhor representaram as mudangas na comunidade de
cianobactérias do reservatdrio ao longo do periodo estudado foram escolhidas para o0 ARISA. Elas
foram nomeadas, nesta ordem, de Pampl até Pampl3: janeiro/2010, mar¢o/2010, junho/2010,
setembro/2010, janeiro/2011, margo/2011, junho/2011, setembro/2011, outubro/2011,
fevereiro/2012, abril/2012, junho/2012, outubro/2012.

Para identificacdo das espécies por meio do perfil de ARISA comparativo, foram
selecionadas cepas das espécies de cianobactérias mais abundantes no reservatorio. As cepas
utilizadas, todas pertencentes ao Banco de Algas e Cianobactérias do Laboratério de Ficologia
(ICB-UFMG), séo listadas na tabela abaixo.

Tabela 1. Cepas selecionadas para auxilio na identificacao de espécies nos perfis de ARISA.

Cepa Espécie Local de isolamento Data de isolamento
37 C. raciborskii Lagoa Santa, MG 2003

181 C. raciborskii Reservatério da Pampulha, MG 19/04/2013

26 M. aeruginosa  Reservatorio de Furnas, MG 15/08/2006

177 S. brasiliense Reservatério da Pampulha, MG 30/01/2012

P1 P. isothrix Reservatorio da Pampulha, MG 12/04/2013

P11 A. platensis Reservatdrio da Pampulha, MG 19/04/2013

O programa GeneMapper (Applied Biosystems) foi utilizado para analise dos perfis de
ARISA, com identificagdo do comprimento em pares de base e intensidade em unidades de

fluorescéncia dos picos representando cada fragmento ITS 16S-23S rRNA.

1.2.7 Analises estatisticas: PCA, NMDS, ANOSIM
A fim de verificar as principais tendéncias entre varidveis ambientais e o fitoplancton ao
longo do periodo estudado, uma Analise dos Componentes Principais (PCA) foi feita a partir das

variaveis abidticas e 0 biovolume das principais espécies presentes no reservatério. A analise de
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PCA foi feita utilizando-se a fungdo prcomp e os gréficos do pacote ggplot2 (Wickham, 2009) no
ambiente estatistico R (R Core Team, 2014).

Os picos obtidos nos perfis de ARISA, que indicam a presenca de comprimentos do
fragmento ITS distintos e, consequentemente, a presenca de diferentes espécies, foram
transformados em dados de presenca e auséncia. Foram considerados residuos da analise 0s picos
com intensidade inferior a 300 unidades de fluorescéncia e picos menores que 250 pb também
foram desconsiderados por serem pequenos demais para representarem fragmentos ITS. Fragmentos
que se diferenciaram por 2 pb de comprimento ou menos foram considerados picos da mesma
espécie. Espécies que apresentam dois ou mais fragmentos ITS com comprimentos diferentes, como
é 0 caso, por exemplo, de C. raciborskii (Iteman et al., 2000; Gugger et al., 2005), foram
contabilizadas na matriz apenas pelo fragmento de menor comprimento (ITS-S). A matriz de
presenca e auséncia dos fragmentos foi entdo utilizada para a analise de Escalonamento
Multidimensional N&o-Métrico (NMDS) e a Andlise de Similaridade (ANOSIM) das amostras. Os
dados de biovolume dos trés anos estudados foram também utilizados, em valores absolutos, para as
mesmas analises. Para tal, foi incluido o biovolume de todas as espécies identificadas por
microscopia Optica no periodo estudado. As espécies Sphaerocavum brasiliense e Microcystis
aeruginosa foram representadas conjuntamente no biovolume, em virtude da dificuldade de
diferencié-las quando presentes em forma de células isoladas ou col6nias jovens. As analises de
NMDS e ANOSIM foram feitas utilizando-se o pacote VEGAN (Oksanen et al., 2013) no ambiente
estatistico R (R Core Team, 2014).

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Variaveis ambientais

Os valores de precipitacdo mensais e de temperatura (fig. 1) apontam para uma clara divisdo
entre duas estacdes ao longo do ano: uma estacdo chuvosa com temperaturas médias mais elevadas,
de outubro a abril, e outra estacdo seca com temperaturas médias mais baixas, de maio a setembro.
No periodo estudado, os meses de outubro/2011 e outubro/2012, que se caracterizam mais
precisamente como um periodo de transicdo entre as duas estacdes, ainda apresentaram fortes
caracteristicas de seca devido a grande estiagem nos meses que lhes precederam e por isso foram
incluidos como estacdo seca, ao contrario de outubro/2010, que j& pode ser incluido como periodo

chuvoso.



700 +

600 -

w
o
o

400 +

300 -

Precipitagdo total (mm)

200 -

100 -

jan-10
fev-10
mar-10
abr-10
mai-10

jun-10
jul-10

ago-10
set-10

out-10

nov-10

dez-10
jan-11
fev-11
mar-11
abr-11
mai-11

jun-11
jul-11

ago-11

set-11
out-11

nov-11
dez-11

jan-12
fev-12
mar-12
ahr-12
mai-12

jun-12
jul-12

ago-12

- 30

= = o) =]
o w o (%))
Temperatura média compensada (°C)

T
(9]

set-12
out-12
nov-12
dez-12 !

29

Figura 1. Precipitacdo total mensal (mm) e temperatura média compensada ao longo dos anos de
2010, 2011 e 2012, no municipio de Belo Horizonte (MG). Dados fornecidos pelo INMET.

A tabela 2 resume os pardmetros fisicos e quimicos dos treze pontos escolhidos para a
analise de ARISA, divididos entre periodo chuvoso (jan/10 e mar/10; jan/11 e mar/11; fev/12 e
abr/12) e seco (jun/10 e set/10; jun/11, set/11 e out/11; jun/12 e out/12). As diferencas significativas

encontradas a partir desses dados para as variaveis que melhor descrevem as duas estacdes

respaldam a escolha adequada dos pontos quanto aos parametros abidticos.

Tabela 2. Estatistica descritiva e teste de Kruskal-Wallis dos principais parametros fisicos e
quimicos medidos nas estacdes chuvosa e seca para amostras dentro do periodo de 2010 a 2012 no
reservatorio da Pampulha.

Estacdo chuvosa Estacdo seca Estatistica
Média Erro padréo Média Erropadrdo  Kruskal-Wallis 2 P-valor
Precipitagdo mensal (mm) 222,90 49,94 19,76 9,57 8,1858 0,004*
Temperatura do ar (°C) 23,62 0,26 20,92 0,67 5,8980 0,015*
Secchi (cm) 30 3,33 28,75 3,13 0,0224 0,88
pH 8,43 0,36 8,82 0,38 0,0333 0,85
Temperatura da agua (°C) 26,63 0,35 21,79 0,40 8,3077 0,003*
Condutividade (uS/cm) 222,33 13,65 339,40 11,05 7,5000 0,006*
OD (mg/L) 6,85 1,23 6,19 0,92 1,2000 0,27
Resisténcia (g/cm?d) 90,04 13,38 35,65 11,40 5,7692 0,01*
Fosforo soluvel (pg/L) 17,25 5,03 68,64 47,96 0,1654 0,68
Fosforo total (ug/L) 184,70 22,58 307,24 37,53 4,8235 0,028*
Amonia (ug/L) 1304,68 180,93 5463,58 927,52 8,1053 0,004*
Nitrito (ug/L) 26,36 7,24 5,96 1,15 5,6591 0,017*
Nitrato (ug/L) 162,17 39,28 188,45 163,02 2,9179 0,09
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A figura 2 mostra o resultado da PCA para os parametros estudados, tendo o primeiro eixo a
explicacdo de 57,57% da variagéo total e o segundo eixo 15,83%. E possivel notar a clara separa¢io
entre 0s pontos das amostras de chuva e de seca, sendo o periodo de chuva correspondente aos
valores de maior temperatura, maior resisténcia da 4gua, concentracdo de nitrito e dominéncia de C.
raciborskii. O periodo de seca corresponde a estacdo em que houve maiores concentragcdes de
fosforo total e amdnia, maior abundancia de P. isothrix e A. platensis (Oscillatoriales) ou de M.

aeruginosa e S. brasiliense (Chroococcales) (fig. 2).

Resist

.
Temp __Nitrito

Cyl © Estagdo

=}

chuva

.seca

PrecipTotal

PC2 (15,83%)

PC1 (57,57%)

Figura 2. Disposi¢do das variaveis e das amostras, divididas entre estacdo seca e chuvosa, nos dois
principais eixos de variacdo do conjunto de dados estudado. O comprimento de cada reta é
proporcional a contribuicdo da variavel para a variacdo observada no eixo. Chroo = soma do
biovolume de M. aeruginosa e S. brasiliense; Condut = condutividade; Cyl = biovolume de C.
raciborskii; Oscil = soma dos biovolumes de P. isothrix e A. platensis, PT= Fosforo Total,
PrecipTotal = precipitacdo total mensal, Temp = temperatura da agua, Resist = resisténcia da agua.

1.3.2 Caracterizacdo morfolégica e molecular e a dindmica de sucessdo das
cianobactérias

Os gréficos 3A, 3B e 3C mostram a contribuicdo das principais espécies de cianobactérias
ao biovolume total deste filo ao longo dos anos de 2010, 2011 e 2012, respectivamente. O resultado
para presenca destas especies detectadas pelo ARISA nas treze amostras selecionadas (Pampl-
Pamp13) também pode ser observado no eixo secundario dos graficos da figura 3. Para facilitar a

comparacdo, os trés graficos encontram-se na mesma escala, sendo que no eixo secundario os
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principais valores s&o 0 e 1, indicando respectivamente a auséncia ou presenca do pico
correspondente a espécie em questdo. A tabela abaixo revela o comprimento do fragmento ITS

utilizado para deteccdo de cada espécie na amostra ambiental por meio do ARISA.

Tabela 3. Espécies detectadas pelo ARISA e respectivos comprimentos dos picos utilizados para
sua identificagéo.

Espécie identificada pelo ARISA Comprimento ITS 16S-23S
Cylindrospermopsis raciborskii 376 pb + 2
Arthrospira platensis 491 pb 2
Planktothrix isothrix 502 pb + 2
ARISA-pico-N-idl 513pbt2
Microcystis aeruginosa 524 pb + 2
Sphaerocavum brasiliense 527 pb + 2
ARISA-pico-N-id2 591pbt2

E possivel observar uma alternancia das cianobactérias dominantes ao longo de cada ano,
conforme as estagdes seca e chuvosa se alternam. Em 2010, houve floragdo de C. raciborskii no
periodo chuvoso e de Chroococcales no final periodo seco, inicio das chuvas. Em 2011, a floracao
de C. raciborskii se repetiu no periodo chuvoso, havendo um aparecimento repentino das
Chroococcales no més de marco e a volta da dominancia completa por C. raciborskii em abril. Em
2011, as Chroococcales foram dominantes por um periodo mais longo durante a estacdo seca até o
inicio das chuvas (junho a setembro), porém, o aparecimento de P. isothrix provocou alteracdes nos
altimos meses do ano na tendéncia observada anteriormente. Houve um pico de P. isothrix no més
de outubro/2011, considerado como periodo de transicdo da estacdo seca para a chuvosa e, apos
esse evento, a floragdo de Chroococcales retornou em novembro, més em que C. raciborskii ja
voltava a provocar floragdes em 2010. O ano de 2012 ja ndo seguiu 0 mesmo padrdo que 0S
anteriores, revelando uma codominéncia entre C. raciborskii e Chroococcales, ambas com elevada
biomassa principalmente no final do periodo chuvoso, e o reaparecimento de P. isothrix a partir de
maio, no inicio da estacdo seca. De maio a julho de 2012 P. isothrix e C. raciborskii exibem
codominéncia em setembro/2012, final da estacéo seca, as Chroococcales reaparecem, mas a partir
de outubro P. isothrix torna-se expressivamente a espécie dominante no ambiente até o més de

dezembro/2012, ja no periodo chuvoso.
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Figura 3. Eixo principal: biovolume (um3/mL) das principais cianobactérias no reservatorio da
Pampulha ao longo dos anos de 2010 (A), 2011 (B) e 2012 (C). No eixo secundario, o valor 1
representa a presenca de picos das espécies detectadas por ARISA nas amostras Pampl-Pampl3. N-
id1l e N-id2 representam picos de espécies ndo identificadas. Os graficos foram construidos sem
sobreposicao e na mesma escala para melhor visualizagéo.

O resultado da NMDS para os dados de contagem do fitoplancton (fig. 4A) reforca a
evidéncia de que as tendéncias observadas nos anos de 2010 e 2011 n&o se repetiram em 2012, uma
vez que pode ser vista uma clara sobreposicdo dos pontos que representam os dois primeiros anos
enquanto o ano de 2012 se destaca dos demais. Essa diferenca na distribuicdo das espécies entre 0s
trés anos, contudo, ndo chegou a ser significativa conforme a analise de ANOSIM (R = 0,076; P =
0,055).

Quando se consideram as estacdes seca e chuvosa, a separacao entre os dados de contagem
(fig. 4B) é significativa segundo a ANOSIM (R = 0,122; P = 0,016). Essa separacdo reforca os
resultados ja observados para as varidveis ambientais, que também confirmaram a existéncia de
diferencas significativas entre as estagdes. O fitoplancton mostra-se, dessa forma, sensivel as

variagOes abioticas ocorridas durante a alternancia de estagdes.

05
1
0.5
1

NMDS2
0.0
NMDS2
0.0
1

0.5
1
05

stress = 0,18

0.5
1
05
|

NMDS2
0.0
1
NMDS2
00

05

-1.0

- stress =0,07 - stress=0,07
T T T T T T
2 1 0 1 2 2 S| 0 1 2

1.0

NMDS1 NMDS1

Figura 4. Distribuicdo em NMDS dos dados de contagem fitoplanctonica de todos os meses de
2010 a 2012 (graficos A e B) e dos pontos analisados por ARISA (Pampl-Pampl3) (graficos C e
D). As elipses circulam os dados considerando um intervalo de 95% de confianga dos grupos de
amostras separados por ano (graficos A e C) ou por estacdo (graficos B e D).

As analises de ARISA confirmaram, nas 13 amostras selecionadas (Pampl-Pampl3), o

mesmo padrdo de espécies dominantes observado na contagem por microscopia optica (fig. 3),
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mostrando-se uma técnica adequada ao estudo de comunidades de cianobactérias em ambientes
eutroficos.

Quando separada por ano, a distribuicdo dos pontos na NMDS feita a partir da analise do
ARISA (fig. 4C) exibe alguma similaridade com o observado nas contagens, porém, devido ao
menor nimero de amostras e consequentemente um desvio padrdo mais alto, a sobreposicéo entre
0s anos de 2010 e 2011 é menos evidente, bem como a separa¢do do ano de 2012 com rela¢do aos
dois anteriores. A ANOSIM ndo gerou resultados significativos para separacéo entres esses anos (R
= 0,092; P = 0,174), indicando que ha mais variacdo dentro de cada ano do que entre eles.
Possivelmente este resultado é reflexo da escolha proposital das amostras mais representativas de
cada periodo de mudanca da estagdo do ano. Por motivos logisticos, poucas amostras foram
escolhidas e sendo elas bastantes distintas entre si mesmo dentro do mesmo ano, o resultado da
andlise estatistica &€ menos robusto.

A separacdo entre as estacdes seca e chuvosa, apesar do baixo nimero de amostras, foi
evidente para as amostras analisadas pelo ARISA tanto na distribuicdo dos pontos gerada pelo
NMDS (fig. 4D) quanto pelo teste de ANOSIM (R = 0,192; P = 0,046). Este resultado comprova
novamente a existéncia de uma resposta da comunidade de cianobactérias as alteracdes abioticas
ocorridas durante a alternéncia de estacGes seca e chuvosa, no periodo de 2010 a 2012, no
reservatorio da Pampulha.

1.4 DISCUSSAO

AlteracGes sazonais nos fatores abidticos que acompanham a mudanca das estacGes, ainda
que menos definidas em regibes tropicais, tém efeitos significativos sobre a comunidade biotica
(Figueredo & Giani, 2001; Gomes et al., 2011; Lopes, 2013). Mesmo a temperatura, condi¢do que
ndo sofre muita oscilacdo nos ecossistemas tropicais quando comparada as regifes temperadas,
sofreu variacgdo significativa entre a estacdo chuvosa e seca no periodo estudado no reservatério da
Pampulha (tabela 2). Ela foi um dos pardmetros que, conforme a PCA (fig. 2), apresentou
correlacdo positiva com a dominancia de C. raciborskii no reservatorio durante a estacdo chuvosa
dos anos de 2010 a 2012.

Além da temperatura e precipitacdo total, a resisténcia da agua exibiu correlacdo positiva
com a dominancia de C. raciborskii. No periodo chuvoso, a turbuléncia provocada pelas
precipitacdes constantes nao foi suficiente para desestabilizar a coluna d’agua, que permaneceu
estratificada (tabela 2). A maior resisténcia da coluna d’agua esta associada as temperaturas mais
elevadas observadas nessa época do ano e a maior estabilidade térmica (O’Reilly et al., 2003). Ja no
periodo seco, quando as temperaturas sdo mais baixas, a estabilidade é alterada e ocorre a mistura

das aguas do epilimnio e hipolimnio, que sdo, respectivamente, a camada mais superficial, de maior
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temperatura, e a camada mais inferior, de temperatura mais baixa, em um corpo d’adgua quando
estratificado.

Espécies capazes de controlar sua flutuabilidade sdo positivamente selecionadas durante o
periodo de estratificacdo térmica, uma vez que sao capazes de acessar o hipolimnio, regido onde se
concentra a maior quantidade de nutrientes em funcdo da maior densidade da agua (Wagner &
Adrian, 2009). Todas as principais espécies que compdem a comunidade de cianobactérias do
reservatorio da Pampulha (fig. 3) sdo produtoras de aerdtopos e, consequentemente, capazes de
migrar na coluna d’agua ao fazer um balango entre a quantidade de aerotopos e carboidratos densos
acumulados durante o dia por meio da fotossintese (Walsby et al., 2006). Assim, teoricamente, tanto
C. raciborskii, P. isothrix ou M. aeruginosa e S. brasiliense poderiam provocar floragdes no
periodo de estratificacdo térmica. Contudo, as chuvas também provocaram a diluicdo dos nutrientes
dissolvidos na &gua e C. raciborskii demonstrou-se a espécie que melhor se adaptou a essas
condicdes.

O fosforo total e aménia foram nutrientes que demonstraram queda significativa durante
periodo chuvoso (tabela 2) e estudos anteriores provaram que C. raciborskii € capaz contornar esses
efeitos ao estocar fosforo e utilizar amdnia como forma de absorcdo de nitrogénio (Padisak, 1997).
No periodo estudado, entretanto, o nitrito apresentou maiores concentracdes durante a floracdo de
C. raciborskii, correlacionando-se positivamente com o biovolume da espécie, e a concentracdo de
nitrato, apesar de nao ter sofrido variacdo entre as estacGes, esteve sempre alta (tabela 2). Dessa
forma, havia nitrogénio inorganico dissolvido em suas trés formas (amdnia, nitrito e nitrato), sendo
o fésforo o nutriente limitante cuja diluicdo possivelmente favoreceu a floragdo de C. raciborskii no
periodo chuvoso.

Bonilla et al. (2012), realizaram um amplo estudo comparativo da distribuicdo de
Planktothrix agardhii e C. raciborskii em 940 amostras provindas de 28 lagos mesotroficos ou
eutréficos, em diferentes regides climaticas dos hemisférios norte e sul terrestres. Realizaram,
ainda, experimentos laboratoriais avaliando as respostas fisiologicas e morfoldgicas de isolados das
duas espécies a diferentes condicdes de temperatura e disponibilidade de luz. Os autores concluiram
que P. agardhii destaca-se como melhor competidor em ambientes com maiores concentracfes de
fésforo total, 0 mesmo observado no presente trabalho para a espécie do mesmo género, P. isothrix
(fig. 2). Ainda segundo Bonilla et al. (2012), P. agardhii sofre alteragdes abruptas de dominante (>
50% do biovolume total) para um componente raro no fitoplancton (< 10% do biovolume total) e
seu biovolume méximo supera 0 maximo observado nas floragdes de C. raciborskii, como foi
percebido no presente trabalho para P. isothrix. No reservatério da Pampulha, antes do
aparecimento da floracdo de P. isothrix, as espécies M. aeruginosa e S. brasiliense eram as

dominantes no periodo da seca e inicio das chuvas, sendo favorecidas pela mistura da coluna d’agua
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e alta disponibilidade de nutrientes e, no periodo chuvoso, C. raciborskii era favorecida pelas altas
temperaturas e maior competitividade diante da diluicdo na concentragdo de fosforo total.

Apesar da forte correlacdo entre o biovolume de P. isothrix e as condi¢des da estacdo seca
detectada na PCA, apenas nos ultimos meses do estudo, a partir de outubro/2012, essa espécie
apresentou floragdo aparentemente estavel. Antes disso, em outubro/2011, P. isothrix teve uma
floragdo incipiente, que logo foi substituida pelas ja dominantes Chroococcales, representadas
principalmente por M. aeruginosa e S. brasiliense.

Reynolds et al. (2002), em uma ampla revisdo da literatura, procurou classificar diferentes
espécies fitoplanctonicas conforme sua preferéncia de habitat, toleréncia e sensibilidade e incluiu no
grupo denominado “M” os géneros Microcystis e Sphaerocavum, considerados pelos autores como
diferentes ecotipos do mesmo conjunto de espécies. O grupo M € formado por espécies coloniais
tolerantes a alta radiacéo solar, tipicas de pequenos lagos de baixa latitude, ndo estratificados e com
elevada disponibilidade de fésforo e nitrogénio. As floragdes de M. aeruginosa e S. brasiliense
observadas no reservatorio da Pampulha coincidem com o periodo de menor estratificacdo e maior
disponibilidade de nutrientes, assim como previsto por Reynolds et al. (2002).

Os trés principais géneros encontrados no reservatorio da Pampulha, correspondentes as
cianobactérias filamentosas Cylindrospermopsis e Planktothrix, além das coloniais Microcystis e
Sphaerocavum, estdo entre os organismos formadores de floracdo mais bem sucedidos em
ecossistemas rasos ao redor do mundo (Reynolds et al., 2002; Paerl et al., 2011; Tomioka et al.,
2011; Bonilla et al., 2012).

Cylindrospermopsis (Nostocales), em especial C. raciborskii, vém se tornando cada vez
mais comum em floracGes de ambientes tropicais e também em lagos subtropicais e temperados
(Briand et al., 2004; Bonilla et al., 2012). S&o produtoras de dois tipos importantes de toxinas, as
cilindrospermopsinas e as saxitonas (Chorus & Bartram, 1999), e, por isso, sua expansdo é motivo
de alerta. Sdo tolerantes ao sombreamento, capazes de sobreviver em baixas concentracdes de
nutrientes (Padisak, 1997; Reynolds et al., 2002) e favorecidas por condi¢des de temperaturas
elevadas (Mehnert et al., 2010).

Planktothrix (Oscillatoriales) inclui espécies resilientes, tolerantes ao sombreamento,
produtoras de microcistina e saxitoxina, incapazes de fixar nitrogénio e estdo entre as maiores
formadoras de floragfes em lagos temperados, capazes de tolerar baixas temperaturas (abaixo de 15
°C) e baixas condigdes de luminosidade (Scheffer et al., 1997; Reynolds et al., 2002; Bonilla et al.,
2012).

Microcystis (Chroococcales) € um dos principais géneros causadores de floragGes toxicas no
mundo (Humbert et al.,, 2013). Inclui espécies ndo fixadoras de nitrogénio, produtoras de

microcistina e formadoras de coldnias que Ihes conferem tolerancia ao excesso de radiacdo solar
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(Reynolds et al., 2002). Além do género Microcystis, no Brasil sdo registradas floracBes de
Sphaerocavum, género aparentemente ndo toxico ou pouco tdxico de Chroococcales, beneficiado
das mesmas condicdes que Microcystis, sendo também formador de colbnia e tolerante a alta
insolacdo (Sant’ Anna et al., 2004; Reynolds et al. 2002).

Todas as principais espécies formadoras de floracdo no reservatorio da Pampulha puderam
ser detectadas tanto pelo método de identificacdo microscopica quanto por meio do ARISA, que se
utiliza da variacdo no comprimento do fragmento ITS 16S-23S rRNA para diferenciar espécies.
Lopes (2013) néo foi capaz de distinguir S. brasiliense de M. aeruginosa utilizando sequéncias do
gene 16S rRNA, uma vez que as espécies sao proximamente relacionadas e, até 0 momento, nédo
existem depdsitos no GenBank do NCBI de sequéncias 16S rRNA referentes a S. brasiliense. A
separacao dessas espécies pelo comprimento do fragmento ITS 16S-23S rRNA evidencia a eficacia
do ARISA, método independente do sequenciamento e da posterior conferéncia da sequéncia por
alinhamento num banco de dados que pode estar ainda incompleto para algumas espécies. Desde
que existam cepas devidamente identificadas, pode-se utilizar seu DNA amplificado da regido ITS
16S-23S rRNA para calibracdo do método e posterior identificacdo das espécies através da
comparacdo do comprimento da sequéncia, uma vez que organismos da mesma espécie possuem
fragmentos ITS de comprimentos idénticos (Jensen et al., 1993).

O ARISA, em determinadas amostras, foi mais eficaz que o método de microscopia para
distinguir S. brasiliense de M. aeruginosa, uma vez que a diferenciacdo morfoldgica entre ambas
nem sempre € facil e requer que as coldnias estejam intactas e preferencialmente em estégios tardios
do desenvolvimento (Sant’Anna et al., 2004). Dessa forma, o ARISA ¢ uma ferramenta potencial
para deteccdo da gravidade de uma floragcdo provocada por Chroococcales: se apenas S. brasiliense
esta presente, ndo ha riscos de floragdo toxica (Azevedo & Sant’Anna, 2003); ao contrario, diante
da presenca de espécies de Microcystis, maiores cuidados devem ser tomados e analises de deteccao
de toxinas sdo recomendadas, uma vez que a producdo da microcistina pode apresentar variacoes
mesmo dentro da mesma espécie ou cepa (Pimentel & Giani, 2014).

O ARISA também se demonstrou um método mais sensivel para deteccdo de Arthrospira
platensis, uma espécie morfologicamente semelhante a P. isothrix, mas que se diferencia por
apresentar tricomas curvos, enquanto esta possui filamentos retos. Reynolds et al. (2002)
classificaram os géneros Arthrospira e Planktothrix em grupos proximos pela preferéncia de habitat
e tolerancia, ambos identificados como géneros de ambientes néo estratificados e capazes de tolerar
condicOes de deficiéncia luminosa. De fato, A. platensis foi detectada pelo ARISA na maioria das
amostras de 2010 e 2011 em que P. isothrix foi também identificada e em periodos de auséncia de
estratificacdo térmica. Em 2012, P. isothrix ja aparece com maior biomassa, sem a presenca

concomitante de A. platensis, possivelmente por té-la superado competitivamente.
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A capacidade do ARISA de detectar com precisdo organismos em menor proporgao no
biovolume na comunidade total reflete a elevada sensibilidade da PCR de identificar o DNA dessas
espécies conjuntamente ao DNA daquelas mais abundantes. A analise, nesse caso, foi capaz de
superar uma das “armadilhas” da reacdo da polimerase em cadeia, que ¢ a amplificacao diferencial
do DNA (Wintzingerode et al., 1997). Ao mesmo tempo, 0 ARISA demonstra sua precisdo ao ser
capaz de discernir espécies proximamente relacionadas e com DNA em diferentes quantidades no
produto de PCR, mesmo utilizando-se um volume muito pequeno desse produto. Essa caracteristica
do ARISA destaca-o como potencial método preventivo na deteccdo de futuras floragcdes. A
identificacdo de M. aeruginosa e S. brasiliense em junho/2010, de C. raciborskii em setembro/2010
e de P. isothrix em abril/2011 s&o exemplos de momentos em que as espécies estavam ainda em
baixa densidade populacional até que, dentro de trés, dois e seis meses, respectivamente, floracdes
foram observadas. Num ambiente continuamente acompanhado em que é possivel também detectar
e conter as causas das floragdes, o ARISA funcionaria como um bom método de monitoramento,
sendo mais répido e sensivel que a analise de microscopia, além de permitir a andlise de varias
amostras ao mesmo tempo e ter elevada reprodutibilidade (Fisher & Triplett, 1999).

Comparando-se com 0 observado na contagem, o ARISA apresentou pequenas falhas na
deteccdo de espécies em trés amostras: marco/2010, em que o pico de C. raciborskii apresentou
intensidade de apenas 219 unidades de fluorescéncia (uf), estando, assim, abaixo do limiar
considerado para andlise (300 uf); junho/2011, quando o pico de P. isothrix apresentou intensidade
de 259 uf; outubro/2012, quando o pico de C. raciborskii teve intensidade abaixo de 150 uf. Nas
primeiras amostras (mar¢o/2010 e junho/2011), o problema pode estar associado a excesso de
ruidos durante a corrida da amostra, que podem ter atrapalhado a leitura correta da intensidade do
pico, levando a uma subestimativa (Fisher & Triplett, 1999). Na amostra de outubro/2012, o erro
pode ter ocorrido durante a PCR, ja que a proporcdo de P. isothrix era muito maior que a de C.
raciborskii e falhas de amplificacdo preferencial podem ocorrer nesse caso (Wintzingerode et al.,
1997). Apesar disso, 0 ARISA ainda pode ser considerado um bom método para monitoramento de
comunidades de cianobactérias, pois, mesmo havendo falhas, elas ndo se repetiram nas amostras
subsequentes, podendo ser um problema mais associado a qualidade e estado de conservacdo da
amostra do que ao método em si (Wintzingerode et al., 1997).

O ARISA permitiu a deteccdo de tendéncias sazonais pela analise de NMDS (fig. 4D, R =
0,192; P = 0,046 ANOSIM), ainda que menos evidentes do que a NMDS a partir das contagens por
microscopia (fig. 4B, R = 0,122; P = 0,016 ANOSIM), que dispds de um numero maior de
amostras. As diferencas abidticas entre periodo chuvoso e seco refletiram-se em diferencas na
comunidade de cianobactérias, as quais, apesar de provocarem floracbes permanentes no

reservatorio da Pampulha, alternam-se em termos de composicao e abundancia relativa conforme as
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diferentes capacidades adaptativas das espécies discutidas anteriormente e revisadas por Reynolds
et al. (2002).

As tendéncias encontradas na alteracdo da comunidade fitoplancténica confirmam estudos
anteriores feitos no reservatorio da Pampulha. Figueredo & Giani (2001) observaram maior
concentracdo de fosforo soltvel ao final da estacdo seca, periodo que coincidiu com a dominancia
de Chroococcales, que provocou a unica floracédo observada ao longo do ano de 1996. Lopes (2013)
ja registrou dominancia de C. raciborskii na estacdo chuvosa do final do ano de 2009 e inicio de
2010, quando as maiores temperaturas foram observadas, havendo estratificacao da coluna d’agua.
No final do periodo seco, em setembro e outubro de 2010, as Chroococcales foram mais abundantes
e provocaram florages que se correlacionaram fortemente com a concentracéo total de fésforo. O
que este estudo traz de novo, além da deteccdo de S. brasiliense pelo método de biologia molecular,
é 0 registro do aparecimento de P. isothrix e das suas floracbes em 2011 e no ano seguinte. Em
junho/2010, assim como registrado por Lopes (2013), houve apenas um aparecimento isolado da
espécie, detectado tanto por microscopia quanto pelo ARISA no presente trabalho. Em 2011, a
espécie reapareceu N0 mMesmo MEs e permaneceu com baixa abundéncia relativa até outubro,
quando representava mais de 50% do biovolume total de cianobactérias, mas voltando a baixos
valores relativos nos proximos meses. Ja em 2012, P. isothrix foi registrada em todos os meses,
especialmente de outubro a dezembro, quando provocou uma floragdo mais intensa que a de C.
raciborskii no mesmo periodo (novembro e dezembro) em 2010 ou que a floracdo atipica de
Chroococcales em novembro/2011.

A dominancia de P. isothrix parece causar, a partir do final de 2012, uma mudanca no
padrdo de alternancia na composi¢do da comunidade de cianobactérias ja evidenciado por Lopes
(2013), de C. raciborskii no periodo chuvoso e Chroococcales no final da seca. Contudo, uma vez
que apenas ao final do periodo estudado a espécie comecgou a formar floragbes permanentes, ndo se
pode afirmar que a composicao de espécies do ano de 2012 se distingue estatisticamente daquela
observada nos anos anteriores nem considerando os dados de contagem (fig. 4A; R = 0,076; P =
0,055 ANOSIM), tampouco os perfis de ARISA (fig. 4C; R = 0,092; P = 0,174 ANOSIM).

Este trabalho permite concluir que, apesar de serem observadas floragdes de cianobactérias
na lagoa da Pampulha ao longo de todo o ano, a composicao da comunidade varia, sendo afetada
pelas alteracdes sofridas pelos parametros abioticos, devido a mudanca entre estacéo seca e chuvosa
na regido. Além disso, 0 ARISA se mostrou uma técnica sensivel e eficaz para detecgdo dessas
alteracOes sazonais na comunidade de cianobactérias, sendo sugerido como um potencial método de

monitoramento das cianobactérias em ambientes aquaticos.
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Capitulo 2: Diversidade genética de Cylindrospermopsis raciborskii (Nostocales,

Cyanobacteria) em dois periodos de floragédo no reservatorio da Pampulha

2.1 INTRODUCAO

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya e Subba Raju é uma cianobactéria
potencialmente tdxica que tem chamado atencdo nas Ultimas décadas por sua capacidade como
espécie invasora, especialmente em regides temperadas, onde sua expansao vem sendo associada as
mudancas climaticas globais, embora muitas incertezas ainda existam sobre o assunto (Sinha et al.,
2012). Padisak (1997) realizou uma ampla revisdo acerca da distribuicdo mundial de C. raciborskii
e das caracteristicas que Ihe permitem o sucesso competitivo em diferentes tipos de ambientes.
Dentre elas s&o citados o controle da flutuabilidade; a tolerdncia ao sombreamento; elevada
afinidade pelo fésforo e capacidade de estocar este nutriente; afinidade ao aménio, utilizado como
fonte de nitrogénio; capacidade de fixar Ny; resisténcia a predacao pelo zooplancton devido a sua
impalatabilidade e toxicidade; e capacidade de producdo de acinetos, formas de resisténcia e
dispersdo da espécie. Todas essas caracteristicas sdo fatores que contribuem para a flexibilidade
fisiolégica de C. raciborskii, conferindo-lhe resisténcia a mudancas ambientais e permitindo que a
espécie se destaque diante de competidores.

Bouvy et al. (2000), num estudo englobando 39 reservatérios no semi-arido da regido
nordeste do Brasil, registraram elevada biomassa de Cylindrospermopsis em 70% das amostras,
representadas pelos reservatorios com as mais elevadas temperaturas e pH, além das menores
concentragdes de amonia. A raridade de outros grupos fitoplanctonicos diante da dominancia de
Cylindrospermopsis é levantada pelos autores como a caracteristica biolégica mais significativa
desses reservatorios.

Bittencourt-Oliveira et al. (2012), ao estudar a dinAmica sazonal das cianobactérias num
reservatorio eutrofico do semi-arido brasileiro, registrou dominancia de C. raciborskii
especialmente na estacdo seca, quando eram observadas temperaturas mais elevadas e maior
estabilidade da coluna d’4agua. Os autores defendem que o sucesso ecologico da espécie esteja
relacionado, dentre outros fatores, a sua capacidade de migra¢ao na coluna d’agua, uma vez que a
observaram tanto na superficie quanto em maiores profundidades ao longo do dia, especialmente
durante o periodo de estratificagdo. ApoOs a seca, a reducdo na biomassa de C. raciborskii tornou
possivel o aparecimento de outras espécies nesse reservatorio, aumentando assim a riqueza do
ambiente. Essa evidéncia indica o seu forte potencial competitivo e aponta para possiveis efeitos
negativos da sua presenca ao desenvolvimento de outras espécies.

Figueredo et al. (2007), num estudo experimental utilizando espécimes isolados da Lagoa
Santa (Lagoa Santa, MG), uma lagoa natural, rasa e mesotrofica, defendem a hipdtese de que a
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dominancia de C. raciborskii pode ser mais facilmente explicada pela existéncia de relacOes
antagonistas diretas com os demais componentes do fitoplancton. Efeitos inibitorios na atividade
fotossintética de outras espécies foram observados quando cultivadas no exsudato de C. raciborskii,
evidenciando seu potencial alelopatico, possivel mecanismo responsavel pela manutencéo das suas
floragBes estaveis e permanentes na Lagoa Santa. Figueredo & Giani (2009) observaram que a
dominancia persistente de C. raciborskii na Lagoa Santa, ja relatada por pelo menos quatro anos,
ndo apresentou qualquer forte correlacdo com as variaveis fisicas e quimicas da agua, medidas
mensalmente durante um periodo de estudo de um ano.

Além do potencial invasor e da forte competitividade de C. raciborskii no ambiente, que
conjuntamente aumentam a probabilidade de que floragBes da espécie sejam cada vez mais comuns,
existe o risco de que floragdes toxicas acontecam. Dentre as toxinas produzidas por C. raciborskii
destacam-se a cilindrospermopsina, ainda ndo encontrada nas Américas ou Africa (Saker et al.,
2003), com linhagens produtoras isoladas na Australia e Asia (Saker et al., 1999), e a saxitoxina,
sobre a qual existem menos registros, sendo o Brasil o Gnico local onde se encontraram linhagens
produtoras até o momento (Lagos et al., 1999; Bouvy et al., 2003; Costa et al., 2006).

Apesar da auséncia de registros da producdo de cilindrospermopsina em linhagens de C.
raciborskii isoladas de ambientes no Brasil, Hoff-Risseti et al. (2013) evidenciaram, em cepas
provindas de reservatérios brasileiros, ndo s6é a presenca de genes envolvidos na sintese de
saxitoxina, mas também parte do cluster responsavel pela sintese de cilindrospermopsina. Segundo
Hoff-Risseti et al. (2013), esses fragmentos de genes essenciais a producdo de cilindrospermopsina
podem ser remanescentes ou um ancestral intermediario de genes funcionais.

Mesmo existindo linhagens potencialmente tdxicas, nem sempre elas estdo expressando 0s
genes responsaveis pela sintese de toxinas no ambiente. A diferenca no grau de expressdo desses
genes se da no nivel de cada cepa individual, ndo tendo sido detectada, até o momento, qualquer
relacdo entre a sintese de toxinas e variagdes morfoldgicas ou filogenéticas (Chonudomkul et al.,
2004; Stucken et al., 2008).

Sinha et al. (2014) realizaram um estudo comparativo do genoma de duas cepas australianas
de C. raciborskii, sendo uma produtora de cilindrospermopsina e outra ndo. Uma vez que nenhum
gene ou cluster génico codificado em alguma regido distal do genoma apresentou-se positivamente
correlacionado a expressao da toxicidade, concluiu-se que o principal fator para essa caracteristica é
simplesmente a presenca do cluster génico da cilindrospermopsina. O fato de ndo haver mais
diferencas genéticas significativas entre a cepa tdxica e a ndo toxica descarta a hipdtese de que elas
tenham passado por processos evolutivos distintos. No entanto, diferencas adicionais entre as cepas
foram encontradas e demonstraram estar associadas a genes de adaptacéo e resposta ao estresse,

levando os autores a sugerir que a producdo de cilindrospermopsina possa ter alguma relagdo com
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esses processos fisioldgicos. Os genomas estudados foram considerados diferentes ecotipos de C.
raciborskii, isto é, organismos que apesar de provirem de ambientes geograficamente similares
apresentam sutis diferencas, resultantes de pressdes adaptativas distintas.

Estudos recentes tém observado a existéncia de populacdes de C. raciborskii em ambientes
naturais compostas por diferentes variantes, cuja distin¢do pode ser detectada no nivel genético (Wu
et al., 2010). Piccini et al. (2011) propuseram que a variabilidade fenotipica e genética de C.
raciborskii estaria associada a existéncia de diferentes ecotipos, selecionados de acordo com
condicdes ambientais locais.

No presente trabalho, foi estudada a variabilidade de linhagens de C. raciborskii presentes
no reservatério da Pampulha levando-se em conta a composi¢do do fragmento ITS 16S-23S.
Amostras de dois periodos distintos foram estudadas: um primeiro momento, em que C. raciborskii
representava praticamente 100% da biomassa total, e um segundo, em que foi registrada
codominancia entre espécies de Chroococcales e C. raciborskii.

A primeira hipotese levantada é de que existiriam diferentes variantes genotipicas de C.
raciborskii durante os periodos de floragdo no reservatorio da Pampulha e a proporcdo desses
gendtipos estaria variando conforme o periodo estudado. A segunda hipdtese a ser testada é de que,
no periodo em que ha codominancia com outros grupos de cianobactérias, existiria um ndmero
menor de gendtipos, dada a maior presséo seletiva quando ha espécies competidoras no ambiente.

O estudo da diversidade genética de C. raciborskii no reservatorio da Pampulha trara
contribuicdes para o entendimento da dindmica dessa espécie, que, por se tratar de uma espécie
invasora potencialmente toxica, pode trazer problemas de saude publica. Podera também contribuir
com os estudos que visam a compreender melhor sua dindmica evolutiva em nivel de macrorregido,
tendo em vista as caracteristicas genéticas particulares desta espécie nos diversos continentes.

O fragmento ITS 16S-23S, que corresponde a sequéncia intergénica existente entre os genes
do rRNA 16S e 23S, foi acessado neste trabalho por meio de duas técnicas diferentes: (1) analise de
restricdo do fragmento amplificado e posterior sequenciamento dos diferentes padrdes de restri¢do
detectados e (2) sequenciamento de nova geracdo, conhecido pela sigla em inglés NGS (Next
Generation Sequencing). O fragmento ITS 16S-23S foi escolhido por representar uma regido nao
conservada do genoma, sem carater funcional e, por isso, mais sujeita a mudancas evolutivas
recentes (Boyer et al., 2001).

A analise de restricio do DNA ribossomal amplificado é uma ferramenta comumente
utilizada em estudos de diversidade baseados no polimorfismo do DNA (Deng et al., 2008). Clones
contendo plasmideos, cujos insertos sdo fragmentos amplificados da regido génica 16S rRNA dos
organismos em estudo, tém o inserto reamplificado por PCR e esses amplicons séo tratados com

enzimas de restricdo, sendo os fragmentos resultantes da digestdo enzimatica posteriormente
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separados por eletroforese (Sklarz et al., 2009). Os perfis de restricdo sé&o entdo utilizados para
agrupar elementos da comunidade em diferentes grupos genotipicos, que podem ainda ser utilizados
no célculo de indices de diversidade. Segundo Moyer et al. (1996) as varia¢cdes na posic¢ao dos sitios
de restricdo para diferentes organismos tornam o método apropriado tanto para diferenciacdo da
sequéncia do gene 16S rRNA quanto para reconstrugdes filogenéticas.

Neste trabalho, 0 mesmo método de analise de restricdo do DNA amplificado foi utilizado,
contudo, a sequéncia alvo ndo foi o DNA ribossomal 16S, mas sim a sequéncia intergénica entre
esse gene e 0 DNA ribossomal 23S, uma vez que a sequéncia 16S € muito conservada para deteccao
de diferencas intraespecificas (Fox et al., 1992). Scheldeman et al. (1999), buscando detectar
diferencas entre linhagens de Arthrospira de quatro continentes, também utilizaram a técnica de
analise de restricdo do DNA amplificado da regido ITS e, adicionalmente, analisaram a regido
génica 16S do rRNA. Eles concluiram que somente é possivel distinguir as variedades da espécie
focando-se no fragmento ITS, sendo a regido 16S rRNA marcadamente conservada.

O sequenciamento de nova geracdo tem se mostrado uma técnica promissora no estudo da
diversidade de microrganismos em ambientes naturais, sem necessidade de isolamento ou cultivo,
permitindo analises robustas ao utilizar amplicons de dominios variaveis no genoma (Bokulich et
al., 2012). A tecnologia do sequenciamento de nova geragdo Illumina, utilizada neste estudo,
baseia-se na técnica de brigde PCR, também conhecida por cluster PCR, na qual os iniciadores
estdo fixos em um substrato soélido de tal forma que os fragmentos resultantes da amplificacdo das
moléculas do DNA permanecem imobilizados e agrupados. Ap6s a geracdo dos agrupamentos
(clusters), inicia-se a etapa do sequenciamento de arranjos ciclicos, que consiste na extensdo por um
unico nucleotideo marcado, seguida de captura de imagens e clivagem do terminador reversivel e da
marcacao de fluorescéncia desse nucleotideo, para posterior inser¢do de um novo, iniciando outro
ciclo de extensdo (Shendure & Ji, 2008). Os fragmentos amplificados por meio do NGS, chamados
de reads, sdo gerados com comprimentos curtos pela abordagem Illumina e consequentemente
precisam ser tratados com ferramentas de bioinformatica para posterior analise dos dados.

Trabalhos recentes tém mostrado o potencial do uso do NGS em estudos de comunidades
fitoplanctdnicas tanto em ambiente marinho (Coelho et al., 2013) quanto em agua doce (Eiler et al.,
2013). Coelho et al. (2013) destacam como o advento das tecnologias de NGS tém revolucionado o
campo da microbiologia e ficologia marinha, permitindo amplo estudo de alta qualidade das
comunidades biolégicas sem necessidade de isolamento e cultivo, superando a barreira imposta por
organismos até hoje ndo cultivaveis. Eiler et al. (2013) sugerem a abordagem do NGS como uma
importante ferramenta no monitoramento do fitoplancton, j& que o método permite o estudo
simultaneo das cianobactérias e da maioria dos plastideos dos eucariotos de forma reprodutivel e

eficiente.
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As sequéncias ITS 16S-23S das populagcfes de C. raciborskii do reservatorio da Pampulha,
amplificadas pela técnica de NGS do Illumina, foram alinhadas a uma sequéncia de referéncia da
espécie e analisadas por métodos de bioinformatica com o objetivo de encontrar polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) e mutacdes por insercdo ou delecdo (indel) de nucleotideos, a fim de se

obter uma medida da variabilidade genética dentro dessas populac¢fes naturais.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Coleta das amostras

Duas amostras do periodo estudado no capitulo 1 foram escolhidas para analises da
diversidade de linhagens de C. raciborskii no reservatorio da Pampulha: janeiro/2011 (P1) e
abril/2012 (P3). Foram utilizados os mesmos procedimentos de coleta, contagem e identificacdo de
espécies de cianobactérias e extracdo de DNA total citados no capitulo 1 (ver itens 1.2.1, 1.2.3 e
1.2.4).

2.2.2 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) e nested-PCR

Para a reacdo de PCR foram selecionados iniciadores especificos para a espécie C.
raciborskii. Como o interesse era detectar diferentes linhagens dentro da espécie, foi importante a
selecdo de iniciadores espécie-especificos que amplificassem regides variaveis dentro do genoma.
Para isso, utilizou-se o iniciador forward 62F (5°- CGA ACG GGA TGC TTA GGC ATC-3’; Wu et
al., 2010) e o iniciador reverse 23S30R (5’-CTT CGC TCT GTG TGC CTA GGT-3’; Taton et al.,
2003), que, em conjunto, amplificam a regido 16S e ITS de C. raciborskii.

Cada reacdo de PCR foi preparada para o volume de 20 pL contendo as seguintes
concentragdes finais de cada reagente: tampao DreamTaqg (Thermo Scientific), MgCl, (0,625 mM),
Albumina de Soro Bovino (4 pg/uL), dANTP (0,25 mM), iniciador forward (250 nM), iniciador
reverse (250 nM), DreamTaq DNA polimerase (Thermo Scientific) (0,025 U/uL) e DNA gendmico
diluido (0,5 ng/pL). As condicbes de amplificagdo no termociclador foram: desnaturacéo inicial a
95 °C por 5 min e 30 ciclos de 95°C por 30 s (desnaturacédo), 63 °C por 30 s (anelamento) e 72 °C
por 2 min (extensdo), ap6s o ultimo ciclo, foi programada uma extensao de 5 min a 72 °C.

Uma vez que o iniciador especifico para C. raciborskii anela-se numa regido conservada
para a espécie localizada no inicio do gene 16S do RNA ribossomal (Wu et al., 2010) e a regido de
interesse para estudo de diversidade intraespecifica é unicamente a sequéncia intergénica (ITS), foi
realizada uma nested-PCR a partir do produto da primeira PCR. Utilizou-se o iniciador forward
322F (5°-TGT ACA CAC CGC CCG TC-37; Iteman et al., 2000) e 0 mesmo iniciador reverse da
primeira reacdo, 23S30R (Taton et al., 2003), ambos na mesma concentracdo que na reacdo

anterior, bem como os demais reagentes. As condicdes de amplificagdo no termociclador foram:
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desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 min e 30 ciclos de 95°C por 30 s (desnaturagéo), 63 °C por 30 s
(anelamento) e 72 °C por 2 min (extensdo); ap6s o ultimo ciclo, foi programada uma extensdo de 5
min a 72 °C.

2.2.3 Clonagem e Anélise de Restricdo do DNA Amplificado

Como a reacdo de amplificacdo dos fragmentos ITS gera dois produtos de tamanhos
distintos (ITS-L e ITS-S), a banda correspondente ao ITS-L foi cortada apds separacdo em gel de
agarose 2% (w/v) e purificada com fenol e fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1 viv). A
escolha do fragmento ITS-L se deu em funcdo de ele, por ser maior, apresentar mais informagdes
genéticas e possivelmente mais pontos de mutagdo, além do fato de ser o fragmento mais estudado
por também estar presente em outras espécies (Iteman et al., 2000).

Os produtos da nested-PCR foram ligados em vetores pJET 1.2/blunt (Thermo Scientific) e
estes inseridos em células competentes de Escherichia coli da linhagem TOP10 (Invitrogen), por
meio da transformacédo por choque térmico. Apenas células contendo plasmideos com o inserto sdo
capazes de crescer no meio contendo antibidtico (ampicilina, 50 pg/mL), uma vez que o vetor
contém o gene de resisténcia da ampicilina e o vetor ndo transformado contém um gene letal ativo,
que é inativado no momento da ligacdo do inserto. Assim, células sem vetores ndo crescem no meio
com antibidtico por ndo terem o gene de resisténcia, e células contendo vetores ndo ligados ao
fragmento de interesse ndo crescem por terem um gene letal em atividade.

Células transformadas com vetores contendo inserto foram selecionadas para amplificacédo
do inserto por PCR, utilizando-se os mesmos iniciadores que geraram o fragmento ITS-L. Os
produtos de PCR eram tratados com enzimas de restri¢éo e verificados em gel de agarose 2% (w/v).
Neste trabalho foram usadas duas enzimas, Tagl e BsuRI (Haelll) (Thermo Scientific), numa
mistura contendo os 0.04 u/uL da enzima e o respectivo tampéo de cada enzima: Buffer Tango 1X
(33 mM Tris-acetato, 10 mM acetato de magnésio, 66 mM acetato de potassio, 0,1 mg/mL
Albumina do Soro Bovino) e Buffer R 1X (10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM KCI, 0.10
mg/mL Albumina de Soro Bovino). Os clones com diferentes perfis de Polimorfismo de
Comprimento do Fragmento de Restricdo (RFPL), verificados nos géis de agarose, foram
considerados gendtipos diferentes e selecionados para posterior sequenciamento de Sanger
(Macrogen Inc., Korea).

Para verificar a suficiéncia amostral dos clones selecionados para caracterizacdo dos
genotipos da populagdo por RFLP, foram feitas curvas de rarefacdo e o calculo do estimador de

riqueza assintotico Chao 1, utilizando-se o programa EstimateS 9.0 (Colwell, 2013).
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2.2.4 Processamento e analise das sequéncias de DNA

As sequéncias forward e reverse dos fragmentos ITS com diferentes perfis de RFLP foram
reunidas em contigs utilizando os programas Gap4 e Pregap4 (Bonfield et al.,, 1995), as
extremidades das sequéncias foram aparadas excluindo-se as pontas contendo bases de baixa
qualidade de leitura. A sequéncia consenso resultante foi submetida ao BLAST no NCBI e as
informacdes das sequéncias que produziram melhor pareamento foram anotadas.

As sequéncias consenso foram alinhadas pelo método de Clustal W no programa Mega 6.0
(Tamura et al., 2013) e uma arvore filogenética foi construida pelo principio de maxima

parcimonia, com 1000 replicacfes pelo método de reamostragem de Bootstrapping.

2.2.5 Sequenciamento de Nova Geracao (Illumina) e analise das sequéncias

Os mesmos iniciadores 62F (Wu et al., 2010) e 23S30R (Taton et al., 2003) foram utilizados
para produzir amostras de sequenciamento de nova geracgdo (MiSeq, Illumina). A corrida foi do tipo
paired-end 2 x 250 bp, com bibliotecas construidas com Nextera XT. A amostra P1 resultou em 120
mil reads e a P3 em 360 mil reads. As amostras foram tratadas com métodos de bioinformatica para
procura de variantes genotipicas dentro dos reads obtidos.

Antes de passarem por um processo de limpeza (trimmering), os reads, que sao
originalmente gerados com comprimentos pequenos, foram tratados com o FLASH (Fast Length
Adjustment of SHort reads) programa desenvolvido por Mago¢ & Salzberg (2011) que permite
alongar paired-end reads por meio de sobreposi¢éao e fusdo dos pares de reads.

Para excluir sequéncias de baixa qualidade, os reads produzidos foram filtrados utilizando-
se o Trimmomatic (Bolger et al., 2014) e, posteriormente, alinhados contra um genoma de
referéncia utilizando-se o Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012). Os reads resultantes tinham em
média 325 pb na amostra P1 e 315 pb na amostra P3. A qualidade média por read para as duas
amostras (P1 e P3), ap6s a limpeza com o Trimmomatic, foi de Q = 38, na escala PHRED de
pontuagdo, que varia de 0 a 41. O valor de PHRED esté relacionado a probabilidade p de que a base
correspondente esteja incorretamente identificada na sequéncia, conforme a seguinte equagao: p =
10 Q19 pessa forma, quanto maior o valor de PHRED (Q) menor o p e melhor a qualidade da
sequéncia (Ewing & Green, 1998).

O genoma de referéncia escolhido corresponde ao Unico genoma completo da espécie
depositado no banco de dados GenBank do NCBI, identificado como Cylindrospemopsis
raciborskii CS-505 (taxonomy ID 533240). Para deteccdo das variantes genotipicas nas sequéncias
ja alinhadas contra o genoma de referéncia foi utilizado o programa MUMmer (Kurtz et al., 2004).
O MUMmer foi o primeiro sistema criado capaz de realizar comparacGes de genomas em larga
escala, entdo na versdo 1.0 (Delcher et al. 1999). O programa tem sido utilizado para comparagéo
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gendmica em estudos de diversas areas, como genética humana (Venter et al., 2001), parasitologia
(Carlton et al., 2002) e microbiologia de alimentos (Zhao et al., 2013).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Gendtipos detectados pela anélise de restricdo do DNA amplificado

A figura 1 apresenta as curvas de rarefacdo para os diferentes gendtipos acumulados
conforme clones eram amostrados e 0 DNA da sequéncia ITS clonada era tratado com enzima de
restricdo, detectando-se polimorfismos do tipo RFLP. Ao todo, 49 clones foram amostrados em
janeiro/2011 e sete genoOtipos diferentes foram encontrados, enquanto na amostra de abril/2012
foram amostrados 38 clones e trés gendtipos diferentes detectados, sendo que estes estavam
presentes também na primeira amostra. E possivel afirmar que a suficiéncia amostral foi alcancada
nos dois periodos estudados, pois o intervalo de confianca do estimador assintotico encontra-se, ao

final das curvas, com o valor médio de riqueza estimada por aleatorizacéo.
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Figura 1. Curvas de rarefacdo dos diferentes genotipos obtidos pela analise de restricdo do DNA
amplificado. Em vermelho, a curva de rarefacdo estimada por reamostragem a partir dos dados de
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riqueza e abundancia final. Em preto, a curva dos valores do estimador de riqueza Chaol para cada
valor de riqueza estimada por aleatorizacdo. As barras representam os intervalos de confianca.

Os diferentes gendtipos, identificados de A a G, podem ser verificados na figura 2, que traz
o perfil de RFLP de alguns dos clones amostrados. Nem todos os clones estudados estdo na figura
2, apenas aqueles que primeiro foram amostrados e apresentaram diferentes padrées de RFLP. A
amostra de abril/2012, por exemplo, apresentou trés genétipos que ja estavam presentes em
janeiro/2011 e, por isso, h& poucos clones identificados como provindos dela, embora 38 clones
tenham sido amostrados no total. O gendtipo com maior abundancia (A) foi 0 mesmo em ambas as
amostras de janeiro/2011 e abril/2012, sendo isso um forte indicio de que esse seja 0 gendtipo de C.

raciborskii mais adaptado as condic¢@es do reservatorio da Pampulha.
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Figura 2. Perfis de comprimento do fragmento de restrigéo gerados nas amostras de janeiro/2011
(P1) e abril/2012 (P3). Diferentes genotipos estdo representados por letras distintas, de A-G. As
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canaletas superiores e inferiores apresentam as mesmas amostras, na mesma ordem, com os perfis
de restricdo para as enzimas Tagl (canaletas superiores) e Haelll (canaletas inferiores). Obs.:
apenas 0s primeiros clones amostrados que produziram diferentes gendtipos estdo aqui
representados.

A figura 3 apresenta a arvore filogenética produzida a partir das sequéncias dos diferentes
clones isolados das amostras de janeiro/2011 (P1) e abril/2012 (P3).
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Figura 3. Arvore filogenética gerada a partir das sequéncias ITS que produziram diferentes padrdes
de comprimento do fragmento de restricdo. Nos n6s de cada clado, sdo mostrados os valores de
bootstrapping, valores abaixo de 50% foram omitidos. As sequéncias geradas neste trabalho
encontram-se em negrito e sequéncias retiradas do GenBank (NCBI) estdo em itélico.

2.3.2 Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) e mutacdes indel detectados por NGS
A tabela 1 mostra a relagdo dos SNPs e mutagdes por insercdo ou delecédo (indel) detectados
nos reads produzidos pelo sequenciamento do ITS no Illumina, quando analisados contra 0 genoma
de referéncia da C. rabiborskii CS-505. Vale lembrar que o fragmento ITS-L encontra-se duplicado
no genoma de C. rabiborskii e, além disso, existe o ITS-S, que corresponde ao ITS-L com algumas

delecbes. Os fragmentos identificados na tabela 1 como ITS-L correspondem aos fragmentos com

HQ112348.1| C. raciborskii MVCC19

HQ112347.1| C. raciborskii MVCC14

EU266240.1| Planktothrix sp.
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as identificacdes taxondmicas do NCBI de NZ_ACYAO01000056.1 e NZ_ACYA01000016.1. Ao
contrario do ITS-S, esses dois fragmentos ITS-L sdo idénticos, por isso, ndo foram diferenciados na
tabela. A sequéncia do GenBank do NCBI com identificacdo NZ_ACYA01000026.1 corresponde
ao fragmento ITS-S.

Tabela 1. Mutagdes identificadas nos fragmentos ITS-L e ITS-S de C. raciborskii das amostras do
reservatorio da Pampulha de janeiro/2011 (P1) e abril/2012 (P3). A posicdo é identificada
considerando o comprimento total da sequéncia do gene 16S rRNA mais o fragmento ITS, no

sentido 5” — 3’, que tém juntos cerca de 1800 pares de base.

Fragmento Tipo de mutagdo Posicdo da mutacdo Amostra

ITS-L Transicao 1743 P3 somente
ITS-L Transigdo 1706 P1 somente
ITS-L Transverséo 1418 P1 somente
ITS-L Transicao 1458 PleP3
ITS-L Transversao 1459 PleP3
ITS-L Transigdo 1463 PleP3
ITS-L Transigdo 1498 P1 somente
ITS-L Transversao 1513 P1 somente
ITS-L Indel 1541 P1 somente
ITS-L Indel 1542 P3 somente
ITS-L Transigdo 1606 P3 somente
ITS-L Indel 1619 PleP3
ITS-L Transicao 1696 PleP3
ITS-L Transigdo 1702 PleP3
ITS-L Transverséo 1703 PleP3
ITS-L Indel 1736 P1 somente
ITS-L Transversao 1770 P3 somente
ITS-S Transicao 1744 P1 somente
ITS-S Transverséo 1458 P1 somente
ITS-S Transicao 1462 P1 somente
ITS-S Transicao 1505 P1 somente
ITS-S Indel 1509 P1 somente

No total, foram identificados 17 polimorfismos de nucleotideo Unico mais mutacées do tipo
indel no fragmento ITS-L e cinco no fragmento ITS-S. Nesse Ultimo, as mutacBes estavam
presentes somente na amostra de janeiro/2011 (P1), sendo trés mutagdes do tipo transicdo (troca de
uma base purina por outra purina ou de uma pirimidina para outra pirimidina), uma do tipo
transversdo (troca de uma base purina por pirimidina ou vice-versa) e uma indel (insercdo ou
delecdo). Dentre as mutagdes observadas no fragmento ITS-L, sete estdo presentes em reads das

amostras de P1 e P3, correspondendo a quatro mutacdes do tipo transi¢do, duas do tipo transversao
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e uma indel; seis estdo apenas na P1 (sendo duas transi¢Oes, duas transversdes e duas indel) e quatro
somente na P3 (duas transi¢des, uma transversao e uma indel).

A analise dos SNPs e mutagdes indel por meio do sequenciamento de nova geracao
mostrou-se mais robusta do que a analise dos polimorfismos por comprimento do fragmento de
restricdo, uma vez que foi possivel acessar mais pontos de variacdo do ITS 16S-23S e, inclusive,
mutacdes presentes exclusivamente na amostra de abril de 2012. Apesar disso, a tendéncia geral
obtida por ambos os métodos foi a mesma: maior variabilidade genética na amostra em que C.
raciborskii representa praticamente 100% da comunidade fitoplanctonica. Esse resultado reforca a
hipGtese de que, na auséncia de competidores, ha um relaxamento seletivo e maior diversidade

genética dentro da populagéo.

2.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos, tanto por meio da anélise de restrigdo do DNA amplificado, quanto
pelo sequenciamento de nova geracgéo, sobre variagdes no fragmento ITS 16S-23S de populagdes de
C. raciborskii do reservatorio da Pampulha mostraram haver variabilidade genética dentro delas, o
que tem sido chamado de microdiversidade, uma vez que se trata da diversidade numa escala
menor: dentro de um grupo de individuos da mesma espécie (Schloter et al., 2000).

Esse resultado estd em concordancia com trabalhos anteriores, que também identificaram
diferentes ecotipos de C. raciborskii em populacdes ou em isolados de ambientes geograficamente
proximos (Wu et al., 2010; Piccini et al., 2011). Por meio de uma abordagem independente do
isolamento e cultivo, Wu et al. (2010) encontraram uma certa diversidade de linhagens de C.
raciborskii em reservatorios das ilhas de Kinmen e Taiwan. Os autores identificaram uma variante
proximamente relacionada a linhagem europeia da espécie, que chegou a ter densidade tdo alta
quanto a de linhagens do Taiwan, entre as quais, por sua vez, foram detectadas sete variantes
genotipicas. Piccini et al. (2011) compararam, por meio de uma abordagem polifasica, duas cepas
de C. raciborskii isoladas de lagos do Uruguai e concluiram que, apesar dos isolados serem
agrupados dentro da mesma linhagem biogeogréafica da espécie, havia diferencas genéticas,
fisioldgicas e morfoldgicas, sugerindo que as cepas representavam diferentes ecotipos da espécie.
Segundo os autores, a existéncia de diferentes ecotipos de C. raciborskii pode ser um dos motivos
que permite a atual expanséo da especie nas regides temperadas.

Trabalhos realizados com outras especies de cianobactérias tambem encontraram
microdiversidade em floracbes monoespecificas (Wilson et al., 2005; Briand et al., 2009; Melendrez
et al., 2011), mas nenhum deles chegou a comparar eventuais alteracdes da variabilidade genética
da espécie formadora da floragdo em amostras que apresentavam varia¢do quanto a sua abundancia

relativa. E possivel que a presenca de mais de uma espécie na floragdo em que foi observada
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codominéncia de C. raciborskii e Chroococcales (amostra P3) tenha promovido a selecdo negativa
de gendtipos menos competitivos de C. raciborskii, 0 que gerou a menor variabilidade encontrada
neste periodo em ambos os métodos utilizados neste trabalho. Pela analise de restricdo do DNA
amplificado da regido ITS-L, foram detectados quatro genotipos a menos na amostra P3 quando
comparada a P1 (amostra em que apenas C. raciborskii estava presente). A procura por pontos de
mutacdo de nucleotideo Unico e mutacdes indel utilizando a abordagem do NGS revelou que 0s
reads da amostra P3 possuem duas mutacdes a menos no fragmento ITS-L e nenhuma no ITS-S,
enquanto os reads da P1 apresentaram quatro muta¢6es SNP e uma indel neste altimo.

Os genotipos encontrados pela anélise de restricdo produziram apenas dois grupos distintos,
conforme a &rvore filogenética gerada por maxima parcimonia, com os genétipos P1-7 e P1-11, que
ndo produziram cortes pela enzima Haelll (fig. 2), destacando-se dos demais com um suporte de
boostrapping de 77% (fig. 3). O BLAST para as sequéncias ITS-L de todos os gendtipos isolados
do reservatorio da Pampulha (vide anexo) revelou melhores alinhamentos com as sequéncias das
cepas MCVV14 e MCVV19, ambas isoladas do Uruguai e estudadas no trabalho de Piccini et al.
(2011) (nimeros de acesso no GenBank do NCBI HQ112347.1 e HQ112348.1, respectivamente) e
também com a sequéncia da cepa Sidi (nimero de acesso HQ407351.1) isolada na Tunisia (Moreira
et al., 2011). A anélise filogenética mostrou que os clones estdo mais proximos das sequéncias de
linhagens da América, do que da sequéncia da cepa africana.

Moreira et al. (2011), utilizando-se de diferentes marcadores genéticos, estudaram a relacao
entre linhagens de todas regides do planeta em que C. raciborskii é encontrada e as agruparam em
trés grupos com forte suporte filogenético: o grupo de linhagens da Europa (1), de linhagens da
Asia/Australia (11) e da América/Africa (I11). Ainda segundo os mesmos autores, o grupo | é mais
préximo do Il que do I1l. Um estudo anterior j& havia provado a separacao de trés grandes grupos
biogeograficos das linhagens de C. raciborskii, também separando as linhagens das Américas, da
Europa e da Australia (Neilan et al., 2003). Moreira et al. (2011) adicionaram em seu estudo
linhagens da Africa e da Asia e, como foi também observado no presente trabalho, mostraram que
sequéncias da América s&o proximas de sequéncias da Africa, onde se acredita que a espécie tenha
se originado. Em funcdo da mais alta diversidade de Cylindrospermopsis no continente africano, ele
é também sugerido como o centro primario de evolucdo e dispersdo da espécie (Padisak, 1997).

Apesar de a andlise filogenética ter gerado apenas dois grupos distintos, os diferentes
genotipos identificados conforme perfis de restricdo variaveis s&o um indicio de variabilidade
genética existente e ndo devem ser desconsiderados quando se estudam popula¢Ges de uma Unica
espécie, pois indicam a presenca de um tipo de polimorfismo: o polimorfismo por comprimento do
fragmento de restricdo (RFLP) (Coman et al., 2011). A anélise feita no presente trabalho a partir do

sequenciamento de nova geracdo objetivou, por sua vez, encontrar polimorfismos de nucleotideo
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unico ou do tipo indel na regido ITS 16S-23S de C. raciborskii, amplificada a partir das mesmas
amostras. Uma vez que o NGS permite acesso a, virtualmente, todas as sequéncias das variantes
genotipicas presentes na amostra e, por serem as analises de bioinformatica robustas o suficiente
para lidar com um grande nimero de dados e discernir onde estdo estes pontos de variacdo
(Bokulich et al., 2012), é esperado que seja encontrado um nimero maior de variagdes genotipicas,
como foi observado neste trabalho.

As andlises de bioinformatica permitiram identificar, além da posi¢éo, o tipo da mutacao
encontrada nos reads produzidos pelo NGS. As mutacGes do tipo transicdo sdo mais faceis de
ocorrer e, consequentemente, sdo observadas em geral com mais frequéncia do que as mutagdes do
tipo transversdo, sendo a sua estimativa um importante fator para a compreensdo da evolucdo
bioldgica recente de espécies (Purvis & Bromhm, 1997). A amostra de janeiro/2011 (P1), quando C.
raciborskii provocou floragdo monoespecifica, ndo so6 teve o maior nimero de mutac6es exclusivas
para o fragmento ITS-S e ITS-L, como também apresentou uma mutacdo do tipo transversdo a mais
no ITS-L do que o observado para a amostra de abril/2012 (P3), quando C. raciborskii competia
com Chroococcales. Essa observacdo mostra que, aléem de haver mais mutac@es, existe um indicio
de que essas sejam também mais antigas nas linhagens que compde a populacdo C. raciborskii na
amostra P1. Contudo, uma vez que a diferenca na propor¢do de mutacdes do tipo transicdo e
transversdo ndo foi tdo abrupta entre as amostras estudadas, sdo necessarios estudos
complementares baseados em analises filogenéticas para concluir quanto ao real distanciamento
evolutivo dessas linhagens com relacdo ao fragmento ITS 16S-23S.

Polimorfismos do tipo indel séo diferentes dos polimorfismos de nucleotideo Unico, uma vez
que ndo geram substituicdo da base original, mas se caracterizam pela inser¢do ou delecédo de um
unico nucleotideo comparando-se com a sequéncia original (Rodriguez-Murillo & Turner, 2013).
Em regides codificadoras, mutacdes do tipo indel acarretam em mudancas na ORF (Open Reading
Frame), alterando a fase de leitura do mRNA e, consequentemente, gerando mutacdes funcionais
(Trautmann et al., 2012). Em regides ndo codificadoras, como a estudada, esse tipo de mutacdo nao
repercute em maiores alteracdes, sendo apenas indicio de diferenciacdo genética entre organismos.
A amostra de janeiro/2011 (P1) apresentou uma mutacdo do tipo indel no ITS-L 16S-23S a mais
que a amostra de abril/2012 (P3), indicando novamente haver maior variabilidade no periodo de
dominancia completa de C. raciborskii.

Os resultados deste trabalho sugerem haver uma composicao diferencial das populagdes de
C. raciborskii em periodos com diferentes pressdes competitivas. Futuros estudos devem ser
realizados, a fim de se obter mais dados sobre as propor¢des das variantes genotipicas encontradas
em cada amostra de NGS, bem como sobre a relacdo filogenética entre elas. Assim, sera possivel

elucidar o quédo distintas sdo essas variantes genotipicas do ponto de vista evolutivo, trazendo
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informagBes importantes para o estudo das populacbes de C. raciborskii no reservatorio da
Pampulha e sobre suas variagdes sob diferentes pressoes seletivas.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo auxiliou na compreensdo de como o atual estado trofico do reservatério
da Pampulha tem contribuido para a constante dominancia de cianobactérias neste ambiente. A
deteccdo da variabilidade intraespecifica dentro de populacGes de uma das espécies formadoras de
floragdo reforca a flexibilidade desses organismos no ambiente e ajuda a explicar o constante
reaparecimento da espécie todo ano.

No capitulo 1, ao abordar a dinamica das cianobactérias num periodo de trés anos
consecutivos, foram detectadas mudancas sazonais na composicdo da comunidade, que mostrou
uma alternéncia entre Cylindrospermopsis raciborskii no periodo chuvoso e duas espécies de
Chroococcales, Microcystis aeruginosa e Sphaerocavum brasiliense, no periodo da seca. No ultimo
ano do estudo, Planktothrix isothrix provocou floracbes até maiores que as ja observadas para C.
raciborskii, no inicio do periodo chuvoso. Condi¢des ambientais que variaram conforme a mudanca
das estacBes mostraram-se fortemente correlacionadas a dominéncia das principais espécies a cada
periodo. A abordagem de biologia molecular utilizada no capitulo 1 para estudo das comunidades
de cianobactérias, denominada ARISA, mostrou-se altamente eficaz na diferenciacdo de espécies
proximamente relacionadas e é sugerida como potencial método de monitoramento ambiental, em
funcéo da sua precisao e rapidez.

No capitulo 2, as duas abordagens utilizadas no estudo da regido ITS 16S-23S de C.
raciborskii, a espécie formadora de floracbes predominantemente no periodo chuvoso, foram
capazes de detectar variacOes intraespecificas em suas populacdes em diferentes momentos. A
variabilidade genética intrapopulacional foi maior no periodo em que a pressdo competitiva era
mais branda, possivelmente por haver floracdo apenas de C. raciborskii, ao contrario do outro
periodo estudado, em que havia codominéncia entre C. raciborskii e Chroococcales. As analises
baseadas no sequenciamento de nova geracdo (NGS) detectaram mais varia¢fes do que as analises
baseadas em técnicas moleculares tradicionais, demonstrando a maior abrangéncia e acuracia das
técnicas de NGS e das analises de bioinformatica, feitas posteriormente. Estudos futuros serdo
realizados para verificar as proporc@es das variantes genotipicas, a partir das amostras de NGS, e
para entender a relacdo filogenética elas, a fim de que se possam detectar quantos ecotipos

diferentes existem em cada amostra e qual a proximidade evolutiva deles.



ANEXOS
1. Perfis de ARISA dos fragmentos ITS 16S-23S das cepas Microcystis aeruginosa (cepa 26, perfil
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A), Sphaerocavum brasiliense (cepa 177, perfil B), Cylindrospermopsis raciborskii (cepa 37, perfil

C e cepa 188, perfil D), Planktothrix isothrix (cepa P1, perfil E), Arthrospira platensis (cepa P11,

perfil F) e das amostras ambientais Pampl a Pampl3 (perfis G a S) do reservatério da Pampulha. A

escala do eixo x vai de 200 a 640 pb, com marcacdes a cada intervalo de 20 pb, numeradas a cada

40 pb. A escala do eixo y vai de 0 a 2000 unidades de florescéncia (uf), com marcacbes a cada

intervalo de 100 uf, numeradas a cada 200 uf.
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2. Sequéncias parciais do fragmento ITS-L 16S-23S de Cylindrospermopsis raciborskii isoladas do

reservatorio da Pampulha em janeiro/2011 (amostras iniciadas com P1) e abril/2012 (amostras

iniciadas com P3):

>P1-1

ACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGG
ACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTT
TTAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCT
AGGTCGGTGACGCGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGCT
CAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCTCACCTG
ATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGC
TAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCCAG
AACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCTCATG

GTGGATA
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>P1-2
CACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAG
GACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCT
TTAGGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTC
TAGGTCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGC
TCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGGGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCT
GATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCG
CTAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCCA
GAACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCTCAT
GGTGGATAC

>P1-4
ACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGATGCCTAAGGTAG
GACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGCAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCCGGATCACCTCCT
TTTAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTC
TAGGTCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGC
TCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCT
GATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCG
CTAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAAACTAGGAAGGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCC
AGAACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTGTCAAGCTAATAAGGGCTCAT
GGTGGATACC

>P1-8
CACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGT
AGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTC
CTTTTAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTAC
TCTAGGTCGGTGACGTGAGATTGTGAGGCCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTA
GCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCAC
CTGATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTC
CGCTAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGC
CAGAACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCT
CATGGTGGATA

>P1-9

CCCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGG
ACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTT
TTAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCT
AGGTCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGCT
CAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTG
ATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGAATGTCAGCGGTTCGAGTCCGC
TAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGACGATGAACCAGCCAG
AACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCCCAT
GGTG

>P1-14

CCCATGGAAGTTGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGA
CTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTT
TAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCTA
GGTCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGCTC
AGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTTGAGTCCAGGATGGCCCACCTGA
TGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCT
AACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCCAGA
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ACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTTGGTCAAGCCTAATAACGGGCTCA
TGGGTGGAT

>P1-17
ACACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTA
GGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCC
TTTTAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACT
CTAGGTCGGTGACGCGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAG
CTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCTCACC
TGATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCC
GCTAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCC
AGAACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCTCA
TGGTGGA

>P1-34
CGCCACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGG
TAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCT
CCTTTTAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTA
CTCTAGGTCGGTGACGTGGGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATT
AGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCA
CCTGATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGT
CCGCTAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAG
CCAGAACCTTGAAAACTACATATAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCT
CATGGTGGATACCTA

>P3-1
ACCATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCTAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGG
ACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTT
TTAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCT
AGGTCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGCT
CAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTG
ATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGC
TAACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCCAG
AACCTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCTCATG
GTGGATA

>P3-2
ATGGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACT
GGTGACTGGGGTGAAGCCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTA
GGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAGGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCTAGG
TCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGCTCAG
GTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTAATG
GGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAA
CCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCCAGAAC
CTTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCTCATGGT
GGATA

>pP3-19

GGAAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGG
TGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTAGG
GAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCTAGGTC
GGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGCTCAGGT
GGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTGATGGG
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GGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACC
TCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAA*GACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCCAGAACC
TTGAAAACTGCATATAGAAAGATAAGAGTAAGTGGCCAAGCTAATAAGGGCTCATGGTGGATAC

>pP3-41
GGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTA
GGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCTAGG
TCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCTATTAGCTCAG
GTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTGATG
GGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAACCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAA
CCTCCACATTGGGTATC

>pP3-48
ACCATGGAAGTTGTCACGCCCGAAGTCATTACCCCAACCGAAAGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGA
CTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTT
TAGGGAGACCTACCCATTGAAGAATCGAAAGCGGAAAGCGAATAGAGAATCAAATGGTCTACTCTA
GGTCGGTGACGTGAGATTGTGAAGTCTTTCAAACTAATATTTGGTTCGCGAGAGGGCCATTAGCTC
AGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTGA
TGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCT
AACCTCCACATTGGGTATCTTCAGCAACTAGGAAAGACCTAGACTGCTGGTGATGAACCAGCCAGA
ACCTTGAAAACTGCATGTAGAAAGATAAGAGTAAGAGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCTCATGG
TG



