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E se um bloom de cianobactérias te batesse a porta?
Introducao

As cianobactérias sdo organismos procaridticos fotossintéticos adaptados a uma vasta gama de
condicBes ambientais e tolerantes a inUmeras situagdes de stress. Nos ecossistemas aquaticos fazem parte
ndo so6 da comunidade fitoplanctonica mas também da comunidade bentdnica que coloniza as margens.
Dependendo das condicGes ambientais, a dindmica destes organismos pode resultar no seu
desenvolvimento em elevadas densidades, sendo este fendmeno descrito como florescéncia ou bloom. O
aumento da carga de nutrientes em resultado das actividades humanas tem sido apontado como uma das
causas para o desenvolvimento de blooms. Nos ultimos anos, os blooms de cianobactérias tém sido um
fendmeno cada vez mais descrito quer em termos de frequéncia, intensidade e distribuicdo geografica e
tem-se concluido por estudos recentes que a sua proliferacdo generalizada esta também relacionada com
as alteragGes climaticas. As cianobactérias proliferam a elevadas temperaturas, especialmente em aguas
ricas em nutrientes. O aquecimento global cria condi¢Ges favoraveis para o seu desenvolvimento uma vez
que estes organismos parecem responder melhor ao aumento da temperatura que a maior parte das

outras espécies algais.

O estudo das cianobactérias tem-se revelado de extrema importancia uma vez que estes
organismos produzem compostos téxicos com efeitos severos a nivel do sistema nervoso e a nivel de
drgaos como o figado e o intestino. Em varios paises foram descritos casos de morte de animais selvagens e
domésticos por consumo de agua contaminada com toxinas de cianobactérias e casos de dermatites,
diarreias e reac¢Oes alérgicas em humanos apds contacto com dgua contaminada em locais usados para
fins recreativos. Assim, o desenvolvimento de cianobactérias tem sido considerado uma ameaga ndo s6é em

termos de equilibrio dos ecossistemas mas também em termos de salde publica.

Além da capacidade de produzirem compostos toxicos os blooms de cianobactérias, assim como o
de qualquer outro grupo fitoplanctdnico, traz consequéncias nefastas para o ecossistema uma vez que a
acumulacdo de grandes densidades fitoplancténicas a superficie da agua leva a uma perda da
transparéncia, impede a penetracdo da luz nas camadas inferiores e leva a exaustdo dos nutrientes. O
declinio de uma florescéncia é por sua vez acompanhado de um aumento da degrada¢do da matéria

organica com consequente gasto do oxigénio dissolvido e acumulagdo de compostos tdxicos como a
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amonia. A deplecdo de oxigénio na dgua é muitas vezes acompanhada por mortandades de peixes e outra

fauna aquatica.

A Ecotoxicologia é uma ciéncia que se baseia na realizacdo de experiéncias e que utiliza
variadissimos organismos como modelos. Para além da avaliagdo dos efeitos dos téxicos nos organismos
dos ecossistemas, usa também o pressuposto de que os efeitos adversos causados nos varios organismos e
no Homem podem ser semelhantes. Esta extrapolacdo da toxicidade tem que ser no entanto muito
cautelosa. Actualmente em estudos toxicoldgicos, existem muitas alternativas aos ensaios com mamiferos
entre os quais se destacam a utilizacdo de testes com algas do fitoplancton, invertebrados do zooplancton,

bactérias, peixes, até estudos in vitro em que se estudam os efeitos da toxicidade usando linhas celulares.

Dado o interesse que a problematica da ocorréncia de blooms de cianobactérias tdxicas tem suscitado
nado sé na comunidade cientifica e nas entidades responsaveis pela drea da salde publica como também no
publico em geral e no sentido de sensibilizar para as consequéncias da sua ocorréncia, pretendemos com
este desafio que possas avaliar o potencial téxico de uma estirpe de cianobactéria face a organismos de

dois niveis tréficos de um ecossistema aquadtico.

Assim propomos a avaliacdo da toxicidade de uma estirpe de cianobactéria face a outra microalga
(produtor primario) e face a um organismo zooplancténico (consumidor primario). A estirpe de
cianobactéria escolhida pertence a espécie Microcystis aeruginosa uma vez que esta espécie se apresenta
largamente difundida por todos os ecossistemas aqudticos, sendo apontada como produtora de vdrios
tipos de toxinas. Dentro das toxinas produzidas, as de maior impacto sdo as microcistinas, cujo érgao alvo
em mamiferos é o figado, estando também descritos casos de intoxicagbes em peixes, aves e
invertebrados. A espécie com que propomos trabalhar é produtora de microcistinas, nomeadamente da

variante mais comum que é a microcistina LR.

Este trabalho apresenta 3 etapas, que podem ser independentes em termos de execucao:

1. Efectuar uma cultura laboratorial de uma estirpe de cianobactéria da espécie Microcystis aeruginosa
com o objectivo de determinar a sua curva de crescimento.

2. Avaliar a toxicidade de Microcystis aeruginosa num teste de toxicidade aguda com uma microalga
verde: Inibicdo do crescimento de Chlorella vulgaris.

3. Avaliar a toxicidade de Microcystis aeruginosa num ensaio com ndauplios de um crustaceo

zooplancténico: Inducdo de mortalidade de nauplios de Artemia salina.
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O Kit contém:

Material
1 cdmara de contagem de Neubauer

1 placa com 24 pogos de 3mL

3 pipetas Pasteur de plastico

Solucoes
1 tubo com 2 mL de solucao de lugol

4 tubos com as solucdes para o meio Z8:
Solugdo A -40 mL
Solugdo B - 40 mL
Solugdo FeEDTA - 40 mL

Solugdo micronutrientes - 4 mL (enviado em 2 tubos de 2mL cada)

Material vivo
1 tubo com quistos Artemia

1 tubo com suspensdo concentrada de células Microcystis aeruginosa (indculo Microcystis)

1 tubo com suspensdo concentrada de células Chlorella vulgaris (inéculo Chlorella)

Extractos toxicos
1 tubo com extracto congelado de Microcystis (para usar no ensaio toxicidade com Chlorella)

1 tubo com extracto evaporado de Microcystis (para usar no ensaio toxicidade com Artemia)
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Material que necessita ter na escola:

Microscépio éptico

Lupa

Bomba de arejamento de aquario

Tubo plastico - para ligar a bomba e colocar a cultura de Microcystis com arejamento
Sal cozinha ou sais marinhos (adquirem-se em lojas de aquarofilia)
Garrafa/frascode 1 L

Garrafdo de 5L (podem usar garrafdes de agua)

Agua destilada ou 4gua mineral engarrafada (5 L)

Pelicula aderente

Algodao e gaze (para fazer rolha)

Papel filtro

Candeeiro
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Aplicacao dos materiais

Material Funcdio Cultura EnsaioTox | Ensaio Tox
Microcystis | Chlorella Artemia
X L. . Observar os organismos
Microscépio 6ptico ) . X X
e Contar as células na camara de Neubauer
Lupa e Observar Artemia X
. e Arejamento da agua para eclosdo Artemia
Bomba aquario ) . ) X X
e Arejamento da cultura Microcystis
Camara Neubauer e Contagem das células X X
Tubo pléstico para e  Conduz o ar desde a bomba de aquario até x x
arejamento (TUBO PVC) as culturas
Placa pogos 3ml . Realizacdo dos ensaios X X
. e o Manuseamento dos organismos
Pipetas plastico . N X X
*  Pipetar as solugdes
. Usar com 800 ml de dgua salgada para
Garrafa/frasco 1L - . ] X
eclosdo dos quistos de Artemia
Garrafa/frasco 5L . Usar com 3 L de meio Z8 para fazer a cultura X X
(GARRAFAO AGUA) de Microcystis
Solugées do Meio 28 .
. Preparar 4 L de meio Z8 X X X
e Fixar as células para depois contar na
Lugol . X X X
camara Neubauer
. Usar 10 a 15g de sal por 0,5 | da dgua
. . . e preparar agua salgada para eclosdo Artemia
Sal cozinha ou sais marinhos R . X
(800 mL) e para as solugdes do ensaio
toxicidade com Artemia
Inéculo de células . i i
. ) e Iniciar a cultura de Microcystis X
Microcystis
| | . Usar como organismo teste no ensaio
Inéculo de células Chlorella . X
toxicidade
. _ . Depois da eclosdo usar os nauplios como
Quistos Artémia . X
organismo teste
Extracto congelado e Congelar/descongelar e usar como solugdo X
Microcystis toxica no ensaio com Chlorella
Extracto evaporado . Ressuspender em agua salgada e usar como X
Microcystis solugdo tdxica no ensaio com artemia
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Por que ordem comecar.

Resumo
1. Comece por ler atentamente estes protocolos de trabalho.

2. Ao abrir o kit identifique atentamente o seu conteudo.

3. Deve comecar por iniciar a cultura de Microcystis e por realizar o ensaio de toxicidade com
Chlorella dado que o material enviado no Kit pode degradar-se. O ensaio toxicidade com Artemia
pode ser realizado em qualquer altura.

4. No caso de ndo iniciar no préprio dia guarde as solugdes no frigorifico, o extracto congelado no
congelador e o extracto evaporado no frigorifico, os tubos com as algas vivas em zona com luz. Os
quistos de artémia guardam-se ao abrigo da luz em lugar seco.

5. Os testes com Chlorella e o inicio da cultura convém efectuar no prazo de 2 dias.

Resolveu meter mdos a obra?

1. Comece por preparar o meio Z8

IMIEIO DE CULTURA Z8
Um dos meios usados na cultura de microalgas é o meio Z8, composto por uma solugdo rica em
azoto (solugdo A), uma solugdo rica em fésforo (solugdo B), uma solucdo de ferro (solugdo de Fe-
EDTA) e uma solucdo de micronutrientes.

a. Limpe a bancada com alcool a 70% e acenda as lamparinas. Sempre que possivel todos
os procedimentos devem ser realizados em condi¢des de esterilidade, de forma a evitar
contaminagoes.

b. Adicione a 4l de 4gua destilada, no garrafdo de 5L, o contetdo dos 4 tubos com as
solucdes para meio Z8. Agite bem.

c. Retire 1L para uma garrafa ou frasco esterilizado ou, ndao sendo possivel esterilizar,

bem lavado e reserve para o teste com Chlorella

2. Inicie a cultura de Microcystis
a. Nos 3 L de meio Z8 que ficaram no garrafdo junte o conteldo do tubo “indculo células

Microcystis”. Agite bem para que as células figuem uniformemente distribuidas no meio.
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b. Retire um pequeno volume (1 ou 2 ml) da cultura bem homogeneizada para um tubo de
vidro ou plastico. Adicione 1 ou 2 gotas de lugol de forma a fixar as células.

c. Coloque a rolha com o tubo de arejamento no garrafdo. Identifique a cultura com a
cianobactéria usada, o meio de cultura e o seu volume, a data de inicio da cultura,
fotoperiodo e temperatura ambiente.

d. Ligue ao arejamento com a bomba de aquario e o tubo de arejamento. Verifique que fica a
borbulhar e que as cianobactérias ndo se depositam no fundo.

e. Coloqgue num local bem iluminado ou junto de um candeeiro, temperatura de 20-259.

f. Atencdo as baixas temperaturas, podem limitar o crescimento.

g. Se possuir um local interior com temperatura mais estavel, cologue junto uma fonte de luz.

h. A partir das células de Microcystis aeruginosa fixadas (em b.) determine a densidade celular
por quantificacdo na cdmara de Neubauer. O valor obtido corresponde a densidade celular
inicial. Expresse os valores em células/ mL.

Determinagao da curva de crescimento de Microcystis aeruginosa

i. Diariamente e se possivel na mesma altura do dia, retire 1 ou 2 mL da cultura (agitar bem
antes de retirar a amostra) e fixe com 1 ou 2 gotas de lugol. Quantifique na camara de
Neubauer.

j. Va registando os valores da densidade celular e construa um grafico com a densidade

celular (células/mL) em fungdo do tempo (dias).

3. Realize o ensaio toxicidade com Chlorella

Avaliacgao da toxicidade de M. aeruginosa num ensaio com Chlorella vulgaris

Os ensaios de toxicidade sdo realizados com organismos considerados representativos de um
determinado nivel trofico, faceis de manter em laboratdrio e de manipular. As microalgas sado utilizadas

como representativas do primeiro nivel trofico da cadeia alimentar.

a. Prepare o extracto de Microcystis aeruginosa a testar:

b. No tubo com o extracto congelado de Microcystis aeruginosa adicione meio Z8 até 40
mL. Agite bem. A esta suspensdo corresponde uma concentracdo celular de 1,45 x10’
cél/mL.

c. Congele e descongele duas ou trés vezes de forma a rebentar as células.

d. Verifigue ao microscépio se as células rebentaram. Quando rebentam deixa de ver

células intactas e surgem pequenos fragmentos que por vezes sao dificeis de observar.
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e. Com papel de filtro ou filtros de café filtre a solucdo obtida. Recolha o filtrado.

f. Prepare as solucdes de toxico: (1:1)- filtrado sem ser diluido; filtrado diluido (1:2) e

(1:4)
Solugdo toxico Filtrado (mL) Meio Z8 (mL)
1:1 2 -
1:2 1 1
1:4 0,5 1,5
Controlo - 2

g. Na placa de 24 pogos adicione o filtrado sem ser diluido (1:1) e diluido 1:2 e 1:4 de
acordo com a figura. Em cada pogo adicione 2 mL da solucdo a testar. As diluicdes sdo
feitas com meio Z8. O controlo é também constituido por meio Z8.

h. Faca trés réplicas para cada concentracdo.

() () () L0
(1) (2) () gy () (O)
() () () (g () (O
OO0 0O0O
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i. Prepare oindculo de Chlorella vulgaris:

j. Retire 2 ml do inoculo de Chlorella vulgaris fornecido, fixe com 1 gota de lugol e
quantifique a densidade de células na cdmara de Neubauer.

k. Conhecida a concentragao de células no inoculo fazer uma diluicdo com meio Z8 para
que, adicionando a cada po¢o 0,5 ml de inoculo de Chlorella, obtenha uma
concentragao inicial de 1*10° cél/ml.

|.  Adicione a cada po¢o com o extracto de cianobactéria, 0,5 ml do inéculo de Chlorella
vulgaris preparado.

m. Tape a placa com a tampa e vede com parafilme ou envolva em pelicula aderente
transparente para evitar evaporagao.

n. Coloque em local iluminado (pode ser junto da cultura de Microcystis aeruginosa)
durante 48 horas em constante agitacdo. Se nao se dispuser de um agitador
automatico agitar manualmente a placa trés vezes por dia (com a placa pousada em
cima da mesa, fazer movimentos circulares com cuidado para ndo verter).

0. Ao fim das 48 horas de exposi¢do termine o teste fixando as algas com 1 gota de lugol.

p. Para ressuspender bem as algas e homogeneizar_bem as solu¢des, com uma pipeta
injectar varia vezes ar em cada poco. Cuidado para n3o verter!

g. Determine a concentragao de algas em cada po¢o, por contagem do niumero de células
na cdmara de Neubauer (ndo esquecer de homogeneizar bem as solugoes!!!!).

r. Apds contagem do nimero de células calcule a percentagem de inibi¢do (% I) para cada
uma das concentragbes da seguinte forma:

% | = 100 — ((valor médio cél/ml das réplicas de cada dilui¢do / valor médio cél/ml das réplicas do

controlo)) x 100

s. Construa um grafico onde se representa a percentagem de inibicdo em funcdo da

concentragao celular.
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4. Realize o ensaio toxicidade com Artemia

Avaliacgao da toxicidade de M. aeruginosa em nauplios de Artemia

O objectivo deste teste é determinar a toxicidade de Microcystis aeruginosa face a nauplios de
Artemia salina. Para este teste foi enviado um extracto evaporado de Microcystis obtido por ruptura das

células por ultra-sons e numa solucdo de 80% de metanol.

a. Obtencdo dos nauplios de artémia:

b. Num frasco de vidro de boca larga (por exemplo os frascos grandes de cevada) coloque
1 L de dgua da torneira e deixe a arejar durante algumas horas de modo a que sejam
removidos vestigios de cloro. Pode em alternativa utilizar 1L de dgua mineral.

c. Adicione a cada 1 Litro de dgua 20-30 g de sal de cozinha (2 colher de cha bem cheia)
ou o0s sais marinhos (preparar de acordo com as instru¢cdes que acompanham a
embalagem). Dissolva bem. Retire para um frasco bem lavado 100 mL desta solucdo e
reserve.

d. Coloque nos 900 mL de agua salgada preparada os quistos de artémia fornecidos.
Mantenha a cerca de 25 2C com iluminacdo continua (pode utilizar um pequeno
candeeiro) e arejamento forte e continuo (pode durante este periodo de tempo usar a
bomba da cultura de Microcystis aeruginosa caso ndo tenha duas bombas).

e. Com temperaturas de 259C e forte ventilacdo com borbulhas grandes, os nauplios
saem dos ovos dentro de aproximadamente 24-36 horas. Esta evolucdo é mais lenta
para temperaturas mais baixas. O arejamento ¢é indispensavel e garante o
abastecimento de oxigénio.

f. Quando os nauplios surgirem (+ apds 24 horas), desligue o arejamento, os nauplios
juntam-se no fundo do frasco e os invélucros dos ovos ficam a superficie.

g. Retire os nauplios, para ndo ficarem privados de oxigénio, com uma pipeta para um
pequeno volume de dgua salgada (10-15 mL). Convém que os nduplios figuem bem
concentrados. Em nimero suficiente a realizacdo do ensaio.

h. Preparar o extracto de Microcystis:
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i. Ressuspender o extracto evaporado de Microcystis fornecido no kit em 12 ml de dgua
salgada. Agitar vigorosamente até misturar homogeneamente. A esta suspensdo
corresponde uma concentragao de células de 5,48x10’ cél./mL

j. Prepare as solucdes de toxico: (1:1)- sem ser diluido; diluido (1:2) e (1:4) usar a dgua

salgada para diluir. O controlo é também constituido por agua salgada.

Solucdo tdxico Extracto (mL) Agua mar (mL)
1:1 2 -
1:2 1 1
1:4 0,5 1,5
Controlo - 2

k. Na placa de 24 pocos adicione as solu¢des sem ser diluido (1:1) e diluido 1:2 e 1:4 de
acordo com a figura. Em cada poco adicione 2 mL da solugdo a testar.

I.  Faca trés réplicas para cada concentracao.

/1

-

81666

OO
OOEE-
ODDD-
OO0
OO0y

@)

N

m. Adicione a cada po¢o 0,5 mL de “suspensdo de nauplios de artémia” de forma a colocar

cerca de 10-15 nauplios em cada pogo

n. Tape as placas e vede com pelicula aderente, para evitar a evaporagao, envolver em
papel de aluminio e deixar a incubar a 25°C.

0. Ao fim de 24 horas, a lupa, contar o nimero de artémias mortas em cada pogo (ndo as
remover). As larvas sdo consideradas mortas se ndo se observar qualquer movimento
num periodo de 30 segundos.

p. Voltar a tapar as placas e deixar por mais 24 horas.

g. Ao fim de 48 horas contar o nimero de artémias mortas em cada poco.
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r. No final das contagens fixar com 1-2 gotas de lugol e contar o nimero total de larvas
por pogo.

s. Calcular a percentagem de artémias mortas em cada pogo. Para cada concentragao
calcular a média e o desvio padrao.

t. Representar graficamente a percentagem de mortalidade em fun¢do da concentracdo

de solugdo téxica de Microcystis.
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