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RESUMO

A perda da biodiversidade mundial tem como uma das principais causas a introducdo de
espécies exdticas. O controlo e a erradicagdo dessas espécies geram tanto mais beneficio
quanto mais cedo s@o utilizados. Em Portugal foi constatada recentemente a presenga de um
anuro endémico de Africa, Xenopus laevis, em duas ribeiras no concelho de Oeiras — Lage e
Barcarena. Esta espécie possui uma elevada capacidade de dispersdo, causou impactos
ecoldgicos noutros locais onde foi introduzida, e pode ser vector de Batracochytrium
dendrobatidis, um fungo responsdvel pelo declinio de muitas espécies de anfibios. Assim,
torna-se importante o controlo e erradicacio desta espécie, antes que esta se consiga propagar
por outros locais do pais. Em 2010 foi iniciado o programa de erradicacdo de X. laevis em
Portugal. Um dos principais objectivos desta tese € avaliar o sucesso do primeiro ano do
plano; o outro € tentar detectar a presenca de B. dendrobatidis nos individuos de X. laevis.

Na primeira fase do plano de erradicacdo foi feita a prospeccdo de posturas e de girinos,
bem como sessOes de captura de adultos utilizando armadilhas de garrafa iscadas e pesca
eléctrica. Capturou-se no total 102 X. laevis, 86 na Lage e 16 em Barcarena. Nao houve
correlagdo entre o nimero de animais capturados e o nimero de sessdes de captura. O sex-
ratio foi de 0,5 fémeas por macho. O comprimento focinho-urdstilo das fémeas foi 94,69+9,31
mm, e o dos machos 73,51+4,72 mm. Os animais capturados por métodos diferentes ndao
diferiram em tamanho.

Aparentemente o programa de erradicacdo ainda ndo teve efeitos mensurdveis na
populacdo de X. laevis. As capturas crescentes ao longo da época podem indicar que ha
animais escondidos ou em locais ndo visitados nas duas ribeiras, que podem recolonizar os
locais de remocdo. E importante a continuacio do plano de erradicagiio e a expansdo da
campanha as regides ainda ndo visitadas das ribeiras.

Foram escolhidas amostras de alguns individuos de ambas as ribeiras para ensaios para
a deteccao do fungo. Seguiu-se um protocolo para obtencdo de DNA e foram desenvolvidos e
aplicados perfis de amplificagdo por PCR com diferentes pares de primers que amplificavam
regides ribossomais. Algumas amostras de X. laevis foram amplificadas em reac¢des de PCR
com primers especificos para B. dendrobatidis. Os produtos de PCR obtidos foram
sequenciados, mas as sequéncias obtidas ndo revelaram alguma identidade com as sequéncias

deste fungo.



A continuidade da pesquisa da presencga de B. dendrobatidis nas populacdes de X. laevis
existentes em Portugal ainda ¢ importante, visto que se este fungo provoca uma patologia

mortal em anfibios de outras espécies, podendo conduzi-los até mesmo a extingao.

Palavras-chave: Xenopus laevis, erradicacdo, espécies exdticas, monitorizacao,

Batracochytrium dendrobatidis.



ABSTRACT

The introduction of exotic species is one of the main causes for the current global
biodiversity loss. The success of control and eradication actions increases with the
promptness of response after the introduction. Xenopus laevis, an invasive anuran originating
from Africa was recently found in Portugal in two streams at Oeiras county — Lage and
Barcarena. This species has high dispersal abilities, has caused impacts in other world regions
where it was introduced, and is a known vector of Batracochytrium dendrobatidis, a fungus
responsible for the decline and extinction of several amphibian species. Therefore, the control
and eradication of this species is urgent. The eradication program for X. /aevis in Portugal
started in 2010. One of the main goals of this thesis is to evaluate the success of this program;
the other is to check for the presence of B. dendrobatidis in the individuals of X. laevis.

The first phase of the eradication program consisted in the prospection of egg masses
and tadpoles along the streams, as well as in the capture of adults using baited funnel traps
and electrofishing. A total of 102 X. laevis adults was captured, 86 at Lage and 16 at
Barcarena. There was no correlation between the number of captured animals and the capture
session number. Sex-ratio was 0,5 females per male. Snout-urostyle length was 94,69+9,31
mm for females and 73,51+4,72 mm for males. There were no differences in body size
between animals captured by each method.

Apparently the eradication program had yet no effect on the local population of X.
laevis. The number of captured animals increased along the capture sessions, implying that
there are more animals hidden in non-visited sites of the stream that may recolonize the
removal sites. It is important to guarantee the follow up of the eradication program and to
expand it to the non visited sections of the streams.

Samples of individuals from both streams were selected to perform B. dendrobatidis
detection essays, following a DNA extraction protocol. PCR amplification profiles were used
with different primer pairs that amplify ribosomal regions. Some samples of X. laevis were
PCR amplified with B. dendrobatidis specific primers. The PCR products were sequenced,
but the sequences did not reveal full identity with B. dendrobatidis sequences.

The absence of B. dendrobatidis in Portuguese X. laevis populations is not yet
conclusive and further studies should be carried out, as this fungus causes severe pathologies

in non-resistant amphibians, and may even extinguish local populations and species.



Keywords: Xenopus laevis, eradication, invasive species, monitoring, Batracochytrium

dendrobatidis.
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CAPITULO I

1. INTRODUCAO

A seguir a destrui¢cdo directa dos habitats, a introducao de espécies exoticas constitui a
segunda maior ameaca a biodiversidade mundial [1]. O declinio de espécies nativas por ac¢ao
directa de espécies invasoras pode dever-se a competicdo, predagdo, transmissdo de doencgas
e/ou alteragdes de processos nos ecossistemas [2]. O processo de invasdo bioldgica pode ser
dividido em quatro fases distintas: a chegada (ou introducdo) da espécie, o seu
estabelecimento (ou fixacao), a sua expansiao e finalmente o estabelecimento de um equilibrio
da espécie na comunidade [3]. As espécies exOticas invasoras t€ém geralmente uma alta
capacidade reprodutiva e de dispersdao e apesar de inicialmente ndo ameagarem as espécies
nativas, podendo permanecer durante muitos anos com efectivos populacionais reduzidos,
podem mais tarde aumentar muito rapidamente e criar sérios problemas para a conservagao
das espécies nativas [4]. Entre as espécies nativas mais afectadas encontram-se as espécies de
rios ou lagos de dgua doce, pois sdo mais susceptiveis aos impactos das espécies invasoras,
possivelmente devido ao facto de viverem num ambiente confinado, sendo incapazes de se

deslocar para outro lugar [5].

A grande maioria das invasdes bioldgicas modernas € causada pelo Homem que,
acidental ou propositadamente, transporta espécies de um local para outro, introduzindo-as no
novo ambiente. Um dos exemplos mais conhecidos em ecossistemas de dgua doce € o do
“mexilhdo-zebra” Dreissena polymorpha, acidentalmente levado para os Grandes Lagos dos
Estados Unidos e Canadd em cascos de navios, e que se tornou uma grande ameaga a fauna
nativa [6]. Em Portugal, a introducdo de Procambarus clarkii, crusticeo origindrio da
América do Norte, tem causado diversos impactos nos ecossistemas aqudticos, sendo um

deles a predacdo sobre anfibios [7].

Devido aos problemas provocados pelas espécies exdticas invasoras, muitos paises
estabeleceram estratégias conjuntas de proteccio de ecossistemas e medidas para a
erradicacdo, controlo e monitorizagdo de invasdes [8]. A erradicacio de muitas espécies
exoticas invasoras em diversos lugares do mundo pretende evitar os impactos causados a nivel
da diversidade bioldgica, da economia e do bem-estar humano (Simberloff, 2002 in [9]). A

Convencao sobre Diversidade Bioldgica apela para uma abordagem hierarquizada,

11



principalmente baseada na prevencdo de introducdes indesejadas, mas considerando a
erradicacdo como a melhor alternativa quando a prevengdo falha, pois € uma das principais
ferramentas da conservagao para mitigar os impactos causados por invasdes bioldgicas [9]. Os
custos dos programas de erradicagdo muitas vezes sdo elevados, o que acaba por se tornar um
factor condicionante no desenvolvimento e sucesso dos mesmos, pois o dinheiro investido na

erradicacdo deverd ter um retorno positivo [10].

Em particular as ilhas sdo locais mais sensiveis aos impactos causados por introdugdes
de espécies exoticas [11] e nos ultimos anos a erradicacdo tornou-se uma ferramenta de gestao
de rotina, tendo sido muitas espécies introduzidas removidas com sucesso [9]. Por exemplo, a
Nova Zelandia, ja realizou 156 erradicacdes de espécies exodticas (Veitch in [9]; [12]; Ebbert
& Sowls in [13]). No noroeste do México, um programa de conservacgio conseguiu em 6 anos
erradicar 9 populacdes de mamiferos exdticos em 23 ilhas, protegendo da extin¢cdo mais de 70
taxa de vertebrados e plantas endémicas e dezenas de coldnias de aves marinhas (Donlan et al
2000 e Tershy et al 2002 in [13]). No oeste australiano, a erradicacdo de mamiferos tem sido
conduzida em 45 ilhas desde a década de 1960. Foram utilizadas técnicas como iscos
envenenados, armadilhas e até mesmo helicOpteros para cagar espécies maiores como as
cabras, devido a sua capacidade de esconder-se na vegetacdo [14]. Em alguns (poucos) casos,
foi possivel erradicar organismos marinhos quando a invasao ainda era localizada, tais como o

mexilhdo (Mytilopsis sp.) introduzido em Cullen Bay na Australia [15].

Em relacdo a herpetofauna exdtica e invasora, sdo muito poucos os exemplos de
erradicacdo ou controle com sucesso, sendo escassos os esfor¢os para avaliar os impactos
ecologicos causados por estes animais. Os répteis e anfibios exéticos raramente afectam
directamente os seres humanos e por consequéncia a estas espécies ndao ¢ dada importancia.
Na sua maioria, s30 animais inconspicuos e que raramente se revelam como pragas. No
entanto a alta capacidade de reproducdo e a elevada densidade populacional caracterizam
muitas espécies da herpetofauna invasora, o que dificulta o sucesso das erradicacdes [16].

Os impactos causados pela herpetofauna exotica até agora documentados incluem
envenenamento de predadores, predacdo de espécies nativas [2, 17, 18 e 19] competicdo com
anfibios e/ou répteis nativos, transmissdao de parasitas ou agentes patogénicos [20] e
contaminacdo genética por hibridacdo, provocando alteracdes morfoldgicas, fisioldgicas e
comportamentais nas populacdes de espécies nativas [16]. Os efeitos directos sobre os seres

humanos incluem perdas econdémicas para a agricultura, produc¢do e distribui¢do energia
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(Fritts et al., 1987 in [21]; Fritts et al., 1992 in [22]) e outras actividades (Fritts et al., 1987 in
[21]); impactos na saide devido a envenenamentos [16, 22], contaminagdes das dguas,
transmissdo de doengas, perda do conhecimento cientifico em biogeografia, taxonomia e
ecologia [16].

No Havai foi introduzida acidentalmente, por importacdes de plantas para horticultura e
paisagismo provenientes de Porto Rico, a ra-arboricola Eleutherodactylus coqui (Kraus, et al
1999 in [20]). O epiteto especifico desta espécie evoca o som que emite, o qual provoca uma
elevada polui¢do sonora, tendo também impactos negativos sobre os insectos e sobre outros
animais nativos [23]. Apesar do esforco para a sua erradicacdo através de capturas e de
aplicacdo por pulverizacdo de produtos quimicos, o exterminio desta espécie invasora nao foi
possivel, pois as entidades responsaveis demoraram em intervir com um plano de erradicagao,
e a populacdo desta ra-arboricola tem agora uma grande expansao em todo o arquipélago [16,
24].

Em 1935, o sapo Bufo marinus foi introduzido na Austrilia (Beurden & Grigg, 1980 in
[25]), na tentativa de controlar o besouro Dermolepida albohirtum que constituia uma praga
para os campos de cana-de-agicar. O sapo, no entanto, ndo somente nao foi eficaz no controlo
dos besouros, como ele proprio se tornou uma praga, levando ao declinio vérias populagcdes
de muitas espécies nativas de anfibios e répteis e também de mamiferos predadores. Estes
declinios deveram-se a predacdo, competicao e as secrecdes toxicas produzidas pelo sapo, que
levam ao envenenamento dos potenciais predadores [26]. Algumas medidas de erradicacao
foram tentadas, porém sem éxito pois esta espécie tem uma alta capacidade de reproducdo e
dispersao [27].

Uma outra espécie de anuro amplamente distribuida pelo mundo € Xenopus laevis
(Daudin 1802). Durante as décadas de 1940 e 1950 estes animais foram importados por
laboratdrios para serem usados em diagndsticos de gravidez humana, ap6s a descoberta que a
urina de uma mulher gravida, quando injectada numa fémea de X. laevis, induzia a sua
producdo de ovos [28, 29]. Assim, esta espécie comecgou a ser distribuida para muitos paises,

através do aumento do comércio internacional [30].

Xenopus laevis, vulgarmente chamado de ra-de-unhas, € um anfibio da familia Pipidae,
endémico de Africa, das regides subsarianas mais frias. Encontra-se distribuido naturalmente
entre o Cabo da Boa Esperanga e o planalto dos Camardes e da Nigéria. Nao ocorre na bacia
do Zaire e nas terras quentes e dridas do Este da Africa. Estd presente nos biomas temperados,

subtropicais e tropicais, distribuindo-se aparentemente por todos os tipos de corpos de dgua
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doce [31]. Possui uma pele muito lisa (=laevis) e viscosa e apresenta coloracdo castanho-
olivicea com manchas mais escuras na regido dorsal e branca na regido ventral. Nao possui
lingua, dentes, palpebras e ouvido externo [32]. Nos membros anteriores nao ha membrana
interdigital, enquanto que nos membros posteriores, além da membrana interdigital, possuem
garras nos trés dedos mais externos [33]. O seu sistema sensorial localizado lateralmente na
superficie da pele tem as mesmas func¢des que a linha lateral dos peixes [34]. Neste género, os
adultos s@o quase inteiramente aqudticos e possuem diversas adaptagdes morfologicas e
sensoriais a este modo de vida, sendo o que o periodo de actividade maxima € nocturno [35].
As fémeas da espécie sdo consideravelmente maiores que os machos, podendo medir de 110 a
130 mm de comprimento, e os machos sdo entre 10% e 30% menores [36].

E uma espécie ecologicamente distinta em comparagiio com outras espécies de anfibios:
pode sobreviver por longos periodos sem dgua, pode fazer migragdes sobre a terra, alimenta-
se debaixo da dgua detectando as presas através do olfacto e pode alimentar-se inclusive dos
seus proprios girinos filtradores de plancton. Tem também a capacidade de sobreviver longos
periodos sem se alimentar. Possui grande tolerancia a variagdes de temperatura e uma extensa
época de reproducdo, o que facilita a sua elevada fertilidade, e a sua longevidade pode
ultrapassar os 20 anos [28]. Todas estas caracteristicas facilitam as pesquisas em laboratdrios
e o comércio como animal de estimacdo, mas t€ém também conferido importantes vantagens

para a sobrevivéncia das populacdes introduzidas em novos ambientes.

A distribuicdao actual de X. laevis engloba quatro das cinco regides com clima
mediterranico do mundo, incluindo a Africa do Sul, o sudoeste da Califérnia, o Chile e agora
Portugal; e ainda o Reino Unido, 10 estados dos Estados Unidos, Franca, Indonésia, México
[37], Alemanha, Holanda, Ilha da Ascensdo (Atlantico sul) [28], Israel [38], Venezuela [39] e
recentemente foi conhecida a sua presenca no Brasil [40].

Uma diferenca entre as introdugdes de X. laevis e as de outros anuros mais ruidosos €
que as populagdes de Xenopus passam geralmente despercebidas, ji& que sdo quase
exclusivamente aquéticos e de actividade nocturna. E provével que existam mais populacdes
introduzidas noutras regides das quais ndo se tenha conhecimento. Vérios estudos tém
demonstrado o aumento da dimensao das populagdes de X. laevis em varios locais do mundo
e os seus impactos [28, 41 e 42]. X. laevis depreda macroinvertebrados, pequenos peixes e
anfibios [43], além de causar impactos secundarios como o aumento da turbidez da 4gua e a
liberacdo de nutrientes, ocasionada pela perturbacdo do sedimento, o que pode originar

mudancas na dinamica dos proprios ecossistemas aquaticos. [42]. Para além desses impactos,
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um outro de extrema importincia é que X. laevis é um vector da quitridiomicose, uma doenca
causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (Longcore, Pessier & Nichols 1999), a
qual é fatal para muitos anfibios fora do continente africano. X. laevis e outras espécies
africanas parecem ser imunes a doenga [30, 44].

Foram feitos alguns esforcos para a erradicagdo de populagdes de X. laevis; porém a
maioria das tentativas fracassou [45]. Ha registo de uma pequena populacdo isolada que
habitava um lago artificial, na Universidade da Califérnia, no qual se aplicou veneno, tendo a
erradicacdo alcancado sucesso [28]. Na Carolina do Norte a erradicacdo foi feita através da
drenagem das lagoas no Outono, tendo-se completado com o congelamento durante o Inverno

[28].

A prevencdo da introducdo, o controle e, quando possivel, a erradicacdo de espécies
exdticas invasoras véem aumentar as suas hipoteses de sucesso quanto mais cedo sao
iniciadas [46]. O numero de individuos da populacdo e o consequente impacto sdo pouco
perceptiveis no inicio, mas com o passar do tempo aumentam, até que a invasdo se torna
irreversivel e os custos de erradicacdo sdo proporcionalmente mais elevados. Por isso o uso
combinado e especifico de métodos mecanicos, quimicos e bioldgicos pode resolver invasdes
em diferentes contextos e tempos [47]. Entretanto, em qualquer programa de erradicacio &
fundamental que se inicie um programa de monitorizacdo durante e apds a accdo de
erradicacdo, o que constitui um factor essencial para determinar o sucesso do programa [44].

Nos planos de erradicacao de anfibios sdo usados varios métodos de captura. O uso de
armadilhas de funil (Moller 1994 in [48]) e os pitfalls colocados ao longo das vedagdes
servem para capturar os animais que andam em terra firme (Moller 1994 in [48]; [49]). Na
tentativa de erradicar Bufo marinus na Austrdlia foram usadas armadilhas com atractivos
acusticos variados para aumentar o nimero de individuos adultos capturados [50]. O controlo
das posturas ¢ um método bastante especifico. Na Nova Zelandia, recolhem-se as posturas de
Limnodynastes dumerilii como accdo de erradicacdo. Nos casos em que existam espécies
autéctones de anfibios, o conhecimento das diferentes épocas de postura das espécies
existentes pode facilitar um atempado tratamento de todo o charco, servindo para controlar a
espécie alvo antes que as espécies nativas comecem a fazer as suas posturas [48]. A drenagem
dos charcos quando o volume de dgua é reduzido pode servir para eliminar as posturas e
girinos [51]. Os camaroeiros e as nassas (Negovetic et al 2001 in [48]) sdo usados na captura

dos girinos.

15



Os métodos quimicos, como por exemplo a aplicacdo de produtos toéxicos, ou fisicos
como a fumigac¢do com dgua quente durante algum tempo, podem ser usados para aumentar a
taxa de mortalidade dos anfibios [48, 49]. No controlo das pequenas ras arboricolas no Havai,
o método mais eficaz foi a fumigagdo com uma solucdo de cafeina em dgua (Campbell et al.,
2001 in [48], Raloff, 2003 in [48]). Os métodos de controlo bioldgico através da introducdo
de peixes predadores [51] também se mostraram eficazes na diminui¢do da populacdo de
espécies invasoras. Relativamente as tentativas de erradicacdo de X. laevis sdo também
utilizadas técnicas de armadilhagem, captura com redes, pesca eléctrica, drenagem dos corpos

de 4gua e introducgdo de peixes predadores [51].

De acordo com os estudos ja realizados em Portugal, a populagao de introduzida de X.
laevis encontra-se distribuida pelas ribeiras da Lage e de Barcarena, no concelho de Oeiras,
concentrada na parte mais a jusante, a qual se localiza numa drea densamente urbanizada,
podendo dificultar a migracdo dos individuos por terra até outros ambientes aquaticos [52]. A
populacdo da Ribeira de Barcarena foi recentemente descoberta (em 2008), sendo essa ribeira
imediatamente vizinha a Ribeira da Lage.

As informagdes sobre a biologia e ecologia de X. laevis, indicam que 0 mesmo possui
uma elevada capacidade de dispersdo, principalmente onde encontra condi¢cdes ambientais
favordveis, como em Portugal. Sendo assim, torna-se importante o controlo e erradicagdo
dessa espécie antes que esta se consiga propagar por outros locais do pais. Assim foi iniciado,
em 2010, o programa de erradicacdo de Xenopus laevis em Portugal, programa esse resultante
de um protocolo entre as seguintes entidades: Instituto para a Conservagdao da Natureza e da
Biodiversidade (coordenador), Camara Municipal de Oeiras, Faculdade de Ciéncias da

Universidade de Lisboa e Instituto Gulbenkian de Ciéncia.
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2. OBJECTIVOS

Neste trabalho tentdmos avaliar o sucesso do primeiro ano do plano de erradicagcdo de

Xenopus laevis nas ribeiras da Lage e de Barcarena, bem como obter estimativas sobre:
a) A distribuicao da espécie nas 2 ribeiras;

b) O sucesso de captura com dois tipos de metodologia: armadilhas de funil e

pesca eléctrica;
c) A variagdo das taxas de captura ao longo de 3 sessdes de erradicacao;
d) A estrutura de tamanhos e o sex-ratio dos animais capturados;

Finalmente, compardamos também a estrutura de tamanhos e o sex-ratio dos animais

capturados com os de uma amostra de 70 animais capturados na ribeira da Lage em 2007.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Area de estudo e pontos de amostragem

As Ribeira da Lage e de Barcarena nascem a leste da Serra de Sintra e desaguam no
estudrio do Tejo, nas praias de Santo Amaro e Caxias, respectivamente. A ribeira da Lage
percorre um total de 15.8 km, enquanto que a ribeira de Barcarena é mais comprida,
percorrendo 19,2 km. A distdncia média entre as duas ribeiras é de aproximadamente 5 km.
Ambas tém bacias hidrograficas muito pequenas e isoladas de outras bacias, com excep¢ao da
por¢dao em que atravessam o concelho de Sintra, na qual as margens ainda estdo num estado
relativamente natural. No concelho de Oeiras, a area envolvente as ribeiras € urbana e as
margens estdo regularizadas. Entre estas duas ribeiras estd a ribeira de Porto Salvo, com

aproximadamente 3 km e um caracter muito temporario (fig.1).

Para a ribeira da Lage, foram considerados para o plano de erradicac¢do todos os locais
para os quais em trabalhos anteriores [53] foi detectada a presenca de Xenopus laevis. Sendo
assim, foram definidos 7 pontos de amostragem com uma distincia entre si de no méximo 1
km, onde foram também medidas as profundidades médias (fig. 2). De montante para jusante,
sao eles: Ponte Talaide (PT), Bairro dos Navegadores (BN), Hortas da Lage (HL), Bairro da
Lage (BL), Estacdo Agronémica Nacional (EA), Jardim do Pal4dcio do Marqués de Pombal
(JM) e Parque Municipal de Oeiras (PM).

Na ribeira de Barcarena foram também seleccionados 7 pontos de amostragem, sendo
eles: Ponte de Sdao Marcos (SM), Lugar do Bico (LB), Fabrica da Pélvora (FP), Ribeira-
abaixo (RA), Quinta Nossa Senhora da Conceicdo (NS), Pedreira Italiana (PI) e Murganhal
(MU). As profundidades médias dos pontos de amostragem estao indicadas na figura 3.

As distancias percorridas em cada um dos pontos de amostragem de cada ribeira estio

indicadas na tabela 1.
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Figura 1. Mapa de localizacdo dos locais de amostragem no concelho de Oeiras.
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Figura 2. Profundidade média dos locais amostrados na ribeira da Lage. Indicacdo dos pontos amostrados de
montante para jusante: PT - Ponte Talaide; BN - Bairro dos Navegadores; HL - Hortas da Lage; BL - Bairro da
Lage; EA - Estacdo Agronémica Nacional; JM - Jardim do Paldcio do Marqués de Pombal; PM - Parque
Municipal de Oeiras. As barras de erro representam 1 desvio-padrdo.
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Figura 3. Profundidade média dos locais amostrados na ribeira de Barcarena. Indicacdo dos pontos amostrados
de montante para jusante: SM - Ponte de Sdo Marcos; LB - Lugar do Bico; FP - Fabrica da Pélvora; RA —
Ribeira-abaixo; NS - Quinta Nossa Senhora da Conceigdo; PI - Pedreira Italiana; MU - Murganhal. As barras de
erro representam 1 desvio-padrio.

Tabela 1. Distancia percorrida, em metros, nos locais amostrados das ribeiras da Lage e de Barcarena.

Ribeira Local Distancia (metros)

PT 50

BN 200

HL 100

Lage BL 500
EA 300

M 350

PM 150

Total 1650

SM 250

LB 100

FP 150

Barcarena RA 220
NS 150

PI 100

MU 100

Total 1100

Durante o trabalho foi também feita a prospeccdo da ribeira de Porto Salvo; porém a

mesma apenas apresentava algum caudal em dois locais (“montante” e “jusante” na figura 1).
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3.2. Remocao de adultos

O primeiro ano do plano de erradicagdo envolveu 3 etapas, decorrendo entre os meses
de Maio e Setembro, e sobrepondo-se assim a época do ano em que a espécie estd mais activa
(Abril a Julho) [53].

O registo das coordenadas rectangulares de cada um dos locais de amostragem foi
realizado através do Sistema de Posicionamento Global (GPS) eTrex da Garmin,
encontrando-se as mesmas listadas no anexo I para a projec¢ao Datum WGS 1984 Zone 29N.

Nas duas primeiras etapas, cada uma com a duragdo de 2 semanas, recorreu-se a
armadilhas de funil iscadas com comida enlatada para gato para a captura de adultos de
Xenopus laevis. As armadilhas foram construidas a partir de garrafées de dgua de 5 litros de
capacidade, aos quais se cortou e inverteu o topo, encaixando-o depois na base. Cada
armadilha foi atada a uma estrutura fixa na margem e imersa no corpo de dgua, de preferéncia
até ao fundo, em zonas com pouca corrente (pegos) € com a abertura orientada para o sentido
contrario a corrente de dgua. O numero de armadilhas utilizadas variou consoante as

caracteristicas do local, nomeadamente as dimensdes dos pegos de cada ribeira (Tabela 2).

Tabela 2. Nimero de armadilhas utilizadas, nos locais de amostragem, nas duas primeiras etapas do plano de
erradicacdo, nas ribeiras da Lage e de Barcarena.

1? Etapa 2 Etapa
Local (17-Mai a 01-Jun) (28-Jun a 09-Jul)
PT 2 5
BN 10 10
HL 8 5
Lage BL 18 20
EA 20 20
M 25 20
PM 10 10
Total 93 90
SM - 10
LB - 11
FP - 12
Barcarena RA - 13
NS - 14
PI - 15
UM - 16
Total - 70
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Durante o periodo de trabalho as ribeiras foram visitadas alternadamente, excepto no
Jardim do Marqués de Pombal (ribeira da Lage), cujas armadilhas foram verificadas todos os
dias durante a primeira etapa.

Na segunda etapa, a captura de adultos de X. laevis foi complementada com realizacio
de pesca eléctrica no dia 5 de Julho no Bairro dos Navegadores, durante 15 minutos, e no dia
07 de Julho no Jardim do Marqués de Pombal, durante 70 minutos.

Foram utilizados dois tipos diferentes de equipamento de pesca eléctrica: um aparelho
fixo GX 140 (EL62, 5,0HP), com gerador a operar na margem e um aparelho de transporte
dorsal SAMUS-725GN (PDC) com bateria. Com ambos os aparelhos foi utilizada corrente
continua a uma frequéncia de 30Hz.

A terceira etapa foi realizada apenas durante uma semana no inicio de Setembro,
somente com recurso a pesca eléctrica, e s6 em alguns dos locais anteriormente visitados
(aqueles onde tinham sido encontrados adultos de X. laevis nas duas primeiras etapas).

Tabela 3. Duragdo, em minutos ('), da pesca eléctrica nos locais amostrados, na terceira etapa do plano de
erradicacdo, nas ribeiras da Lage e de Barcarena.

Local 30-Ago  31-Ago 01-Set 02-Set 03-Set

PT - - - - 17 17
BN - 25' - - - 25'
Lage BL - - 32' - - 32'
M 8 - 48' - 23" 79'
EA - - - - 36' 36'
SM - - - 2' - 2'
LB - 25' - - - 25'
Barcarena RA - - - 30' - 29'
NS - - - 20' - 20"
PI - - - 19' - 19'

Todos os individuos de X. laevis capturados foram colocados em sacos individuais
devidamente identificados, transportados em geleiras e sacrificados por congelamento em
arcas frigorificas no periodo maximo de uma noite apds a sua captura. A cada animal foi de
seguida medido o comprimento entre o focinho e o urdstilo (SUL) até aos 0,01 mm, fazendo
uso de uma craveira electrénica (INSIZE) e posteriormente os animais foram armazenados em
alcool a 75%.

O sexo foi determinado pela existéncia de caracteres sexuais secundarios nos machos,

tais como almofadas nupciais, apresentando-se como uma coloracdo mais escura ha zona
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interna dos membros anteriores [53]. Observou-se também que as fémeas apresentavam
extensdes da cloaca, tal como descrito por Measey (2001)[54]. Os juvenis, sem caracteres

sexuais secundarios foram dissecados para identificagao do sexo.

3.3. Prospeccao de posturas e girinos

As posturas de X. laevis foram identificadas de acordo com as suas caracteristicas: ovos
claros, com um diametro aproximado de 1,3 mm [36] e revestidos por gelatina transparente,
dispostos individualmente ou em pequenos grupos.

Todas as posturas e girinos de X. laevis detectados foram removidos do leito para a
margem, com o auxilio de camaroeiro, de modo a impedir a possibilidade de sobrevivéncia.
Alguns girinos foram levados para o laboratério para identificacio dos estddios de

desenvolvimento.

3.4. Tratamento estatistico

Ao longo dos resultados os valores sdo apresentados como média+1 desvio padrdo. O
sex-ratio foi calculado utilizando a férmula: n° de fémeas/n° de machos.

Utilizou-se o teste qui-quadrado para verificar a existéncia de diferencas no nimero de
capturas entre ribeiras, bem como entre o nimero de capturas obtidas com diferentes métodos.
O indice de abundancia foi calculado com a férmula: n°® de capturas/unidade de esforco.

Para a comparagao dos tamanhos corporais (SUL) entre os dois sexos e entre os locais
de captura foi utilizado o teste t. A aplicacdo deste teste foi precedida por uma andlise aos
pressupostos de normalidade na distribui¢cdo dos dados e de homogeneidade das variancias.
Este dltimo pressuposto foi testado com o teste de Levene, ao passo que a normalidade foi
testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov.

A anélise de correlacdo (Pearson) foi utilizada para avaliar a relagdo entre o nimero de
animais capturados e o nimero de sessoes de captura em cada ribeira.

Em todos estes testes o valor critico foi definido para um nivel de significancia de 0,05.
Os cdlculos foram efectuados com os programas Excel (Microsoft Office 2007) e

STATISTICA (StatSoft ver. 9.0).
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4. RESULTADOS

4.1. Capturas do ano de 2010

4.1.1. Prospeccao de posturas e girinos

Neste primeiro ano do programa de erradicagdo foram observadas posturas e girinos de
Xenopus laevis em alguns dos locais amostrados (tabela 4 e fig. 4). No entanto, s6 foram
encontrados girinos em estddios mais avangados (39 e 43), segundo Gosner (1960)[55], no

ponto JM.

Tabela 4. Observagdo de posturas e girinos de Xenopus laevis nos locais amostrados das ribeiras da Lage e de
Barcarena (Ribeira da Lage: PT - Ponte Talaide; BN - Bairro dos Navegadores, HL. - Hortas da Lage; BL -
Bairro da Lage; EA - Estagdo Agronémica Nacional; JM - Jardim do Paldcio do Marqués de Pombal; PM -
Parque Municipal de Oeiras; Ribaira de Barcarena: SM Ponte de Sdo Marcos; LB - Lugar do Bico; FP - Fabrica
da Pélvora; RA - Ribeira abaixo; NS - Quinta Nossa Senhora da Concei¢do; PI - Pedreira Italiana; MU -
Murganhal).

Local: PT BN HL BL EA IM PM
Ribeira da Posturas: 0 0 2 > 10 > 10 > 10 1
Lage

Girinos: 0 0 0 > 100 0 > 100 0

Local: SM LB FP RA NS PI MU
Ribeira de Posturas: 0 0 0 1 10 1
Barcarena

Girinos: >100 > 100 0 0 0 3
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Figura 4. Classes de abundincia dos girinos capturados em cada local amostrado das ribeiras da Lage e de
Barcarena.

4.1.2. Remocao de adultos
Em 2010, foram capturados no total 102 Xenopus laevis, 86 na ribeira da Lage (28

fémeas e 58 machos) e 16 na ribeira de Barcarena (6 fémeas e 10 machos) (tabela 5).

Tabela 5. Animais capturados na Ribeira da Lage e de Barcarena por diferentes métodos de captura nas 5
semanas do plano de erradicacdo; “-““ indica que, por vdrias razdes, ndo houve sessdo de captura (ver discussao).

Ribeira Método 1semana 2°semana 3*semana 4°semana 5" semana Total
(Maio) (Maio) (Julho) (Julho) (Setembro)
Armadilhas 10 19 14 9 - 52
Lage .
Pesca eléctrica - - - 21 13 34
Armadilhas - - 4 10 - 14
Barcarena .
Pesca eléctrica - - - - 2 2
10 19 18 40 15 102

Na ribeira da Lage, foi no local JM que se registou o maior nimero de capturas de X.

laevis (63). A distribui¢do das capturas por local foi muito mais equilibrada na ribeira de
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Barcarena. Aqui o nimero maior de capturas deu-se em RA e SM (5 adultos em cada local).
Foram capturados individuos adultos em todos os locais onde estes foram observados, com
excep¢ao de PM (na Lage), onde durante as campanhas foi observado um individuo adulto,

sem no entanto ter sido capturado nenhum animal neste local (tabela 6).

Tabela 6. Nimero de individuos de X. laevis capturados em cada local, com distin¢gdo entre sexos (Ribeira da
Lage: PT - Ponte Talaide; BN - Bairro dos Navegadores, HL - Hortas da Lage; BL - Bairro da Lage; EA -
Estacdo Agronémica Nacional; JM - Jardim do Paldcio do Marqués de Pombal; PM - Parque Municipal de
Oeiras; Ribaira de Barcarena: SM Ponte de Sdo Marcos; LB - Lugar do Bico; FP - Fabrica da Pdlvora; RA -
Ribeira abaixo; NS - Quinta Nossa Senhora da Conceigdo; PI - Pedreira Italiana; MU — Murganhal).

Local: PT BN HL BL EA M PM
Ribeira da Machos: 0 8 0 8 0 42
Lage Fémeas: 0 2 0 4 1 21
10 0 12 1 63
Local: SM LB FP RA NS PI MU
Ribeira de Machos: 1 3 1 4
Barcarena Fgmeas: 4 1 0 1 0
4 5

No total das duas ribeiras o nimero de capturas obtido através de armadilhagem (66) foi
superior ao obtido com pesca eléctrica (36). No entanto, o nimero de animais capturados por

dia com armadilhas (4,1) foi semelhante ao obtido com pesca eléctrica (4,5).

Na ribeira da Lage o nimero de capturas com armadilhas (52) foi superior ao niimero de
capturas com pesca eléctrica (34). Nesta ribeira, o nimero de animais capturados por dia com

pesca eléctrica (5,7) foi superior ao dos capturados por armadilhagem (4,0).

Na ribeira de Barcarena o padriao foi o inverso da Lage - o nimero de capturas com
armadilhas (14) também foi superior a pesca eléctrica (2), mas aqui o nimero de capturas por

dia com armadilhas (4,7) foi superior ao obtido com pesca eléctrica (1,0) (tabela 7).

Tabela 7 Capturas de adultos de Xenopus laevis nas ribeiras da Lage e Barcarena utilizando dois métodos de
capturas, armadilha e pesca eléctrica, com indicag@o dos respectivos niimeros de dias de amostragem.

Ribeira Método N° Capturas N° dias Capturas/dia
Armadilha 52 13 4,0
Lage .
Pesca eléctrica 34 6 5,7
Armadilha 14 3 47
Barcarena )
Pesca eléctrica 2 2 1,0
Lage e Armadilha 66 16 4,1
Barcarena Pesca eléctrica 36 8 4,5
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O nuimero de animais capturados diferiu significativamente entre as duas ribeiras
(x2=4,32; df=2; p<0,05), tanto para as capturas realizadas com armadilhas (y2=11,93; df=2;
p<0,05) como para as realizadas com pesca eléctrica (¥2<0,001; df=2; p<0,001).

O indice de abundancia de capturas com pesca eléctrica foi maior na ribeira da Lage,
especialmente na EA e JM (fig. 5). O indice de abundancia calculado a partir das capturas em

armadilhas foi semelhante nas duas ribeiras (fig. 6).

N
] B
B
,\
\ .
¥
\,
¥
| <
¢
\ 0 1 ()Or(,\:lclmlsﬂ()ﬂ 3.000

indice de Abundancia
(Pesca eléctrica)
0,01
0,05
0,1
® Ausentes

Concelho de Qeiras

Figura 5. Indices de abundancias de adultos calculados a partir das capturas com pesca eléctrica em cada local
amostrado das ribeiras da Lage e de Barcarena.
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Figura 6. Indices de abundancias de adultos, calculados a partir das capturas com armadilhas em cada local

amostrado das ribeiras da Lage e de Barcarena.

Nao houve correlacdo significativa entre o nimero de animais capturados € o nimero de

sessdes de captura no total das 2 ribeiras (r=0,19659; p>0,05) (fig. 7).
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Figura 7. Relacdo entre o nimero de capturas e o indice de ordem das sessdes de captura. A relacdo ndo é

significativa (r=0,19659; p>0,05).
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4.1.3. Sex ratio

O sex-ratio do total da amostra ndo foi equilibrado, correspondendo a 0,5 fémeas por
macho. Houve diferencas entre o sex-ratio dos animais capturados com armadilhas (0,5
fémeas por macho) e dos capturados com pesca eléctrica (0,4). Este padrao foi essencialmente
devido as capturas realizadas na Lage, onde o sex-ratio total foi de 0,5 fémeas por macho,
com o sex-ratio dos animais capturados com armadilhagem (0,5) superior ao dos animais
capturados com pesca eléctrica (0,4). Na ribeira de Barcarena o sex-ratio foi de 0,6 fémeas
por macho. Nesta ribeira o sex-ratio dos animais capturados com armadilhagem (0,6) foi
inferior ao das capturas com pesca eléctrica (1,0) (tabela 8). A figura 8 mostra o sex-ratio em

cada ponto amostrado das duas ribeiras.

Tabela 8. Nimero de individuos de X. laevis capturados nas ribeiras da Lage e de Barcarena, através de
armadilha e pesca eléctrica, com disting@o entre sexos e indica¢do do sex-ratio.

Método Fémeas Machos Sex-ratio

Armadilha 18 34 0,5
Lage .

Pesca Eléctrica 10 24 04

Total Lage 28 58 0,5

Armadilha 5 9 0,6
Barcarena Pesca Eléctrica 1 1 1,0

Total Barcarena 6 10 0,6

Armadilha 23 43 0,5
Lage e Pesca Eléctrica 1 25 0,4
Barcarena

Total 34 68 0,5
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Figura 8. Sex-ratio do conjunto de adultos capturados em cada ponto amostrado nas ribeiras da Lage e de
Barcarena, utilizando ambos os métodos de captura.

4.1.4. Estrutura de tamanhos na populaciao

Nao foi possivel medir o comprimento focinho-urdstilo (SUL) de todos os individuos
adultos capturados, pois dado o estado avancado de putrefaccdo em que alguns se
encontravam, estes foram enterrados no local. Para os cdlculos seguintes também nao foram
contabilizadas as medi¢des do SUL dos individuos juvenis de X. laevis - 1 macho com 56,8
mm e 2 fémeas (70,28 e 70,68 mm). Assim, considerando apenas a populacdo que mostrava
caracteres sexuais secunddrios, o SUL médio total das fémeas capturadas foi 94,69+9,31 mm
(N=23), variando entre 80,00 e 118,0lmm; enquanto o dos machos foi 73,51+4,72mm
(N=59), variando entre 64,37¢ 81,00 mm.

Na ribeira da Lage o SUL médio das fémeas (94,83+9,74 mm; N=21), variou entre
80,00 a 118,01 mm, sendo maior que o dos machos (73,87+4,72 mm; N=53) com variacao
entre 64,37 a 81,00 mm. Na ribeira de Barcarena, também as fémeas tiveram um SUL médio
superior (93,20+1,83 mm; N=2, variando de 91,90 a 94,49 mm), em relacdo aos machos
(70,36£3,77 mm; N=6, com varia¢do entre 66,56 a 76,66 mm).
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A distribui¢do do SUL por classes, mostrou que em ambos os sexos hd uma distribui¢ao
normal em torno da média (machos: K-S d=0,103; p>0.05; fémeas: K-S d=0,132; p>0,05)
(fig. 9).
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Figura 9. Distribuicio do SUL (mm) dos animais capturados nas ribeiras da Lage e de Barcarena (sexos
separados).

Verificou-se que os animais capturados por métodos diferentes (armadilha e pesca
eléctrica), ndo diferiram em tamanho, tanto os machos (t57=0.407; p>0.05) (fig. 10), como as
fémeas (t;=0.571; p>0.05) (fig. 11). Os animais capturados com armadilhas tiveram uma
variacdo no comprimento focinho-urdstilo (machos: 64,37 a 81,00 mm; fémeas: 82,05 a
110,61 mm), muito semelhante aos capturados com pesca eléctrica (machos: 66,54 a 80,50;
fémeas: 80,00 a 118,01 mm). Este padrao foi também encontrado separadamente para cada
uma das ribeiras - os dois métodos capturaram animais com tamanhos corporais muito

semelhantes, distinguindo-se facilmente os sexos (figs. 12 e 13).
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Figura 10. Tamanho corporal (SUL, mm) dos machos capturados em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confianca de 95%. A diferenca
ndo € significativa.
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Figura 11. Tamanho corporal (SUL, mm) das fémeas capturadas em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confianga de 95%. A diferenca

ndo ¢ significativa.
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Figura 12. Tamanhos corporais (SUL, mm) do total dos animais capturados na ribeira da Lage, utilizando

armadilhas e pesca eléctrica, com distin¢@o entre os sexos. As barras de erro indicam 1 desvio-padrao.
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Figura 13. Tamanhos corporais (SUL, mm) do total dos animais capturados na ribeira de Barcarena, utilizando

armadilhas e pesca eléctrica, com distin¢@o entre os sexos. As barras de erro indicam 1 desvio-padrao.
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Usando o total das capturas, ndo houve diferencas significativas no SUL dos machos
entre as duas ribeiras amostradas (ts;=1.753; p>0.05), assim como para as fémeas (t;;=0.232;
p>0.05). Houve uma maior varia¢do do tamanho corporal nos machos da ribeira de Barcarena

(fig. 14) e nas fémeas da ribeira da ribeira da Lage (fig. 15).
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Figura 14. Tamanho corporal (SUL, mm) dos machos capturados em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confianca de 95%. A diferenca
ndo € significativa.
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Figura 15. Tamanho corporal (SUL, mm) das fémeas capturadas em 2010 nas ribeiras da Lage e de Barcarena
utilizando armadilhas e pesca eléctrica. As barras representam os intervalos de confianca de 95%. A diferenca
ndo € significativa.

4.2. Comparacao das capturas de 2007 com as de 2010

No ano de 2007 foram capturados 70 animais na ribeira da Lage; porém para as andlises

seguintes apenas foram considerados os animais capturados nos pontos “Jardim do Marqués
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de Pombal” (JM) e “Bairro da Lage” (BL), devido serem esses os Unicos locais em que houve

capturas de vdrios animais nos dois anos (2007 e 2010).

4.2.1. Comparacao da estrutura de tamanhos

Nao houve diferencas no SUL dos machos capturados em BL (t,3=0.587; p>0.05) (fig.
16) e JM (t54=0.85; p>0.05) (fig. 17) em 2007 e 2010. O mesmo aconteceu para as fémeas,

quer em BL (t3=0.485; p>0.05) (fig. 18), quer em JM (t35=0.37; p>0.05) (fig. 19).
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machos capturados nos dois anos no Bairro da Lage. As barras
representam os intervalos de confianca de 95%. A diferenca ndo € significativa.

2010

2007

Ano

O Mean
[J Mean+SE
T Mean+1.96*SE

Figura 17. Tamanho corporal (SUL, mm) dos machos capturados nos dois anos no Jardim do Marqués de

Pombal. As barras representam os intervalos de confianga de 95%. A diferenca ndo € significativa.
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Figura 18. Tamanho corporal (SUL, mm) das fémeas capturadas nos dois anos no Bairro da Lage. As barras
representam os intervalos de confianca de 95%. A diferenca ndo € significativa.
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Figura 19. Tamanho corporal (SUL, mm) das fémeas capturadas em 2010 no Jardim do Marqués de Pombal. As
barras representam os intervalos de confianca de 95%. A diferenca nio € significativa.

4.2.2. Comparacio de sex-ratio dos dois anos

Verificou-se que o nimero de machos capturados em JM em 2010 (42) foi maior que no

ano de 2007 (16). Em relagdo as fémeas, as capturas foram iguais nos dois anos para JM (21).

Em JM, o sex-ratio foi de 1,31 fémeas por macho em 2007 e de 0,5 em 2010. Em relacdo a

BL o sex-ratio foi de 0,17 em 2007 e de 0,25 em 2010 e. Houve assim nos dois locais um

desvio do sex-ratio para uma maior propor¢cdo de machos entre os dois anos.
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5. DISCUSSAO

Uma vez comprovada a presencga das populagdes de Xenopus laevis nas ribeiras da Lage
e de Barcarena, este trabalho constitui a avaliacdo da primeira fase do plano de erradicacdo da
espécie nestas ribeiras. Foram obtidas indicagdes sobre a estrutura de tamanho e sex-ratio da
populacdo de cada ribeira e pudemos avaliar a eficicia das capturas com os dois tipos de
métodos utilizados. Foi também possivel fazer comparacdes entre as capturas de 2007e de

2010, em duas regides da ribeira da Lage.

5.1. Capturas do ano de 2010

5.1.1. Estabelecimento da espécie nas duas ribeiras

A partir do ndmero total de Xenopus laevis capturados na ribeira da Lage (86) e na
ribeira de Barcarena (16), ndo podemos deduzir a dimensao da populacio nessas ribeiras. No
entanto, nesta primeira fase do plano de erradicacdo, verificou-se que ndao houve qualquer
tendéncia para a diminui¢do no nimero de capturas ao longo das vérias sessdes, o que indica
que provavelmente a remocao destes animais ainda nao terd tido um impacto significativo no
total da populacdo. O melhor indicador sobre o impacto deste programa de erradicacao sé
podera ser obtido na Primavera de 2011, quando recomecar o programa de erradicagdo, pois o
padrao crescente de capturas ao longo das sessdes de amostragem registado em 2010 pode ser
devido a consecutiva entrada em actividade de animais que tenham permanecido escondidos
durante parte da Primavera/Verao de 2010.

Apesar de nas duas primeiras semanas de trabalho ndo terem sido realizadas sessdes de
capturas na ribeira de Barcarena, considerando apenas as semanas seguintes, nas quais
ocorreram amostragens nas duas ribeiras, o nimero de individuos capturados em Barcarena
(16) foi muito inferior ao da ribeira da Lage (57).

Nota-se assim que a espécie parece estar bem estabelecida na ribeira da Lage, porém
muito concentrada no Jardim do Marqués de Pombal (JM), possivel local de introdugao da
espécie no final da década de 1970 [52]. Foi no JM que se capturou o maior nimero de
individuos, o que pode ser um indicio de bom estabelecimento da espécie neste local. A
presenca de alguns pegos mais delimitados e ndo muito profundos (aproximadamente 75 cm)

neste local, também facilitou as capturas.
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Relativamente a populagdo presente na ribeira de Barcarena a espécie mostrou-se
bastante rara e mais espalhada pelos diferentes locais amostrados. Essa dispersdo da espécie
nesta ribeira pode estar relacionada com a auséncia de condi¢des Optima na ribeira de
Barcarena, o que impossibilita a manuten¢do de grandes populacdes e/ou leva os animais a
maiores deslocagdes ao longo da ribeira. Outro possivel factor explicativo deste padrdo € a
possibilidade de ndo haver um tnico local de introducdo da espécie, ao contrdrio do que terd

ocorrido na ribeira da Lage.

5.1.2. Métodos de captura

Utilizou-se dois métodos de captura, armadilha e pesca eléctrica, com o intuito de se
conseguir capturar o maior nimero de animais possivel e com diferentes dimensdes corporais.

Verificou-se que o nimero de individuos capturados com armadilhas foi muito superior
ao dos capturados com pesca eléctrica. A diferenca no nimero de capturas entre os dois
métodos pode ser devida ao facto de que nem todos os locais amostrados com armadilhas
apresentam condi¢des propicias a captura com pesca eléctrica. Alguns factores, como a
presenca de pegos delimitados que facilitam a captura dos animais pelo camaroeiro, a baixa
intensidade da corrente, bem como a impossibilidade de amostrar todos os locais das duas
ribeiras, podem assim ter contribuido para esta diferenca.

Os garrafdes de plastico utilizados como armadilhas, tinham o didmetro da entrada
(gargalo) inferior a largura abdominal de algumas fémeas, o que constitui mais uma razao
para a utilizacdo da pesca eléctrica, na tentativa de capturar as fémeas de maiores dimensoes.
No entanto, os resultados mostram que os dois métodos utilizados sdo eficazes na remog¢ao de
fémeas, como de machos, ndo tendo sido encontradas diferengas significativas entre os
tamanhos dos animais apanhados com cada um dos métodos. A explicacdo para termos
conseguido capturar fémeas de grandes dimensdes nas armadilhas pode dever-se ao facto dos
animais serem atraidos pelo isco [31], e assim comprimirem-se, entrando na armadilha, o que

¢ também facilitado pela grande viscosidade da pele.

5.1.3. Estrutura de tamanhos

Relativamente ao SUL dos adultos, verificou-se que as fémeas sdo significativamente
maiores que os machos, comprovando uma das caracteristicas do dimorfismo sexual da
espécie [36].

Comparando a estrutura de tamanhos entre as duas ribeiras, ndo foram encontradas

diferencas, quer nos machos, quer nas fémeas. No entanto, quando comparamos os maiores
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individuos capturados em cada ribeira, € notdrio que tanto os animais de maiores dimensoes
como os de menores dimensdes foram capturados na ribeira da Lage, o que € uma indicagdo
de que esta populagdo estd provavelmente a conseguir manter um maior sucesso de
reproducdo que a de Barcarena, produzindo assim uma estrutura de tamanhos mais
equilibrada.

Sabendo que Xenopus laevis, uma espécie de anfibio totalmente aquatico [32] e que se
adapta a diversas condicdoes ambientais [28, 56, 57], pode ter um maior e melhor
desenvolvimento e sucesso reprodutor quando encontra habitats mais favoraveis [58], ou seja,
ribeiras com locais de dguas paradas ou de fraca corrente, maiores profundidades, mais
perenes e com melhor qualidade da 4gua, supomos que estas condi¢des favoraveis a X. laevis
podem encontrar-se mais facilmente na ribeira da Lage. De facto as profundidades média e
maxima registadas em Barcarena sio um pouco menores que as da Lage, e além disso, a
ribeira de Barcarena apresentou maior grau de eutrofizacdo da dgua em comparagdo com a

ribeira da Lage (obs. pess.).

5.1.4. Sex-ratio

O sex-ratio da amostra capturada foi desequilibrado (0,5 fémeas para cada macho),
havendo pouca diferenca entre o sex-ratio das capturas com armadilhas (0,5) e com pesca
eléctrica (0,4).

De um modo geral, uma possivel explica¢do para a desigualdade no niimero de capturas
entre machos e fémeas poderd estar relacionada com a fisiologia ou com o comportamento de
cada um dos sexos [59]. Poderd ainda existir uma diferenca na longevidade entre os dois
sexos, com fémeas de menor longevidade que os machos. O grande investimento reprodutor
por parte das fémeas pode levé-las a uma menor longevidade, obrigando-as a gastarem uma
grande quantidade de energia na producdo de ovos. Este gasto de energia depende do
consumo de reservas de gordura e afecta directamente a sua condi¢do fisica e a sua
probabilidade de sobrevivéncia. Se os machos tiverem uma longevidade maior que as fémeas,
independentemente das condi¢des ambientais que afectam o sucesso reprodutivo deste sexo
[60], entdo a capacidade reprodutiva desta populacdo ndo estd no seu maximo, pois a
propor¢do entre os sexos nio € equilibrada. Esta desproporcdo entre o nimero de animais de
cada sexo pode trazer vantagens no controlo de espécies introduzidas, como no caso de X.
laevis, uma vez que afecta o potencial reprodutor, acarretando dificuldades na capacidade de
adaptacdo da espécie. Contudo, o enorme potencial reprodutor desta espécie pode fazer com

que seja possivel que este valor ndo tenha consequéncias significativas na sobrevivéncia da
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populacdo. A futura realizacao de estudos de esqueletocronologia [54] permitird avaliar qual a

estrutura etdria e a longevidade de cada um dos sexos e destas populagdes.

5.2. Comparacao das capturas de 2007 com as de 2010

5.2.1. Comparacao da estrutura de tamanhos

Ao analisar a estrutura de tamanho das fémeas de JM e compara-la a BL, verificamos
que em JM as fémeas mostram-se mais varidveis e mais pequenas, tal como aconteceu no ano
de 2007. Ha uma diferenca clara entre JM e BL, com machos menores no JM, o que também
aconteceu em 2007 [53]. Pressupondo que a distribuicado dos tamanhos mais pequenos é um
indicador dos locais onde a reproducdo ocorre com sucesso, entdo a reproducdo sucedera
preferencialmente em JM (jusante da ribeira). Uma vez que o tamanho dos animais aumenta
de JM para BL, esta pode ser uma indicagdo que os individuos mais velhos ou maiores se

estdo a dispersar e a deslocar para outros locais mais a montante da ribeira.

5.2.2. Comparacio de sex-ratio dos dois anos

Em ambos os locais houve um aparente desvio do sex-ratio no sentido de uma maior
propor¢ao de machos. Em JM houve até uma inversdo do sex-ratio, tendo a dominancia por
fémeas registada em 2007 passado a uma domindncia por machos. O maior nimero de
machos nas regides mais a monante (BL) poderd estar relacionado com o facto de ser este o
sexo de maior responsabilidade pela dispersdao da espécie, decorrendo esta dispersdo no
sentido de jusante para montante da ribeira. Desconhecem-se as razdes para a diminui¢ao da
propor¢ao de fémeas em JM, mas é tentador pensar que os animais maiores (todos eles
fémeas) poderdo ter sido capturados em 2007, ndo tendo havido ainda tempo para a populacdo

local voltar a reequilibrar o seu sex-ratio.
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CAPITULO II

1. INTRODUCAO

As espécies de anfibios estdo a diminuir a um ritmo alarmante numa escala global. Ao
redor do mundo um ter¢o das 6000 espécies sdo agora consideradas ameacadas, e até 122
espécies podem ser extintas [61]. Os anfibios apresentam 2 aspectos da sua biologia que os
tornam importantes como bioindicadores ambientais a nivel global: a fung¢do cutdnea e a
colonizacdo de dois habitats distintos (dulgcaquicola e terrestre). Alguns declinios sdo
claramente devido a destrui¢ao do habitat, introducdo de predadores ou concorrentes, aumento
da irradiac@o ultravioleta, chuva 4cida, condicdes climdticas adversas, poluicio ambiental,
doencas infecciosas ou uma combinacao destes [62]. Apesar de em algumas dreas o impacto
humano como a destruicdo de habitat, polui¢cdo e introducdo de predadores ndo ter sido
constatado, houve declinio de populac¢des de anfibios, ndo resultantes de extin¢des locais nem
de flutuacdes populacionais ou dinamica de metapopulagdes. A primeira grande morte em
massa de anfibios adultos ocorreu na Austrdlia ¢ no Panama (1993-1998) onde a causa
detectada foi uma doenca: a quitridiomicose [62, 63]. Estudos posteriores indicaram a
quitridiomicose como sendo uma das maiores ameagas para a sobrevivéncia dos anfibios em
quase todo o mundo [30, 61, 63, 64, 65, 66 e 67].

A quitridiomicose € causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (l.ongcore,
Pessier & Nichols 1999) que pertencente a ordem Chytridiales [63]. Os quitridios sdo fungos
que se desenvolvem sem hifas e sdo encontrados em habitats aquéticos e solos huimidos,
onde degradam a celulose, quitina e queratina. Infectam principalmente plantas, algas
protistas e invertebrados [62]. Os anfibios parecem ser os Unicos vertebrados parasitados pelo
quitridio [63]. Batrachochytrium. dendrobatidis desenvolve-se na camada externa da pele de
anfibios adultos e no aparelho bucal dos girinos [66, 68, 69 e 70]. Ao contrario da maioria dos
patégenos da vida selvagem, B. dendrobatidis parece ser capaz de conduzir as populagdes a
extin¢do pois tem uma ampla gama de vectores, infectando anfibios tanto na forma larvar,
como em adultos, além de poderem subsistir no ambiente varias semanas sem um hospedeiro
[64, 67]. Apds a metamorfose dos individuos infectados € que ocorre a maior taxa de

mortalidade [63], ainda que esta também ocorra em estadios larvares [71]. A facilitagao da
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propagacdo deste fungo, tem sido acompanhada pelas alteracdes climdticas, nomeadamente
pelo aumento da temperatura ambiental [67] e também pelo comércio mundial de anfibios
infectados, implicando o surgimento de quitridiomicose em muitas populacdes nativas sadias

[30, 72].

Os sinais clinicos de quitridiomicose, observados em anfibios, incluem postura anormal,
letargia, falta de reflexo dos membros, extensa descamacdo e manchas de descoloracdo da
pele, anorexia e (raramente) ulceras na epiderme, hemorragias na pele, muisculos ou olhos;
hiperemia da membrana digital e abdominal, e congestdo das visceras [65, 74]. A sua
ocorréncia apenas no tecido queratinizado sugere que o fungo usa a queratina dos anfibios
como nutriente. A morte provocada, nos anfibios, pela quitridiomicose pode estar relacionada
com a hiperplasia da epiderme, que afecta a respiracdo cutdnea ou osmorregulacdo; uma
toxina fungica absorvida sistemicamente [63, 73] e o impedimento do fluxo de sédio e outros
electrdlitos através da pele dos anfibios, provocando a reducio do ritmo cardiaco e eventual

paragem do coragdo [74].

Ha registos da existéncia de Batrachochytrium dendrobatidis nos anfibios de todos os
continentes [30, 65, 66, 67, 75 e 76], mas supde-se que a sua procedéncia seja de Africa,
através de Xenopus laevis, um vector assintomdtico de B. dendrobatidis, que a partir da
década de 1930 comecou a ser comercializado para todo o mundo, pois esta espécie de anfibio
estava a ser muito utilizada em pesquisas cientificas. Os primeiros casos da presenca de
Batrachochytrium dendrobatidis em X. laevis foram datados em 1938. As pesquisas
realizaram-se em espécimes arquivadas em museu que foram recolhidas no periodo de 1879 a
1999 na Africa do Sul, onde analisaram caracteristicas histolégicas da membrana interdigital

dos individuos [30].

Na deteccdo de B. dendrobatidis, além da andlise microscOpica em cortes histolégicos, é
também usada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) [77], em portugués, reac¢io de
polimerizacdo em cadeia. Esta técnica baseia-se na capacidade da enzima polimerase de DNA
replicar sequéncias de DNA (Deoxyribonucleic Acid) em certas condi¢gdes laboratoriais, a
partir de um par de pequenos fragmentos iniciadores (primers) que flanqueiam a sequéncia da
cadeia molde que se deseja amplificar. Por meio de variagdes alternadas e ciclicas de
temperatura, que permitem a desnaturacdo da dupla cadeia de DNA, o emparelhamento dos

primers e a extensdo da sequéncia de DNA que € amplificada, ciclo apds ciclo, ocorre um
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aumento exponencial de DNA, tornando-se possivel a sua visualizagdo num gel de agarose,
apos a sua resolucgdo por eletroforese ([78]; Ferreira e Grattapaglia 1998 in [79]). A regido de
DNA amplificada faz parte da unidade de DNA ribossomal (rDNA) nuclear, que é constituida
por uma série repetitiva (tandem) de trés regides génicas (18S, 5.8S e 28S) e duas regides
espacadoras intergénicas (ITS e IGS). O ITS € dividido em ITS1, localizado entre os genes
18S e 0 5.8S, e 0 ITS2, que separa os genes 5.8S e 28S [80]. Enquanto as regides dos genes
ribossomais sao altamente conservadas dentro de cada espécie, as regides dos espagadores
ITS, por evoluirem mais rapidamente, podem variar intraespecificamente na sequéncia de
bases e no comprimento (Gerbi, 1985 in [81]), sendo muito utilizadas para taxonomia de
espécies e géneros [81, 82 e 83]. As amostras de DNA do fungo, conseguidas a partir de
individuos infectados, sdo obtidas geralmente por banhos aplicados aos animais, esfregacos da
superficie da pele e remocao de pequenos pedacos de tecidos da membrana interdigital, regido
inguinal e manchas, além de parte do aparelho bucal dos girinos [70, 71, 75, 76, 84, 85, 86 ¢
87].

Com estudos moleculares, foi possivel constatar a presenca de B. dendrobatidis em
algumas espécies de anfibios, em diferentes regides do mundo [67, 88 e 89]. Na Europa ja
foram descobertos vdrios casos de de B. dendrobatidis em anfibios, porém o nimero de
mortes causadas por quitridiomicose sdo raramente descritas [65, 66]. Em Portugal, foi
constatado um caso de infeccao por B. dendrobatidis, porém a espécie animal e o local onde a

mesma foi colectada nao sao identificados [66].

Face ao reduzido estudo sobre a presenca de Batrachochytrium dendrobatidis em
Portugal, e visto que no pais existe uma populacdo de Xenopus laevis, espécie exética
invasora, habitando duas ribeiras na regidao de Oeiras [52], a pesquisa do fungo em individuos
dessas populacdes torna-se de suma importancia, visto que esta populacdo coabita com
espécies nativas da regido, tornando-se um problema de grande importancia para a biologia da

conservacao.
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2. OBJETIVO

O objectivo deste trabalho foi a pesquisa da presengca do fungo patogénico
Batrachochytrium dendrobatidis nas populagdes de Xenopus laevis existentes nas ribeiras da

Lage e de Barcarena, no concelho de Oeiras, Portugal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencao de DNA

Numa primeira abordagem foram utilizados 5 individuos capturados no ano de 2007
que estavam armazenadas em dlcool a 70% no Museu de Histéria Natural de Lisboa (tabela
2.1).

Na recolha das amostras foram utilizadas luvas descartdveis que eram trocadas entre o
manuseio de cada animal. Depois de cada amostra ser recolhida, todos os instrumentos
utilizados eram bem lavados, passados em seguida por dgua ultra pura e etanol a 96%, para
evitar contaminagdes das amostras de um individuo para o outro. De cada animal foi retirado
um pedaco de tecido com aproximadamente 2-5 mm, nomeadamente membrana interdigital,
zona inguinal e eventuais manchas escuras [66, 76, 84, 87, 88 e 89], os quais foram colocados
em microtubos de 1,5 ml e deixados expostos ao ar até a evaporacao do dlcool.

Dos animais capturados em 2010, foram utilizados 19 individuos da ribeira da Lage e
10 da ribeira de Barcarena (tabela 9). Para além da membrana interdigital e ocasionais
manchas, cada individuo sofreu um esfregaco para recolha do “muco” superficial do corpo
(zaragatoa) [72, 85, 86, 89 e 90] as quais foram colocadas em microtubos. Nestes microtubos
foram acrescentados 250 ul de dgua ultra pura e efectuaram-se sucessivas agitagdes com
vortex durante 10 minutos, sendo apds esse tempo centrifugados por 5 minutos a 14.000 xg
com recolha do sobrenadante. Paralelamente os animais eram lavados com &dgua ultra pura
(“banho™) [89], que era recolhida para um tubo Falcon de 50 ml. Estes, por sua vez,
centrifugados a 4.500 xg a 4°C por 1 hora, sendo descartado o sobrenadante, mas deixando
aproximadamente 400 pl para ressuspensdo do sedimento com o vortex. A suspensdo foi
entdo novamente centrifugada a 1.000 xg por 1 minuto a 4°C e o seu sobrenadante recolhido
para um microtubo. Todas as amostras recolhidas foram guardadas a -20°C.

A obtencdo de DNA foi efectuada a partir do tratamento das amostras adaptando um
protocolo desenvolvido por Azevedo e Caeiro (ndo publicado) para PCR semi-directo de
fungos marinhos. Nesta metodologia as amostras sdo incubadas sequencialmente com
quitinase e proteinase K, antes de serem submetidas a PCR.

Os volumes de reac¢des, bem como as temperaturas e tempos de incubacdo foram
ensaiados para optimizacdo do protocolo. O protocolo final consistiu em adicionar a cada
amostra 50 pl de tampao Phire 1x e 1 ul de quitinase (Nyztech, Portugal) a 0,05 unidades/ml

com incubacdo em banho seco a 65°C durante uma hora, ocasionalmente submetendo a
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agitacdo no vortex. Em seguida foi adicionado a cada tubo 0,5 pl de proteinase K a 20 mg/ml,
agitando no voértex e colocados novamente a incubar a mesma temperatura por mais 1 hora.
Finalmente para a inactivagao da proteinase k, as amostras foram colocadas num banho seco a
98°C durante 10 minutos, seguindo-se uma centrifugacio de 3 minutos a 14.000 xg.

Recolheu-se o sobrenadante para um novo microtubo, que se guardou a -20°C.

Tabela 9. Individuos utilizados na pesquisa do fungo Batrachochytrium dendrobatidis, bem como os respectivos
sexos, ribeira onde foram capturados e o ano (“G” — Girino).

Individuo Sexo Ribeira Ano
408 Macho Lage 2007
409 Macho Lage 2007
410 Macho Lage 2007
411 Macho Lage 2007
412 Macho Lage 2007

F1 Fémea Lage 2010
F10 Fémea Lage 2010
F11 Fémea Lage 2010
F12 Fémea Lage 2010
F14 Fémea Lage 2010
F15 Fémea Lage 2010

F2 Fémea Lage 2010

F6 Fémea Lage 2010

F8 Fémea Lage 2010
MI10 Macho Lage 2010
MI10 Macho Lage 2010
M22 Macho Lage 2010
M24 Macho Lage 2010
M37 Macho Lage 2010
M38 Macho Lage 2010
M40 Macho Lage 2010
M49 Macho Lage 2010
M7 Macho Lage 2010
M8 Macho Lage 2010

F9 Fémea Barcarena 2010
M15 Macho Barcarena 2010
M16 Macho Barcarena 2010
M17 Macho Barcarena 2010
M18 Macho Barcarena 2010
M19 Macho Barcarena 2010

Gl - Barcarena 2010

G2 - Barcarena 2010

G3 - Barcarena 2010

G4 - Barcarena 2010
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3.2. Primers utilizados

No intuito de confirmar o sucesso na obtencdo de DNA, foram utilizados primeiramente
os primers universais LROR e LRS, que amplificam a regido LSU de DNA ribossomal da
maioria dos fungos, mas também de outros organismos [91]

Para a deteccao de Batrachochytrium dendrobatidis utilizaram-se os pares de primers

Bdla e Bd2a, NS1 e Bd2a, BOB5 e BOB6 (tabela 10 e fig. 20).

Tabela 10. Sequéncias de primers utilizados nas reac¢des de amplificagdo por PCR (Primers forward (F) e

reverse (R); “~”dimensao aproximada do produto de PCR esperado ,em pares de bases (pb)).
Regidio de Produto de
Primers Sequéncia (5' -> 3') g PCR esperado Referéncia
emparelhamento (pb)

LROR (F) ACCCGCTGAACTTAAGC LSU 200 Binder & Hibbett
LR5(R) TCCTGAGGGAAACTTCG LSU 2002
Bdla(F) CAGTGTGCCATATGTCACG ITS1 )

~ 300 Annis et al 2004
Bd2a (R) CATGGTTCATATCTGTCCAG ITS2
NS1 (F) GTAGTCATATGCTTGTCTC SSU 1750 White et al 1990
Bd2a (R) CATGGTTCATATCTGTCCAG ITS2 Annis et al 2004
BOBS5 (F) ATGCTTAAGTTCAGCGGG SSU

~ 740 Boyle et al 2004
BOB6 (R) CCGATTGAATGGCTTAGTGAGACC LSU

NS1 BOBS5 Bdla LROR
- =" —+
Nuclear Small rDNA (185) ITS 1 rgsNSA TS 2} Nuclear Large rDNA (28S) \\_|
T +
Bd2a BOB6 LR5
500 pb

Figura 20. Localizac¢do, no DNA ribossomal nuclear, dos primers apresentados na Tabela 10. As setas indicam a
extremidade 5 ' de cada primer. A subunidade maior do DNA ribossomal nuclear estd seccionada nesta figura.
Figura adaptada de White et al 1990.

3.3. Optimizacao da PCR

Para a técnica de PCR utilizou-se um termociclador (Biometra T personal) e o sistema
comercial Phire® Hot Start DNA Polymerase. A mistura de reac¢do, bem como as condi¢des
de amplificacdo, foram realizadas segundo as instru¢cdes do  fabricante

(http://www finnzymes.fi/pdf/f540s]_phusion_hotstart_highfidelity_dna_polymerase_datashe
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et_1_9_low.pdf). No que concerne as temperaturas de annealing dos primers usados, essas
foram calculadas através do programa Tm calculator disponivel no site da Finnzymes
(http://www .finnzymes.fi/tm_determination.html). A constitui¢do das misturas de reac¢cao de

amplificacdo foi idéntica para todas as amostras (tabela 11).

Tabela 11. Mistura de reac¢do de amplificacdo por PCR.

Reagentes Volume na Reac¢ao/Concentragdo
H20 Até 20 ul
Tampao Phire 0,4 uM /1x
Cada ANTP 0,4 UM
Primer Forward 0,5 uM
Primer Reverse 0,5 UM
Enzima Phire 0,4 pul
DNA 1 ul

As amostras foram amplificadas com os diferentes pares de primers, aplicando perfis de

amplificacdo adequados (tabela 12).
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Tabela 12. Perfis de amplificacio aplicados nas diversas PCRs

Perfil Par de Primers Temperatura Tempo N° de ciclos
98°C 3 minutos
98°C 5 segundos
1 LROR e LR5 58,5°C 5 segundos 30
72°C 20 segundos
72°C 1 minuto
98°C 3 minutos
98°C 20 segundos
2 Bdlae Bd2a 55°C 20 segundos 40
72°C 30 segundos
72°C 2 minutos
98°C 3 minutos
98°C 20 segundos
NS1 e Bd2a 49°C 20 segundos 20
(1* PCR) 72°C 50 segundos
3 72°C 2 minutos
98°C 3 minutos
98°C 20 segundos
Bdlae Bd2a 55°C 10 segundos 40
(2* PCR) 72°C 20 segundos
72°C 2 minutos
98°C 3 minutos
98°C 5 segundos
BOBS5 e BOB6 64°C 5 segundos 30
(1* PCR) 72°C 20 segundos
72°C 2 minutos
98°C 3 minutos
98°C 5 segundos
4 BOBS5 e BOB6 60°C 5 segundos 40
(2* PCR) 72°C 20 segundos
72°C 1 minuto
98°C 3 minutos
98°C 5 segundos
Bdlae Bd2a 60°C 5 segundos 40
(3* PCR) 72°C 20 segundos
72°C 1 minuto

3.4. Analise electroforética dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram analisados electroforeticamente em gel de agarose
(Invitrogen life technolugies Agarose Eletrophoresis) a 2% com brometo de etidio (EtBr) a

0,5 pug/ml e foram visualizados com o auxilio de um transiluminador de luz ultravioleta. O
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tamanho dos fragmentos foi estimado por comparagdo com os marcadores de massa
molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), Hypper Ladder I (Bioline) ou 1 KbPlus DNA
Ladder (Invitrogen). As fotografias dos géis foram feitas utilizando o sistema Kodak Digital

Science (Eletrophoresis Documanrarion and Analysis System 120).

3.5. Purificacdo dos produtos da PCR e de bandas excisadas de gel de

agarose

Para a purificagdo dos produtos provenientes da amplificacdo por PCR foi utilizado o
sistema comercial JETquick Spin Column Technique PCR Purification (Genomed, EUA), de
acordo com as instru¢des do fabricante que se encontram em anexo. Foram também
purificados produtos obtidos a partir de bandas excisadas de géis de agarose, utilizando o
sistema comercial Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research, EUA), de acordo

com as instrugdes do fabricante (http://www.zymoresearch.com/zrc/pdf/D4001d.pdf).

3.6. Sequenciaciao

Os produtos purificados foram enviados para sequenciagdo na empresa Stabvida
(http://www .stabvida.net/frontpage/por/index.php).

Os resultados da sequenciacdo foram analisados através do software BioEdit Sequence
Alignment Editor versio 7.0.5.3 e as sequéncias obtidas comparadas com sequéncias
depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) recorrendo a ferramenta “Nucleotide
blast” (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& BLAST_PROGRAMS=m
egaBlast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao da eficacia do método de obtencao de DNA

Com a realizagdo de um primeiro ensaio utilizando os primers LROR e LRSS,
visualizou-se fragmentos de DNA amplificado por PCR com as amostras retiradas dos
individuos capturados em 2007 (408, 409, 410, 411 e 412) (tabela 4), verificando-se, assim,
éxito com o uso da técnica adoptada (com tratamento com quitinase e proteinase k) para

obtencdo de DNA (fig. 21).

6 7 8 9 1011 12 13 4 &€

Figura 21. Podutos de PCR amplificados com os primers LROR e LR5 (M - Marcador molecular 1 KbPlus DNA
Ladder (Invitrogen). 1 a 14 - Amostras dos individuos, sendo: 1 a3 -408;4a6-409;7¢ 8-410;9,10e 12 -
411; 11, 13 e 14 - 412. C - Controle negativo).

4.2. Deteccao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Mediante visualizagdo em gel de agarose, os resultados obtidos mostraram que nem
todas as amostras retiradas de Xenopus laevis e utilizadas na pesquisa do fungo
Batrachochytrium dendrobatidis, por técnica de PCR, apresentaram amplificacdo de DNA. Os
resultados mais relevantes (em que se obtiveram produtos de PCR) estdo descritos na tabela

13.
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Tabela 13. Individuos analisados e respectivas amostras, perfis de amplificacdo aplicados e dimensio
aproximada “~” do/dos produtos de PCR em pares de base (pb). *Individuos amostrados: 408, 409, 410, 411 e
412 — animais capturados em 2007 e guardados em dlcool a 70% no Museu de Histéria Natural; Fle F2 —
animais capturados em 2010. **Amostras: MI — Membrana Interdigital; I — Regido Inguinal; Z — Zaragatoa; B —
“Banho”. ***Perfis das diferentes condi¢des de amplificacdo por PCR descritos anteriormente na tabela 12.

*Individuo %A mostra wxPerfil de Tamanho do Produto de PCR
Amplificacdo por PCR (pb)
MI I M Z B 1 2 3 4

408 v v v ~ 850

409 v v Y v ~ 850

410 v Y Y ~ 850

411 Y Y ~ 850

412 v Y Y ~ 850

Fl v v ~ 300; ~700; ~800; ~1200
F1 v v ~1000

411 v v ~1000; ~ 1650

F1 v v ~ 260

2 v v ~700

410 v v ~300

411 v v ~ 600

Com os primers especificos Bdla e Bd2a, e aplicando o perfil 2 (tabela 13), foram
ensaiadas as amostras j4 anteriormente amplificadas com o perfil 1 (tabela 13), bem como as
primeiras amostras oriundas dos individuos capturados em 2010 (F1, M1, M2). Relativamente
a estes individuos, o material bioldgico que serviu para as reac¢des de amplificacdo consistiu
em amostras resultantes de “banho” e zaragatoa. Obteve-se 3 fragmentos de DNA de

tamanhos diferentes para a amostra proveniente do “banho” de F1 (fig. 22).

Figura 22. Produtos de PCR amplificados com os primers Bdla e Bd2a (M- Marcador molecular Low DNA
Mass Ladder (Invitrogen). 1 a 9 - Amostras dos individuos, sendo: 1,4e7-F1;2,5¢8-M1;3,6e9-M2.C -
Controle negativo.).
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Ja de posse de mais amostras de outros individuos de X. laevis, escolhidos
aleatoriamente, estas foram também submetidas a ensaios seguindo o perfil 2 (tabela 12).
Visto que os resultados foram negativos, fez-se um novo ensaio, desta vez com duas PCR
consecutivas (perfil 3), e com amostras dos seguintes individuos: F1, M8, 409, 411, 412. Na
primeira reaccdo de amplificacdo por PCR utilizou-se os primers NS1 e Bd2a e na segunda
reaccdo (nested), os primers Bdla e Bd2a. Apenas as amostras F1 e 411, foram amplificadas,
tendo sido observados produtos de PCR de aproximadamente 1000 a 1650 pb, sendo que com
a amostra 411 foram amplificadas duas bandas (fig. 23). Foi feita a sequenciacdo destes dois
produtos de PCR e a sequencia resultante foi submetida a um blast cujo resultado revelou ndo
haver identidade entre as sequéncias nucleotidicas destas amostras e a regido ITS do DNA

ribossomal de Batrachochytrium dendrobatidis.

Figura 23. Produtos resultantes de duas amplificagdes por PCR consecutivas, utilizando primeiramente os
primers NS1 e Bd2a e seguidamente os primers Bdla e Bd2a (C - Controle negativo. M- Marcador molecular 1
KbPlus DNA Ladder (Invitrogen). 1 a 6 - Amostras dos individuos, sendo: 1 e 2- F1; 3- MS; 4-409; 5 —411; 6 —
412).

Em mais uma tentativa de deteccdo de DNA B. dendrobatidis nestas amostras, optou-se
pela utilizacio de outros primers, BOB5S e BOB6 [88], igualmente descritos para a
amplificacdo de uma regido ribossomal deste fungo, na qual estd contida a regido a amplificar
com o par Bdla/Bd2a (fig. 20). Assim, foram realizadas trés amplificagdes sucessivas por
PCR, a primeira utilizando os pares de primers BOBS5 e BOB6, uma segunda ainda com estes
mesmos primers € a terceira, uma nested PCR, com os primers Bdla e Bd2a (perfil 4, tabela
12). Com algumas amostras, foi possivel visualizar-se a presenga de produtos de PCR, no

final quer da segunda, quer da terceira etapa do perfil 4, observando-se fragmentos com
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tamanhos compreendidos entre os 260 a 700 pb aproximadamente. Os produtos de PCR das
diferentes amostras tinham dimensoes distintas, sendo no entanto idénticos em ambas as
etapas anteriormente referidas. Estes produtos de PCR foram purificados (fig. 24) e enviados
para sequenciacao, tendo sido obtidas sequéncias de boa qualidade apenas para os produtos de
PCR obtidos por amplificacdo das amostras dos individuos 410 e 411 (fig. 25 e 26). As
sequéncias forward e reverse obtidas destes produtos de PCR (fig. 25 e 26) foram alinhadas e

as respectivas sequéncias consensus foram sujeitas a um blast aberto utilizando a ferramenta

disponivel no site do NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& BLAST_PROGRAMS=megaBI
ast&PAGE_TYPE=BlastSearch&SHOW_DEFAULTS=on&LINK_LOC=blasthome) 0]

resultado obtido foi o emparelhamento com duas pequenas sequéncias nucleotidicas de Homo
sapiens: a primeira com Homo sapiens anaplastic lympphoma recptor tyrosine kinase
(cromossoma 2) [Score de 44.6 bits (48), Identities = 45/57 (79%), Gaps = 4/57 (7%)] e a
segunda com Homo sapiens BAC clone RP11-56A1 from 2, complete sequence [Score = 44.6
bits (48), Identities = 45/57 (79%), Gaps = 4/57 (71%)].

Figura 24. Produtos de PCR purificados, resultantes de trés amplificacdes por PCR consecutivas, utilizando
respectivamente os seguintes primers: BOB5S e BOB6; BOB5 e BOB6; Bdla e Bd2a (M- Marcador molecular
Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). 1 a 5 - Amostras dos individuos, sendo: 1 - 410; 2- 411; 3- F1; 4 — F2).
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140 150 160 170 180
LTGG TTCATATC TG TCCAGCATGG TTCATATCTGTCCAGCATGAG

Figura 25. Aspecto parcial do cromatograma obtido para a sequéncia forward do produto de PCR resultante da
amplificacdo de uma amostra do individuo 410, com o primer Bd2a.

140 150 160 170 180
GOACAGATATGAACCATGCTGGACAGATATGAACCATGCTG G A

Figura 26. Aspecto parcial do cromatograma obtido para a sequéncia forward do produto de PCR resultante da
amplificacdo de uma amostra do individuo 410, com o primer Bdla.
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5. DISCUSSAO

5.1. Avaliacao da eficacia do método de obtencio de DNA

Verificamos que o método de tratamento das amostras de X. laevis, a partir de duas
incubacdes sucessivas, a primeira com quitinase e a segunda com proteinase K, permitiu obter
DNA susceptivel de ser amplificado por PCR. Esta técnica pode diminuir o tempo, os custos e
o esforco nesta primeira fase, pois a obtencdo de DNA amplificivel € crucial nesta
abordagem. Este método implicava a escolha da enzima Phire (Finnzymes) e respectivo
tampao de reaccdo, para as reaccdes de amplificacdo, e baseou-se nas caracteristicas desta
enzima pois esta amplifica o DNA molde mesmo na presenga de inibidores, o que nos
permitiu fazer uma PCR “semi-directa”.

Para verificar se conseguiamos amplificacdo de DNA a partir destas amostras
utilizamos primers menos especificos (LROR e LRS5) os quais amplificam a subunidade
ribossomal maior (28S) de muitos fungos e também de outros organismos, dai serem
designados por primers universais. A visualizacdo de bandas em gel de agarose, mostrou que
houve amplificagdo por PCR a partir das amostras provenientes dos individuos capturados em
2007 e guardados em dlcool no museu. Isto também nos ajudou a perceber que poderiamos
continuar a investir esforcos para amplificacio de DNA das amostras obtidas dos individuos

capturados em 2010.

5.2. Deteccao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis

Para detectar o fungo Batrachochytrium dendrobatidis optdmos por utilizar nas
amplificacdes por PCR, os primers Bdla e Bd2a, por terem sido descritos por Annis et al
(2004) como sendo eficazes (amplificaram todos os genomas deste fungo ensaiados por estes
autores) e especificos (ndo amplificaram outros DNAs, por exemplo o dos animais
hospedeiros)

Nos primeiros ensaios com os primers Bdla e Bd2a ndo conseguimos obter
amplificacdo para a maioria das amostras analisadas, além de que a unica amostra que
amplificou, “banho” de F1, mostrou que estes primers nao pareciam revelar especificidade,
visto que o tamanho do fragmento de DNA esperado era de aproximadamente 300 pb [75, 84]

e foram obtidos 3 fragmentos de tamanhos distintos.
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Devido ao facto de ndo estarmos a obter resultados positivos nas amplificagdes das
amostras com os primers Bdla e Bd2a, optou-se por se fazer uma nested PCR utilizando na
primeira reac¢do de amplificacdo o primer NS1 juntamente com o primer Bd2a, com o
objectivo de conseguir assim a amplificacdo de uma regido maior, onde estaria inserida a
regido ITS. Caso a amostra contivesse DNA de B. Dendrobatidis, este seria em seguida
amplificado pelos primers Bdla e Bd2a. Também através da nested PCR conseguiriamos
fazer uma dilui¢do dos reagentes da primeira PCR, especialmente do DNA utilizado e de
potenciais inibidores que pudessem estar a impedir a amplificacdo destas amostras. No final
da segunda PCR (nested) observou-se que duas amostras, “banho” de F1 e mancha de 411,
tinham amplificado, observando-se fragmentos de DNA com 1000 e 1650 pb
aproximadamente (tabela 13), sendo que para o individuo 411 se observaram duas bandas
distintas (fig. 23). A andlise das sequéncias obtidas a partir desses produtos de PCR, revelou
nao haver identidade entre estes fragmentos e a regido ITS do DNA ribossomal de B.
dendrobatidis. Este resultado revelou ndo ter havido uma amplificacdo da regido pretendida e
aponta para uma inespecificidade dos primers Bdla e Bd2a, ao contrario do sugerido por

Annis et al (2004).

Nos ensaios realizados com as trés PCRs consecutivas, para além de conseguirmos uma
maior diluicio do DNA (e simultaneamente de possiveis inibidores), outro objectivo foi
tentarmos obter maior especificidade na amplificacdo, caso esta se viesse a verificar. A
utilizacdo dos primers BOBS5 e BOB6, numa primeira PCR, possibilitaria a amplificacao de
uma regido maior do DNA ribossomal, sendo que esta mesma regido abrange as regides ITS,
utilizadas para identificagdo de espécies [80, 82 e 83]. A escolha destes primers tinha a
vantagem adicional de também terem sido utilizados para a amplificacio de DNA de B.
Dendrobatidis [88]. No final de uma segunda PCR com estes mesmos primers pode-se
visualizar bandas com tamanhos distintos entre si a partir de quatro amostras (tabela 13). Para
mais uma vez tentar amplificar a regido descrita como conservada neste fungo, com os
primers Bdla e Bd2a foi feita uma terceira PCR, desta vez com este ultimo par de primers.
Neste nested PCR, obteve-se para cada uma das amostras, produtos de amplificagdo com os
tamanhos observados anteriormente, na segunda PCR realizada com os primers BOBS e
BOBG6. A possivel explicacdo para este resultado é que os primers BOBS e BOB6 ainda que
diluidos, estejam em quantidade suficiente na mistura de reaccdo, para que possam ter sido os
responsaveis (e ndo Bdla e Bd2a) pelos produtos de PCR obtidos. A sequenciacdo destes

produtos, nomeadamente do relativo a amostra do individuo 410, foi realizada somente com
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os pares de primers Bdla e Bd2a, e o resultado do blast aberto revelou uma certa identidade
com sequéncias nucleotidicas de Homo sapiens. Porém a regido de emparelhamento foi
pequena e a maxima identidade reduzida, pelo que ndo podemos afirmar que tivesse havido
contaminacdo da amostra com DNA humano. No entanto, uma vez que se admitiu que nao
tenham sido estes os primers envolvidos na amplificagdo destes produtos, valerd a pena fazer

futuramente a sua sequenciacdo com os primers BOB 5 e BOB 6.
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CONSIDERACOES FINAIS

Caso a introdug@o de Xenopus laevis na ribeira da Lage tenha originalmente ocorrido no
Jardim do Marqués de Pombal, a ndo detec¢do da espécie ao longo de 30 anos, podera ser
explicada pela reduzida densidade e pelas caracteristicas ecoldgicas da espécie: totalmente
aqudtica, vivendo grande parte da sua vida no fundo dos corpos de 4gua, em combina¢do com
o numero reduzido de visitas a ribeira por humanos devido ao seu dificil acesso e,
particularmente, a degrada¢do ambiental do curso de dgua [52].

O possivel local (ou locais) de introducao desta espécie na ribeira de Barcarena ainda
permanece desconhecido. A drea entre a ribeira da Lage e de Barcarena €, desde a década de
1970, completamente urbanizada e com diversas rodovias e ndo existe até a data referéncia a
espécie na ribeira temporaria de Pagco de Arcos (Porto Salvo), localizada entre as duas ribeiras
[52]. Assim, a passagem de individuos da ribeira da Lage para a ribeira de Barcarena por via
terrestre apresenta-se como pouco provdvel. No entanto, a concentracdo das populagdes de
Barcarena nos pontos mais a montante pode ser uma indicagao de que a colonizagdo se podera
ter dado via um dos afluentes mais a montante da Lage. Outras vias de introducdo poderao ter
sido o arrastamento ao longo da costa em periodo de preia-mar (Rebelo com. pess.) ou a
libertacdo na natureza de espécimes comercializados em lojas de animais de companhia ou
translocados da ribeira da Lage. Trata-se de hipéteses que apenas estudos pormenorizados de
genética poderao esclarecer, investigando a origem, comum ou nio, das duas populacdes.

Aparentemente o programa de erradicacdo ainda ndo teve efeitos claramente
mensurdveis na populacdo de Xenopus laevis. As capturas crescentes ao longo da época de
2010 podem querer dizer que hd muitos mais animais escondidos ou situados em locais ndo
visitados nas ribeiras da Lage e Barcarena, e que podem recolonizar rapidamente os locais de
remocgado. Torna-se, assim, importante a continuidade do plano de erradicagado, a fim de poder
verificar se houve ou ndo uma diminuic¢do dos efectivos, assim como a expansdo do plano de
capturas a todas as regides das ribeiras entre as quais a espécie foi detectada neste primeiro

ano.

Relativamente a pesquisa sobre Batrachochytrium dendrobatidis, a hipétese de que o
mesmo ndo esteja presente nas populacdes de X. laevis estudadas pode ser uma realidade. A
populacdo introduzida de X. laevis amostrada é possivelmente descendente de animais que

estiveram durante algum tempo em laboratérios do Instituto Gulbenkian de Ciéncia [52],
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podendo ai ter perdido o fungo de que presumivelmente seria portadora. Nesse caso quando
posteriormente alguns animais passaram do laboratério para a ribeira vizinha, ja ndo seriam
portadores de B. dendrobatidis. Uma outra hipdtese € a simples auséncia do fungo entre os
animais que foram usados como fundadores da populacdo em cativeiro.

No entanto, a auséncia de um resultado positivo nesta pesquisa de Batrachochytrium
dendrobatidis pode vir a ser contrariada por posteriores estudos realizados nas populacdes de
X. laevis presentes nas ribeiras da Lage e de Barcarena, pois outras técnicas na detec¢ao de B.
dendrobatidis poderao ser ensaiadas. Um controle positivo de B. dendrobatidis, para poder ser
comparado com os resultados dos produtos de PCR amplificados com estas amostras,
facilitaria a optimizacao da detecc¢ao do fungo.

Quanto aos primers que utilizimos e descritos como sendo especificos para a deteccao
de B. dendrobatidis, podemos afirmar que deverdo ser utilizados com cautela, principalmente
porque s3o propostos e utilizados em abordagens de PCR quantitativo. Neste caso, € apenas
detectada a amplificacdo de DNA, ndo sendo os produtos de amplificacdo sujeitos a
visualizag@o por electroforese ou a sequencia¢do. No nosso caso houve amplificacdo, mas o
tamanho dos produtos de PCR nio era o esperado, e as sequéncias obtidas nao revelaram ser
idénticas as de B. dendrobatidis presentes nas bases de dados. Contudo, sem ter em conta
estes dois ultimos dados, poderiamos ter concluido que estdvamos a detectar este fungo nas
nossas amostras.

A continuidade da pesquisa da presenca do fungo B. dendrobatidis nas populacoes de X.
laevis existentes em Portugal continua a ser importante, visto que este fungo provoca uma

patologia mortal em anfibios de outras espécies, podendo conduzi-los até mesmo a extingao.
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ANEXOS

Tabela I. Registo das coordenadas rectangulares de cada um dos locais de amostragem.

Local WGS 1984 Zone 29N
Coord_XX Coord_YY
Ribeira da Lage
Ponte Talaide 472243 4287316
Bairro dos Navegadores 472303 4286941
Hortas da Lage 472643 4285649
Bairro da Lage 472709 4284624
Estacdo Agrondmica Nacional 472573 4283378
Jardim Marqués de Pombal 472569 4282673
Parque Municipal 472656 4282415
Ribeira de Barcarena
Ponte de S. Marcos 474815 4289263
Lugar do Bico 475072 4288632
Fébrica da Polvora 475177 4288188
Ribeira-abaixo 475486 4287448
Qta. N. Sra. Da Conceicdo 475840 4286495
Pedreira Italiana 476245 4285073
Murganhal 476253 4284536
Ribeira de Porto Salvo
"montante” 473970 4286073
"jusante" 474320 4284608




Figura III. Colocagdo das armadilhas na ribeira da Lage. (Fotografia de Mdnica Sousa)

71



Figura IV. Dimensao do didmetro abdominal de uma fémea em relac@o & abertura (gargalo) da armadilha.

(Fotografia de Moénica de Sousa)

Figura V. Capturas com pesca eléctrica.
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Protocolo de purificacio dos produtos da PCR:

Product List
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Description’ Plasmid Miniprep

Culture Volumes and Solutions

The JETHUCK Plasgmid Minlprep Spin KIb rovices a vy
simipls and reliable mathodtolsolabe highly puns plasmid Dhié
on e basks of spin columre. The enling proceduns | s complsled
in 2 min o kas wih Body-lo-uss DA in TE buter orwaker,

IMPORTAMT!

Tha JETQIACKE Flhasmid Minprep Spin K 18 praderably
Inended for ihe preparation ol high copy plasmikd DA

i The procecne @mpddys o medifed ak-
Fall neS 03 meslhad 1o prepars he cleared fysale. AHer nautral

zation, 1he dearsd ysale iz applied drecly oo a JETQUICK
Mono-Spin Colamn oned the plazmid DAA i3 boursd o ha
ndmcrplion malric.

Onswash iz uzually sulficient o remays AME, proleims and al
ohsrimpurtiss. The purfed plasmid CRE o sbusd Tormthespin
cobdmn in TE buMer of walssr (o aluohol preclpiation).

Hasmld ykids: High copy plasmid BHA of szes up to
30 kb can b prepared Tromup 4o 5 mil ouHurs wolums: s, Visids
ol up to B0 pg of plasmid DNA can be expsoled using he
JETCUICKE oolumne. Yield cepends very much an he type of
plasmid OhE | e backerial srain and e volumnes of bachkarnial
cubure used The recovery of plasmid CRE I3 on average
bishey @en S0 and 955

Elasmid ok Tha JETQUICK-purified plasrmid DHA
is gy pure maiching Cec puriied plasmid DHA. N recom-
mendsd applicalon rangs IS comespondingly sxiamsly wide,
ind uding Nusrescentand radioacihs ssquancing. lgallon
okoning. ampliicallon, labssling. residoton analy=ls, and
other ereymallo reactions

Cullurs Volsmes The JETQUICK Flasmid KH I3
prafsrably isnded bo sxract and porly Migh oopy plasmid
DHA Fom E oo culturss.

GEMCMED recommends LE medium o grow E oot cels 1o
isclabe plasmid DR with JETOUICK colimns. Howsvar, e
JETQUECK syshem ks compaible wilh oher growth media a3
wall, empeclally meda deskignsd for enhiamosd plasmid
ylekds. The ool derelly should be approdmalely 1 1107 oslls
per ml madlum i-1.5 & unksmi.

Beoconstitution of buffers GX and G4
The torte s of budfers GX and G4 comaln eonce ntmed
bukker salution. Befons uss, &dd absolube 2 thanal| 95
100%) 85 staed on the bottke's lake .

Eolutlon G (Cell Susperislon) Sor al4-C
S0 i Tia'HZEpH B0 10 mM EDTE; 20 ig'm| ANass &

Eolution G2 (Cel Lyss) Eor at AT
200 MM HadH; 1% E0E (wvl
ESgjyilon G (Mewiralzallon'Binding)  Sos at AT

Zonleing aostale and quaniding ydrochionds

Eclullon G (#ash, oplional) Sture at AT
Conlaing guaniding hydrochinnids
Eclulon G4 (Column ‘Wash) Sture at AT

Zonbmng sthanal, MaZl, ECTA and Tris-HO

RT = room lempsrature

..

Protocol/ Plasmid Miniprep

Protocol/ Plasmid Miniprep

Very important!
® Exfore sharing ihe procsdus, maks surs hl
buffers &X and G4 are reconstiboted, o Indlkcabed on
the boblk's labsl

# Eobllon G comialng RAMase and should b wlored ol
LR

# Al ceniriiugation seps ok oamkd oul atz> 120001 g
In o comeeniional tabk-lop miorolugs.

# Do nod owrdoad the spln oolumne The: uess of 1-3 ml
Ecoll culbres ls reoommendsd The: ma mam of
oulure ussd should be & ml ‘@ith higher oulure
wolmss DHA wield and quallty may decreass rapkdy

1. Hardesling Baokerial Cells E colf calzs are pelabed
by cenbiiugalion. Aemove al Toaces of medum carsfuly. Make
gura that oulurs: medium back-draning Fom the ube's wal i
removed

2 ool Assyepending £od 250 pl ot sctution G

1o the pellel and resuepend the oalls [by vorlsing o with a
ppeks) unll the suspension Is homogeneous.

A Csll Lysls Acd 250 pl of solution G2
ared mix gertly, but Tomughly, by invering the ube several
1imesz. Do not vorkex! houbals ol reom S mpsroiurs wor §
milri.

4 Hsulralzatlion &cd 350 Pl of solubon G3
ared i gently bul thonoughly, By Invering e lubs unil a
homogensous sumpsmion Is cblained. Do not works!
Canfrfuge ha midre @ room temp. and at magimum
spesd Fr 10 min.

-5-

E Column Logdrg  Flace a JETQUICK spin oolmn imk
8 2 ml reoeler ibs (prvdded]. Load the supernaian from shop
4 imko the spin cobamn, Cenditags al = 12000 x g for 1 min
Discard the Aewthrough.

& (Cphonal This acddtlonal aolumn wash 1s
recommended, 1T nuokase-doh bactarla (8.9 anagd-
glrainis of E. oolfi are prooesssd:

After having smplied e mecever fube rednset e mico-spin
pakimn ik i Add SO0 pl of poorstivied buer GX nt
the pin column and cerimuge al 12000 1 g for 1 min,
Decard fowhrough and placs e JETQUICGK column back
it e 5ams receiver Lbe Fromesd with shep 7.

7. Column Washing Emply the meosd Wb, ond re-naert
e spin column inko e receier lube. &dd S00 |..Il| of moonsk

ted bulkr G ord cenfifuge al >12000 x g for 1 min
Cizoand Mowthraugh srd place the spin palumn baok Nt e sams
ecever e, Centiuge again @ maximum spesd for 1 min
Imporfanl Aesial solwtion 54 wil! nof be compladaly
removad un'ess the fowmrough fs discordad befora ds
acchfona! cankfugaton

& FPlasmid Elution Pleoe e JETQUICK spin oclumn iz
& naw 1.5 mi microiugs be and mdd 75 pl ot shaniie waksr far
TE bufler ar 10 mM TieHC, pH & dreoly onto the cemler of
the sllica. miairix ol e spin calumn Ceribgs ol -1 2000 x g far
2 min.

[mporfanl: Highar DR concentmfove oo b oomined F
the elutionls camad ol in oaly S00 elition Dufar rallma
imths casa pratem! powr @URon Duffer io 85 70C, add tha
Luffar onia M@ cenfar of MW alica mark of M@ soin cdlumn
anc e sfand for 1 o befong cenfringaran Frehaated'al!fan
buffer 43 generaly recammanded Wt plasmol »Skb arg
2urad ONA glunad Ao wanar shoutd be sliorgd a! 300

-6
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Trouble-Shooting’ Plasmid Miniprep

Trouble- Shooting/Plasmid Miniprep

Pla s noba that by not schering 1o the proboool urealk
Istactory resulls regarding yleld and quallty of tha
plasmid DH& may coour! I problkms arlss, oheok the
followirg points:

1. &l gondlikone ,'.“,é"""‘g wolumes, Bmpsratures, Inouw
bation times and cenirfugations wes ocarded oul

prac lsaby.

2 The solutons wers slored ab recommendsd Bempsra-
buras.

A JETQUICK colmns were nol owdoaded with E oof
aultura. Tha recommended oulture volumss ard
cakulakd amounls of plasmid DHNA hoss bssn
takan Into aooourt.

4 Bufers GX and 34 howe been reconsiiubed wih
absolule sihanol

Low yiaids ol plasmid DHA!

1. Tha toial amount o plasmids N E oof cells deperdsy ey much
ot ndviduad hast-plasmid sysikem. Flasmids vary (n ther cogy
raimber per cell dowmediumdioh). The rangs of plesmid DA per
mi oubire can vay Fom 0.2 pg'mi Jow copy) o mane than 5.0 pg'
mi [high copy). Additiorally, e SEe ond sequencs of speoilic
DHA Inserts may inuenos 1he copy namber of o particular
plazmid, and so He yield of plasmid DA,

2 His mporiant et he speoiled volumes ol solubars G1-53
wre kel precisely.

Low plasmild conknis In baok da!

H the sl cells conkain only bow amoune ol plaamid OMS, H B
nol rmoomme nded to Ioreass e allurg wolume ord the
amount ol baclera beyond e neommiended §mis. In sweh a
e 4 e decrsase ol DA yiskd may be chierved, becauss

of incompleds Daclail ysis.

DHA conosnrollon boo low!

¥ thi DR comosniration inthe shuade s oo loew, e volums ol
wdution buer can be reduced. Smaller slution wolumes kad o
highir DA concsninations (g DM mi, buk e abaclubeyiskd of
O dosa dedarsass.

Ebsnativedy, e slubed DA can be cormstiraled by o oomrmon
abciob | praai pilation.

Lhromopomal DHA ooniamination]

hromaosomal baclsdal DR 13 remavsd from the: prepar alion by
praciphiation after e ackdition of Soltion 32 andthe centfugaion
hal follows. This k= only suoosesil i shearing of e ohinomo-
ol DA after Call lysis 13 ket 1o o minimurm, Shearing of the
chromozomal DHA cocuns when the sampls s voriadsd, alerthe
axddlion of solllon G2 or sokion G2

Avold worecing durng skpe 3 and 4 of the protooal!

Agdiilonal okedmid formel

&n addtional plasmid formn, ninning on aganese Jeds in o ofthe
isuperoled form, 1s dusloimeyenbbs denaturoied plasmid DR,
Thi irevendble denaturaion iz kely o coowr IF e ol el
{protocol, slep 5 hos Bsan camsd cub o londsr han the
recommended S min unds strongly o kalne conckiong

FHA comaminaiion!

Fiaze & dgsdhion was imsuMcdent. Make surs that culhre
volurmes used comeagond o hose recommendsd. T sclutlon
@1 {oontalng AMess) le okder than & monthe add new
AMams.

Ethanal In the sluak!
Cantifugaion ims was koo shorl (slep 7 of the proloool).

Haad more Infomedicn?
Check ol our wabtite Www . genomsd-dna gom undes
"Troubdzshooting

.7

Description/ Gel Extraction

Solutions ! Gel Extraction

Proosde: Hnin Gal Slice
DHA Yt apoo 20 g deliHA #
Dl Recowery:  B5-GFL Salubilzation
DA Shes: Aubp-Nkb Buller
CHAPNE: Wil R
CHf Bl buler of waer 15minal50°C
Meaaps  Hophed *
Ha clomiom -
Borskn e h
- Nigh - e 1 agurose Brd
- A - 2L o
- TAE, TEE, TFE ke bR

g
i

le QO [led
g

* -LE{_I_]
F

Pur
DCtA Fragmeni

Recon sthuton of bufker L2

The bontle of bufer L2 contalns concentrasd bufier
soluton. Betore uss add absolue ethana (25-100%3
as staed on the bortie’s labsl.

Soluklon L3 {Gel Solublizalion SR ol AT
Camlairs guanidne iscthiocyanate
Eolullon LS ('Wash, reoonatluiad) SR ol AT

Cantming sihanal, MeCl, EOTA and Tris'HZl

AT = ram  lemparstura
L3 comiains geanidine Ealliacyanais, 14 wilh poper
praceuion. Waor lab cast, glwves and salaly papgks.

.-
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Protocol ! Gel Extraction

Protocol/ Gal Extraction

Wery important!

@& Ealors gloriing the proosdurs maks sur “hat sullon
LY lo pasndliubas = dkeabd otk bobil'e labsl

& 21 cartrHugalion seps are oorked ouf of 21208 X g
I a ocomientoral tabk-lop nlaoroiige.

i The use of 100 mg agoross gl olkes oer eolacior
I# reccmme eded thighed DHe puryl The malmum
walght of gl sloss B 400 mg persxtraobon

1. Bolubliallon of sgaress Exome th agarsss gél slios

fhighior e moling painl agorces con bo weed) srd draneler the
dicsinio o uknbs ubs (don’ use glass ubos ol this glapi
Fir canh 100 rg) gel dins odd 3850 pl o salsien 13 an-
rEutais ab BOOC Tor 15 min. Wi every 3 min 3 Teling o
worteetimy] Mo fiks noerers el e sgernes ® naimrlaboly
Solubiinsd.

Imgerionh For ol dicoe sl » S sgsweo conconkstizoag
Fad 200 o of soblon LY par (00 my o walgh! doshasd of 200
& Larper o sloes & 500w and [& sPoes of hofer apoross
comgantmlons (= 29 e sionly Anger o Joma B Dess
CESEINTeAse L7 ncwialon Ime 1020 - 51 min Coilng

gt togs olo smal peces Wil entance sobbirano ]

Lt Lol i el da5E ,_l-i' Dar JETGUCH colmn &5 400
iy Do and vwwdoond’ e JETGLESH Lo

L Lumr 1odd nig FMEte I JEIWUEE 2pin
oolunn imca 2m e ey e iubeand o adihe mbdurefomsip 1imc
LI o b el 1 L B S g s 12 R T i,
Dizcerd the llwhrougs. The spin oolinin oan B koded
Wikl 00 . Fo T sy vulunes il el @
N&0REIEny

Imperfanf I ms el of M Ry aoaese of shoe 050
Ly F iy moommandgsd o maarm an ayafiiooal Hﬂﬂ'lﬂﬂ
dap wih mtiar LY Meralrg a7 Saou of solefor LS 02
Pow JETIURCH Loanivg &l sl fur 3o al e oAl eegse el e
and raniiige al S 0N ¥ g & 1 ma The aodlona! soo Wi
Fal bamar sassin F A At DN e awposguantly waed fr
direc” seguencing e ¥ rmeatplfon & miardifectdn

& Cilumr wasiing Fadimmert f@ spir column inh
e eoewer futs ord add 500 Ll of I roonsiiukd
solullon LS ot spir column. Cerkibos ab > 12000 1 g for
1 min Cisced Mefewthnugh Face tie JETOLICK oclurm back
Imio e Sare reosk el be, ond DensTULgs agan ot malmm
epssad far 1 min

Inpnagjgug: Meciiza suklon LS wll ool Lo Lo ot p oo i ow vl
wriers the Downrglgt &8 Jreacdad pefore Wi sgdany
conkivasdn. Thx addions ronkifposdsr slop accwran el
no resguat ettand Wil 2o cased cwr ik e ream S

4. DA Elntion Flacs e ETCUCK spn ook
umn into & new 15 mi nicrohgs e ard aid 50 W oiskrk
wak [or TE bulbr or 10 mK Tris4CL pH &0] drsoty anto
e cnter of e slioa mate of e JETOUICK spin clumn.
Ceniifuge ol >1Z00 2 g kr 2 min.

! I Hone VA conceialioes can &9 oofadoes F M

WHIE arred o winony 51 o of altfor U v W case
rateal e akifon oufes i 85.70°0 130 0% e decly o
Pow Leveler A7 B s wekooows aeed e simdd B b ogid Beura
cenrinzaron Eeswre M ne &'ofon i i glsoemsed
dirardy snfls tha dlie mamirans Fodosicst akdian hafar do
Senendly maommetded O Iotwe N ool DA alelod DR
duted oWl st e slomg af WD

-11-

Trouble-Shooting’ Gal Extraction
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Dascription/ PCR Purification

The protccol b deslged 1o echkvia high ykide of mor than
@, dapanding on the sz and amount of the DHE 1o b=
eximackd If low ylkekds coour, this might B essccligd wlih:

1. Incomeot ratko of gel sllos fo soluilon L3:

- 5&6 siep 1 of the protoocl

L Ircomplite solblimailon of the gal sk
- e siep 1 of the protoocl
4 Irconplite DHA aluikon:

- e Slep 4 of the protoocd

- preinmat e elution bofler b B5 - TOC, wad the bulfor dimecly
oo e oamier of tha sloa makr of e Spin oolumn ond |et
siord for 1 min. Cenbribege ot macimum spesd for 1 min

4 Forlangs DA Tragmants - B ki:

- preinmat e elubion bofler b B5 - TOC, wad the bulfor dimecly
oo e oamier of tha sloa makr of e Spin oolumn ond let
siand For 1 min Cenirfuge ab macimum spesd for 1 min

E Supsraolkd or clroular DA {plasnild DHA):

- th |5 ik desbaned 10 seinact su perod ked ples mid DR fom

agamss geis

When sy matk gadions ors ohibled!
Atar alulon the DMA b Radgbouss Tor many appliations
Unsatislaoton resulis can be causad by the tollowing:

1. Pasidua ethanol In tha sampk after DHA & Ltlon:
- %80 Stop 3 ol e progonl
2 Rasidual salt In the samphk afar DHA slution:
- &0 Stop 3 ol e proiconl
- uER walsr o the tollowing bufler 10 elrieyour DHA:
(10 MM TrsHC], pH B.0 with oo ECTA)

Fogdm:  5min PCHRssay
AL YHE  apidpgddng '
DHA Peovedy:  5-GEFL Binding Buller
[HA fix:  Mbp-XNkb
(HARTy:  Weflypae
CHABT:  baibror v
Mamps  Hoprerml

Ha el ok

Ha rere el of Bl

Prinest removl SR 55

e pangs X00p delke

on S0me piners

¢ ol ]e ]|« TE)|
R 3 g § 2

Pup
PCA Procuct

e

ETH
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Solutions f PCR Purification

Protocol! PCR Purification

Aeconstiuton of butfer H2

The bxitle of Dufler H2 con@ains concamrated buiber
goludon Before use, add abeolure ethanal (96 100%)
84 staed on e bodtes [l

Goutlon H1  «BInding) Blore al AT
Coniaine guankding hydrochioride, Isopropancl

Solthon HE ©Wash, reconsiit ubad)
Comaing gthanci, Madl, ECTA nd TrisHO

dore at AT

FTa FoOM WNperlE
H1 zaniains quanidre fydrechicide, LEe wih propsr precadon.

¥ery Imporimnt

® Eslore siaorting the proocsdurs, maks sure thal golulion
H2 Is reconglivked, os rdkakd on the otk s ksl

# Femoral of mineral ol s nol required.

# The JETGUICK prosceduns |s nol sereslibve to dsdergenis
{1ka Tridan X- 100, MPADG ar gelatin e ihe masy Nemr-
Thekean, concenirmiions = 013 of Twsan 20 should bs
arvakded.

& Al cenirHugalion skeps ane corded out ot = 12000 x g
N o comesniional ek lop miorolugs.

1. Sampls Precaralion £3d 400 Pl of sokilon
H1 10 100 pl PoR assey and mix thomughly.

Imporfant; Mabe sire fhal e vottma of pour POR assgy does
nat avcead | 00 1l fnofimch dhag e mineral <l ovadapien Wham
PCR assays =100 uf ore pssd mamove mos! of i oinersd of
wilh 3 ploeffa and scaf @ up sobt Pon HT proparfonadly T s
o muohs doadings of M spto odtmn (Ehen 2 of the pratocl
A ramirad]

2 colunn Logding Phos & JETQUWICK spin
cobamn o & 2 ml reosdvar lubs. Load he michire from slep
1 i the prepiared spine column. Centifluge ol = 12080 % g for
1 min. Cizcard he Nowthrough.

-8 -

Protocol ! PCR Purification

-1E .

Trouble-Shooting/ PCR Purification

A Columneashineg P nsart e spll ni ool umni imla
i omply rezebver fubs and sdd SO0 Ll ot g consiiukd solition
HZ cenirifuge at »1 2000 2 g tar 1 min.
Cezcandiosraugnand 0 ecethe JETCUECH o olumn bads imchesams
ez I b, Centrilugs agaln o maxl mum spes dior 1 min

Impodand: Peclhiva! salulon H3wl! nod b complefidy ramoved
Untpssihe Towtrmuon's Ao el e i s adaany caniugaion
SluranHilconfains snand andrasdoy shand mayinieamem
suBseqUenLreaclines. The addions! canifiusalion assuras thalng
resdealettanalls corsed areninio Me nar! Shap afithe pratond

4 DHA Elulon Flags the JET GLICK spin
oolimn imio & naw 1.5 mi miTofuge e ard add 50 Hl ot slarik
waker (& TE Burkr o 10 mM TrigHSL pH 0] drecly ente thi
oenter ol Mol ba makix of e JETQUIC K spinoolumn, Centribge ot
=120 g fer 2 min

Imporfan - Higher D84 concersialons cante obialnedF the ki fon
lsramiedou et anlp 20ut ol lan BUfer it raseprenealng
alfan e D BRFINC, adaitebuty direcly anfa e canha ofine
sliva makly o Me spn oo'vme asd S sfand for 4 min bafore
cenkiuasrion Makesra Nl ihe e ien el dispansed aredty
oo sl camembana. Frefieated ahon e s parardly resom.
mendedee fien PCRrazmen's - Eibang dlufed TR alviedn waier
shouita sloradal. 2050

S [

Whan kil ars low!
The pratesel 3 dsskynsd 1o sohiz e Nighy kids of mas than
B, kow ylkids coour, ihey might ke mssoc ikd wih:

1. n=zuflkknt anpiicaion:
- Wiakm surs thabyour PO mssay has workedwesl. &pply on 2l
quot ol o FCR 2053y onin an agamss ool and chook th
amaun of e desired PR product
2 noomed DHA bindng condklons:
- Wik =ure ok Bha rmbio ol sohufon HY (40 W) io your FCR
a5y (upio 10=] ) wars comact
% noonpkis DHA slution:
- £=2a 5iep 4 of Tie proiool
- proheaiyour shiion bufler i 55 707 G, a0d e bufer drecly
oo he penter of e Scn mah ol he spin column ond ket
tinrd for 1 min Comiiluge i manmum Spesd for 1 min
4. For large DHA T ogmenis i~ & kb:
- prohaaiyour shiion bufler i 55 707 C,a0d e bufer drecly
oo he penter of e Scn mah ol he spin column ond ket
etord for | min Ceniiiuge 3 meckmam spesd for 1 min

When sroymalk readions ars nhibkad!
&har o utlon tha DMA |3 ready-to-uss jor marry apploations

Unsat=holony mauHs can be caused by tha Tollowlng:
1. Resdual abhana | In the sampds afsr DNE slutlon:
- 550 Siep 3 of T proicool
2 Resddual salt In the sampk ofar DAA Sluikon:
- 550 Siep 3 of T proicool

- Lss warler oF Hhis following buHer o eluts your DHA:
{10 md THE'HCL, pH B.0 with o EOTA)
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