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RESUMO

ECOFISIOLOGIA DE Cylindrospermopsis raciborskii (CYANOBACTERIA):
INFLUENCIA DA INTENSIDADE E QUALIDADE DA LUZ E DAD UREZA DA
AGUA SOBRE O CRESCIMENTO E A PRODUCAO DE SAXITOXINA S

A cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii vem sendo citada como uma
espécie invasora, associada ao aumento da temperatura global e com uma alta
capacidade de competicdo em relacdo a outras espécies. Nos ultimos 10 anos foi
crescente 0 numero de trabalhos que abordaram algumas dessas variaveis
ambientais os quais as relacionaram com a ocorréncia de C. raciborskii em
ecossistemas aquaticos brasileiros, onde o sucesso pode estar relacionado a altos
valores de condutividade, valores altos de alcalinidade, elevado pH e elevada
temperatura das aguas e a variagdo de intensidade luminosa. As linhagens
brasileiras toxigénicas ja isoladas, mostraram-se produtoras de variantes de
saxitoxina. Este estudo foi desenvolvido com objetivo de avaliar os efeitos do
aumento da intensidade luminosa, variacdo da qualidade da luz e da condutividade
(dureza da agua) sobre o crescimento e producdo de saxitoxinas por uma linhagem
de C. raciborskii T3. Culturas desta linhagem foram submetidas as intensidades
luminosas de 50, 100 ou 150 pumol.fétons.m?.s* e & luz branca, azul ou vermelha,
amostradas durante 36h para avaliacdo da producdo de saxitoxinas. O efeito da
condutividade sobre o crescimento e sintese de saxitoxinas foi testado através da
adicao de alguns sais ao meio de cultivo ASM-1, buscando obter concentracfes de 5
ou 10 mM dos fons COs%, Ca**, Mg?* ou Na*. Em todas as condicBes testadas, o
crescimento celular foi acompanhado por contagens de células em hemocitémetro,
com auxilio de microscépio 6tico. As concentracdes intracelulares e extracelulares
de saxitoxinas (saxitoxina + neosaxitoxina) foram quantificadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Para avaliar a inibicdo do metabolismo das células da
linhagem T3 em presenca de Ca®* (10 mM), mudancas na expressdo de proteinas
foram investigadas por analise proteémica, usando eletroforese de duas dimensdes
(2DE) e espectrometria de massas. O crescimento celular de C. raciborskii T3 foi
estimulado pelo aumento da intensidade luminosa. Da mesma forma o crescimento
celular foi estimulado na maioria dos tratamentos, mostrando uma relacao positiva
entre 0 aumento da condutividade e o aumento do nimero de células. A inibicdo do
crescimento celular foi observada nos tratamentos com CaCO3 ou CaCl, (10 mM). A
maior concentracdo de saxitoxinas por células foi quantificada em intensidade
luminosa de 100 pmol.fétons.m™.s™. A producdo de saxitoxinas obedece a um ritmo
circadiano de producdo. A exposicdo a luz azul ou vermelha ocasionou a perda do
ritmo circadiano de producéo de saxitoxinas por células. Houve uma relagéo positiva
entre 0 aumento da condutividade e a producdo de saxitoxinas na maioria dos
tratamentos. A presenca de carbonatos na agua tanto inibiu como estimulou a
sintese de saxitoxinas por células. O mesmo foi observado quando se utilizou sais
de cloro. O crescimento e a sintese de saxitoxina inibidos na presenca de Ca®* em
alta concentracdo (10 mM), apos a exposicao por 12 dias, estavam associados a
inibicdo do metabolismo basal das células. Enquanto que extrapolacdes de estudos
de laboratério para o ambiente devem ser tomadas com cautela, este estudo
permitiu mostrar que o aumento da condutividade ou diferentes concentracdes e tipo
de ions encontrados nas aguas, podem ocasionar modificagcdes no crescimento e
producdo de saxitoxinas por uma cianobactéria. Por tanto, as floracdes poderiam
estar associadas a presenca desses ions na agua. Isto mostra pela primeira vez que
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a dinamica de floracbes de algumas espécies de cianobactérias pode estar
associada a outros parametros além da eutrofizagdo (propor¢do N:P). Recomenda-
se 0 estabelecimento de uma rotina de analise dos diferentes ions e da intensidade
luminosa em umol.fétons.m?s®, em ambientes com floracbes. A partir do
estabelecimento dessas rotinas, sera possivel o aumento da compreensédo das
dindmicas de ocorréncia de floracdes tdxicas, o que pode contribuir para facilitar o
manejo e recuperacéo da qualidade do ambiente aquatico.
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ABSTRACT

Cylindrospermopsis raciborskii (CYANOBACTERIA) ECOFISIOLOGY: THE
LIGHT INTENSITY, LIGHT QUALITY AND WATER HARDNESS E FFECTS ON
GROWTH AND SAXITOXIN PRODUCTION.

Cylindrospermopsis raciborskii has been described as an invasive species. This
invasive capability has been associated to global temperature increase and high
capacity for competition with other species. Over the past 10 years, the number of
studies has been increasing on occurrence events of C. raciborskii in Brazilian
aquatic systems where this species occurrence and success can be associated to
high values of conductivity, alkalinity, pH, temperature and light intensity. The
toxigenic strains already isolated from these environments are saxitoxin variants
producers. This study was performed to evaluate the light intensity, light quality and
conductivity (water hardness) effects on growth and saxitoxins production by C.
raciborskii (T3 strain). To evaluate the effect of light intensity, this strain was exposed
to 50 (control), 100 or 150 pmol.photons.m?.s™, or to red or blue light. Saxitoxins
concentration was determined during 36h, to evaluate the circadian rhythm of
production. To evaluate the effect of conductivity on growth and production of
saxitoxins, cultures were maintained at ASM-1 medium added with 5 or 10 mM of
COs%, Ca®*, Mg or Na' ion. Cell counts were performed in a hemocytometer under
optic microscopy to cellular growth determination. Saxitoxin analyses were performed
by HPLC techniques. Changes in protein expression profiles of cells exposed to
Ca®" (10 mM) were investigated by proteomic analysis using 2D gel electrophoresis
and mass spectrometry. Cell growth was stimulated by the increase in light intensity.
The highest concentration of saxitoxins per cell was found in cells at 100
pumol.photons.m?.s™. Saxitoxin production is controlled by an endogenous clock.
Exposure to blue and red wavelengths caused the loss of saxitoxins circadian rhythm
of production. In general, cell growth was direct related with the increase of
conductivity of water. However, CaCO3; CaCl, or Ca®** 10 mM condition cellular
growth was inhibited. The presence of carbonate or chloride salts in the medium
could either inhibit or stimulate the saxitoxins production by cells. Among differently
expressed proteins, those related to primary metabolism (energy and carbohydrate
metabolism) were less abundant in cells exposed to the high calcium concentration
which is reasonable with the growth inhibition observed under this condition. While
extrapolations of laboratory data to the environment should be taken with caution,
this study could allow that conductivity increase and different ion concentration in
water could modify the dynamic of growth and saxitoxin production by
Cyanobacteria. The bloom occurrence could be associated to the presence of
different ions in addition to eutrophication by N:P. It is recommended a routine to
evaluation of the ion concentration in water with bloom occurrence. This study
contributes to increase of comprehension of dynamic of toxic bloom occurrence e
could be contributing to facilitate the management of water quality.
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Abreviacoes:

7-epi-CYN — variante de cilindrospermopsina.

BMAA - B-methilamino-L-alanina.

CYN — cilindrospermopsina.

CTX — ciguatoxinas.

deoxiCYN - variante de cilindrospermopsina.

dcGTX, dcSTX, dcNSTX - variantes decarbamoil de saxitoxinas.

GTX — goniautoxina.

HPLC — “High Performance Liquid Chromatography” — cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

LPS — lipopolissacarideos.

MS — “mass espectrometry” - espectrometria de massas

MM — massa molecular

NSTX — neosaxitoina.

PST — toxinas paralisantes de moluscos. Mesmo que saxitoxinas (STXs).
pl — ponto isoelétrico

STXs — saxitoxinas.

STX — saxitoxina.

APRESENTACAO DA TESE

A cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii vem sendo citada na literatura
mundial como uma espécie invasora com alta capacidade ecolégica de competicao
em relacdo a outras espécies. Essa espécie apresenta linhagens capazes de
produzir as seguintes variantes de cianotoxinas ja caracterizadas:
cilindrospermopsina,  deoxicilindrospermopsina e  7-epi-cilindrospermopsina.

Mundialmente, o interesse por essa espécie tem crescido também devido ao
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aumento da ocorréncia de floracbes toxicas em varios ambientes. Em agosto de
2009, observou-se que foram publicados 254 artigos sobre a espécie, nos ultimos
dez anos, ao ser digitada a palavra-chave “Cylindrospermopsis raciborskii” em um
site de consulta de artigos cientificos em periddicos especializados
(www.isiknowledge.com). Vinte e dois desses artigos (aproximadamente 10%) foram
publicados no corrente ano de 2009, demonstrando uma continuada investigacao
sobre os aspectos da espécie. Porém, o conhecimento sobre a fisiologia e
toxicologia da espécie parece ser pouco se comparado ao conhecimento sobre
outras cianobactérias.

Desde o primeiro isolamento e caracterizacdo de toxinas produzidas por
linhagens de C. raciborskii isoladas de corpos d'dgua brasileiros (primeiras
observacgdes publicadas por Lagos et al., 1999), sempre que foi identificada alguma
linhagem toxigénica, constatou-se a producdo de variantes das toxinas conhecidas
como PST. PST vem do inglés “Paralytic Shellfish Toxins”. Estas sdo neurotoxinas,
conhecidas também pelo nome generalizado de saxitoxinas (STXs). Na *“VII
International Conference on Toxic Cyanobacteria” realizada no Rio de Janeiro, no
ano de 2007, foi apresentada pela primeira vez evidéncia de producdo de
cilindrospermopsinas em linhagens brasileiras da espécie. Andlises realizadas por
técnicas de LC/ESI (“Liquid chromatography electrospray ionisation tandem mass
spectrometry”) confirmaram a producdo de cilindrospermopsina em amostras de
séston e culturas de C. raciborskii isoladas no estado de Minas Gerais (Moreira e
Bizi, 2007). Porém, ndo encontramos esses resultados publicados em periédicos
indexados até o momento.

A linhagem brasileira de C. raciborskii estudada nesta tese T3 pode ser

considerada como linhagem referéncia de C. raciborskii produtora de STXs. Alguns
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estudos foram publicados com essa linhagem por alguns grupos de pesquisa,
principalmente por um grupo australiano, mas também por grupos na Espanha e na
Ameérica Latina. Entretanto, apenas dois trabalhos buscaram investigar fatores que
possam controlar, ou pelo menos, influenciar a producdo de toxinas pela espécie
(Pomati et al., 2004 e Kellman e Neilan, 2007).

A partir de observacbes acerca de condicbes ambientais descritas em
ecossistemas aquaticos continentais onde comumente tem havido ocorréncia de
floracdes de C. raciborskii, o estudo desta tese tem enfoque em parametros
ecofisiolégicos de C. raciborskii (linhagem T3, produtora de STXs) através da
investigacdo dos efeitos de trés variaveis ambientais: (i) intensidade luminosa, (ii)
gualidade da luz e (iii) concentracéo de diferentes ions dissolvidos.

Nesta tese € apresentado o conjunto de trabalhos publicados ou em processo
de publicacéo, gerados durante o desenvolvimento das investigacdes, assim como
uma descrigao resumida de resultados e discusséo.

Durante a elaboragdo desta tese foram gerados trés trabalhos para
publicacdo a partir dos resultados obtidos. Um desses j& esta publicado e dois estao
submetidos. Outro trabalho foi escrito durante o desenvolvimento desta tese e trata
da producédo de cilindrospermopsina por duas linhagens da espécie. O manuscrito
trata do efeito da intensidade luminosa sobre a producao de cilindrospermopsina por
duas linhagens australianas de C. raciborskii. Como o estudo que possibilitou a
redacdo desse ultimo manuscrito foi iniciado durante a obteng&o do titulo de mestre,
optamos por ndo conta-lo como parte integrante da tese, mas apenas como
producéo cientifica durante esse periodo. O manuscrito esta incluido entre anexos
desta tese e serd submetido ao periddico Phycologia . Por conseguinte, a tese esta

dividida em trés capitulos.



Em cada capitulo € feito um resumo da metodologia, resultados e discusséao.
Ao final da tese, ha ainda a apresentacdo de uma discussdo geral do estudo,
definicdo das conclusdes e delineamento de perspectivas que este trabalho permitiu
estabelecer através do levantamento de novas perguntas que surgiram durante o
estudo.

No capitulo primeiro, investigamos os efeitos da intensidade e qualidade da
luz sobre o crescimento e producao de STXs por C. raciborskii T3. Foi gerado um
trabalho, ja publicado no periédico Journal of Plankton Research, 31(5), 2009 , que
mostra pela primeira vez a ocorréncia de um ritmo circadiano de producdo de STXs
nessa espeécie.

Nos ambientes aquaticos brasileiros com floracdes de C. raciborskii
frequentes, a condutividade, a salinidade, a alcalinidade ou a dureza da agua
geralmente é alta. Essas variaveis sdo medidas indiretas da quantidade de ions
dissolvidos na agua, muitos deles presentes em altas concentracdes. No capitulo
segundo, investigamos entdo os efeitos da adicdo de diferentes sais,
proporcionando diversos ions, em diferentes concentracdes, sobre o crescimento e
producdo de STXs. Dessa etapa, foi gerado mais um trabalho que esta submetido
ao periédico Journal of Plankton Research

A partir das hipoteses que levantamos, foi pertinente pensar que a adaptacao
as caracteristicas da agua poderia ser traduzida na sintese protéica das células
dessa espécie. Para avaliar essa hipétese, a pretensdo era estudar o proteoma das
células de C. raciborskii sob os diferentes tratamentos. Entretanto, a fase de
desenvolvimento da metodologia persistiu durante, praticamente, os quatro anos de
elaboracdo desta tese. Metodologias pré-existentes de andlise de proteinas soltveis

em bactérias necessitaram de adequacdes para serem usadas com a cianobactéria
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em questdo. Os projetos proteomas em cianobactérias sédo relativamente recentes,
fato refletido no nimero de trabalhos publicados nos ultimos dez anos (apenas 37
registros de outubro de 1999 até abrii de 2009 sao verificados no
www.isiknowledge.com, quando se procura a combinacdo cianobactéria e
proteoma). No capitulo terceiro, verificamos mudancas no padrao protéico de células
de C. raciborskii T3 submetidas ao estresse por calcio. Um manuscrito foi gerado e
esta submetido ao periddico Applied and Environmental Microbiology.

Todos os manuscritos e o trabalho ja publicado estdo nos anexos da tese
(formatados de acordo com as diferentes regras dos periodicos aos quais foram
submetidos). Nos anexos também consta uma atividade de extenséo e divulgacéo
cientifica realizada durante o periodo da tese (Folder para distribuicdo a populacéo
sobre a qualidade da agua, produzido em parceria com o “Espaco Ciéncia Viva” -

RJ).



1 - INTRODUCAO
1.1 - Cianobactérias e cianotoxinas

As cianobactérias sao procariotos fotoautotréficos, pertencentes ao dominio
Bacteria. Esses micro-organismos sdo considerados descendentes modernos dos
primeiros organismos fotossintetizantes (com existéncia estimada em cerca de 3,5
bilhdes de anos). Esses primeiros organismos desenvolveram pigmentos capazes
de captar a luz visivel ( e Cox, 2002). Esse foi um evento evolutivo que possibilitou o
desenvolvimento do processo fotossintético, atualmente semelhante ao de algas e
vegetais superiores, em que ha sintese de clorofila-a como principal pigmento de
captacdo da luz e a participacdo da agua como doador de elétrons. Da agua
também ocorre liberacdo de oxigénio molecular (O,) para a atmosfera. O
aparecimento de um aparato fotossintético, capaz de transformar agua em oxigénio,
prétons e elétrons, proporcionou uma inovacao evolutiva que permitiu a existéncia
de organismos aerdébios, a partir de anaerdbios ancestrais (Dismukes et al., 2001).

As cianobactérias sintetizam uma gama de pigmentos acessorios,
predominantemente ficobiliproteinas (ficoeritrina - vermelho e ficocianina - azul),
além de alguns carotendides (alaranjados) que auxiliam tanto na captacdo de luz
como na protecdo contra foto-oxidacdo da clorofila-a (Nelson e Cox, 2002). A
composicdo desses pigmentos confere variagbes de coloragdo em espécies do
grupo - verde-azuladas, verde-acinzentadas, amarelo-amarronzadas ou variando do
violeta ao vermelho (Bryant et al., 1979). Em resposta a mudancas ambientais,
principalmente a qualidade da luz, a sintese de alguns desses pigmentos pode
variar, em particular a das ficobiliproteinas (Bryant et al., 1979).

Ecologicamente, cianobactérias sdo microrganismos que estdo inseridos no

fitoplancton de &guas marinhas e continentais. Participam como produtores
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primarios desses ecossistemas, juntamente com outros organismos como as
microalgas. A diversidade do fitoplancton e sua distribuicdo nos sistemas aquaticos
dependem de fatores bioticos e abidticos complexos. Alguns fatores principais
podem governar a dinamica da comunidade fitoplanctbnica como: (i) a
disponibilidade de recursos, principalmente luz e nutrientes, (i) a extensdo e
frequéncia de alguns fatores fisicos, como turbuléncia e (iii) outros como competicéo
e herbivoria (Reynolds, 2006). Em resposta as flutuacbes de um ou outro fator, ou
de varios desses em sinergismo, uma distribuicdo diferenciada de espécies do
fitoplancton pode ocorrer, principalmente em funcéo da temperatura, da salinidade,
da disponibilidade dos nutrientes inorganicos e do pH (Straskaba et. al, 1993; Henry,
1999; Codd, 2000).

As cianobactérias possuem alta plasticidade morfologica, indo desde formas
unicelulares cocdides a tricomas (fileira de células), filamentos (tricoma envolto em
bainha de mucilagem) ou colénias (de células cocoides ou de tricomas). Esses
microrganismos sao encontrados nos mais variados ambientes, dentre os quais:
geleiras, solos de deserto, fontes termais e mesmo em locais com baixas
concentracfes de oxigénio ou altas incidéncias de radiacéo ultravioleta (Weber et
al.,, 1996; Caztenholz, 1973 revisto por Molica, 2003). Alguns fatores s&o
considerados responsaveis pela dominancia de algumas cianobactérias sobre outros
grupos do fitoplancton. Por exemplo, adapta¢Bes morfolégicas, como vesiculas
gasosas (aerdtopos), que possibilitam a migracdo na coluna d'agua (considerada
uma adaptacao a diferentes intensidades luminosas), a capacidade de fixacado de
nitrogénio atmosférico e de assimilacado de fosforo, estdo entre esses fatores (Paerl,

1988; Reynolds, 2006).



O sucesso das cianobactérias em diferentes ambientes também tem sido
relacionado principalmente a estabilidade fisica da coluna d’agua, temperaturas
elevadas e valores de pH entre 7 e 9 (Paerl, 1988; Padisak, 1997; Shapiro, 1990).
As cianobactérias podem se tornar dominantes em condi¢des da agua com pH
neutro-alcalino, altas concentragcbes de nutrientes (nitrogénio e fosforo) e
temperaturas entre 15 a 30°C, crescendo exageradamente e formando o que é
conhecido como floracdo. As floracdes séo facilmente reconhecidas pela formacéo
de uma densa camada de células, muitas vezes vista a olho nu. Todavia, uma
floracdo € também considerada como tal a partir do momento em que ha a
observacdo de um aumento significativo de biomassa fitoplanctbnica em um
ambiente, além do comumente observado (Whitton e Potts, 2000).

O fator mais fortemente apontado como responsavel pela dominancia das
cianobactérias € a eutrofizacdo antropica de corpos d’agua (gerada pelo grande
aporte de N e P, oriundos principalmente de esgotos doméstico e industrial e da
agricultura). Nessa condicdo (agua eutrofizada), as cianobactérias apresentam
vantagem competitiva, adquirido mais rapidamente os nutrientes disponiveis. Alguns
dos problemas que as floragcdes de cianobactérias podem causar na agua sao:
aumento de turbidez; diminuicdo de oxigénio dissolvido; deterioracdo da qualidade
da agua; perdas de qualidades cénicas, morte extensiva de peixes e producdo de
odores desagradaveis (Funasa, 2003; Hudnell, 2008; Smith et al., 2008).

Dentre as caracteristicas mais marcantes das cianobactérias estad o fato de
serem capazes de sintetizar diversos produtos metabdlicos com acéo toxica
(cianotoxinas) a diferentes organismos (Hudnell, 2008). Porém, o significado
ecologico e ou ecofisiologico da producdo de cianotoxinas ainda ndo foi

devidamente estabelecido.



Inicialmente, as cianotoxinas foram classificadas como ndo essenciais para a
sobrevivéncia desses microrganismos, sendo considerados como protecado contra
herbivoria (Carmichael, 1992). Entretanto, evidéncias filogenéticas relataram a
possibilidade do gene de producdo de microcistinas estar presente em grande
numero de ancestrais de cianobactérias. Essa caracteristica teria sido perdida e ndo
adquirida durante a evolucéo de algumas cianobactérias e existiria mesmo antes do
surgimento de metazoarios como copépodos e cladoceros (Rantala et al., 2004).
Somando-se a essas observacdes, outras hipéteses tém sido levantadas acerca do
papel de cianotoxinas, para a fisiologia do préprio grupo. Essas poderiam ser
mediadoras, em interacGes interespecificas com bactérias heterotroficas, fungos,
protozoarios e mesmo microalgas (Paerl e Millie, 1996). Outra linha de investigacao
postula que as cianotoxinas poderiam estar relacionadas a comunicacdo celular
intraespecifica (Dittmann et al., 2001; Kosheck, 2008; Santos, 2009). Recentemente,
em um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa ficou demonstrado que
exudatos retirados de culturas de uma linhagem de Microcystis aeruginosa, em
determinada fase do crescimento celular, sdo capazes de inibir o crescimento da
propria linhagem (Santos, 2009). Além disso, o crescimento da linhagem estudada
foi também inibido por microcistina purificada, uma cianotoxina produzida por M.
aeruginosa. Os efeitos observados poderiam ser associados a participacdo de
microcistinas em sistemas de comunicacdo celular, conhecidos como “quorum
sensing” (Santos, 2009).

As cianotoxinas (Fig. 1.1) também tém sido comumente descritas como
nocivas por se acumularem na rede tréfica ou por afetarem diretamente organismos
zooplanctoénicos, peixes, mamiferos, aves e seres humanos (Christoffersen, 1996;

Chorus e Bartram, 1999; Codd, 2000; Ferrao-Filho et al., 2002; Carmichael et al.,
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2001; Magalhées et al., 2001 e 2003; Paerl et al., 2001; Rocha, 2007; Silva, 2008;
Soares, 2008). Quimicamente e farmacologicamente as cianotoxinas mais
conhecidas séo classificadas como peptideos ciclicos hepatotoxicos (microcistinas e
nodularinas), alcaléides neurotoxicos, citotoxicos ou alergénicos (anatoxina-a,
anatoxina-a(s), aplisiatoxinas, cilindrospermopsinas, lingbiatoxinas, saxitoxinas),
lipopolissacarideos irritantes ao contato e um aminoacido atipico, 0 BMAA,

neurotoxico (Hudnell, 2008).
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Figura 1.1 — Estruturas quimicas das principais cianotoxinas. a) Microcistinas, alteracdes nas posi¢cdes R1 e R2 proporcionam variantes desta toxina; b)
Nodularina; c) Cilindrospermopsina; d) Anatoxina-a; e) Anatoxina-a(s); f) Saxitoxinas, alteraces nas posicées R1-R5 proporcionam variantes desta toxina; g)
Lingbiatoxina; h) Aplisiatoxina.



1.2 - Saxitoxinas

Sommer et al. (1927, revisto por Ragelis, 1984) relacionaram pela primeira
vez a intoxicagdo e a morte causada por consumo de mexilhdes na Califérnia, EUA,
com a presenca de uma microalga na agua do mar, Alexandrium catenella. As
saxitoxinas receberam inicialmente o nome de PSP (Paralytic shellfish poisoning —
Veneno paralisante de moluscos) devido a associacdo da intoxicacdo com a
ingestao de mariscos, mexilhdes e ostras, que acumulam a toxina ou a microalga em
seus tecidos. O primeiro documento relatando a ocorréncia de PSPs (ou atualmente
também chamadas PSTs — T de “toxin”) ocorreu no Canada em 1798 e descrevia o
envenenamento por mexilhdes de alguns tripulantes da expedicdo “The British
Columbia” em 1793 (Lehane, 2000). Schantz et al. (1966, revisto por Ragelis, 1984)
identificaram pela primeira vez a STX, uma PST do dinoflagelado Gonyaulax
(Alexandrium) catenella e do molusco Mytilus califfornianus. Saxitoxinas (STXs),
nome mais utilizado para essas PSTs, € um nome que agrega diversas toxinas, em
torno de 20 analogos identificados entre dinoflagelados e cianobactérias como:
saxitoxinas (STX, NSTX - neosaxitoxina, dcSTX — decarbamoil STX e dcNSTX —
decarbamoil NSTX), ciguatoxinas (CTX), goniautoxinas (GTX) (Oshima, 1995;
Chorus e Bartram, 1999).

As STXs de ocorréncia mundial mais comum sdo: STX, NSTX, GTX I, I, Ill, IV
e CTX (Lehane, 2000). A estrutura quimica basica de todas é um esqueleto de
tetrahidropurina com dois grupos guanidinicos (Lehane, 2000). Séo alcal6ides
carbamatos, ndo sulfatados (STX e NSTX), sulfatados (GTX) ou duplamente
sulfatados (CTX) além de variantes decarbamoil e deoxidecarbamoil dessas (Tabela

1.1).
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Tabela 1.1 - Saxitoxinas identificadas por Oshima (1995). Férmula estrutural de Yoshida et al.

(1996)™.
R4 R4 R4 R4
Férmula estrutural | R1 R2 R3
-O,CNH, | -O,CNHSO; -OH -OH
H H H STXP GTX5(B1) | dcSTX | doSTX?
OH H NSTX® GTX6(B2) | dcNSTX -
OH | -0S03 H GTX1° CTX3® dcGTX1 | doGTX2
H | -0SO3 H GTX2 CTX1 dcGTX2 | doGTX3
H H -0SO3 | GTX3 CTX2 dcGTX3 -
OH H -0SO3 | GTX4 CTX4 dcGTX4 -

®Modificado de Lehane (2000). "STX=saxitoxina. “NSTX = neosaxitoxina. “GTX = goniautoxina. °*CTX
= ciguatoxina. 'dc = variante decarbamoil. °do = variante deoxidecarbamoil.

Alguns estudos propuseram a via de sintese quimica das STXs (Shimizu,
1993; Fleming e Dubois, 2006; Kellman e Neilan, 2007). A STX seria a primeira
variante a ser sintetizada (Shimizu, 1993; Kellman e Neilan, 2007; Kellman et al.,
2008 a e b). A sintese seria iniciada a partir de arginina, S-adenosilmetionina e
acetato, com catalise por uma policetideo sintase. Essa enzima realizaria a
metilacdo do acetato e uma condensacédo de Claisen entre o propionato e a arginina
(Claisen é uma reacéo entre dois ésteres e uma cetona, na presenca de base forte,
formando uma ligacdo simples carbono-carbono) (Fig. 1.2). Outros passos
envolveriam a catalisacdo de trés reacdes de hetero-ciclizacbes e varias reacdes

coordenadas resultariam nas numerosas variantes da toxina (Shimizu, 1993;

Kellman e Neilan, 2007; Kellman et al., 2008 a e b).
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Figura 1.2 - Sintese hipotética de saxitoxina (STX) como proposto por Shimizu (1993). Os intermediarios hipotéticos estéo representados pelas
letras entre paréntesis. Os numeros representam os intermediérios da rea¢do. SAM, S-adenosilmetionina. Fonte: Kellman et al. (2008).



Recentemente, o locus génico responséavel pela producdo de STXs em C.
raciborskii foi descrito por Kellman e Neilan (2007). Outros conjuntos de genes
provavelmente responsaveis pela sintese de STXs em algumas cianobactérias como
A. circinallis, A. flos-aquae e L. wollei foram revelados por homologia funcional e
pela andlise de um intermediario da biossintese de STX (Kellman et al., 2008 a).
Kellman et al. (2008 b) sugeriram que os genes para producdo de STXs teriam sido
adquiridos de outros microrganismos por transferéncia génica horizontal. A metade
dos genes, nomeados stx, apresentou homologia com outras bactérias como
proteobactérias e actinomicetes. Contudo, a maior evidéncia para transferéncia
horizontal seria a organizagdo estrutural dos genes stx que inclui pequenas
sequéncias moveis, fagos e transposons (Kellman et al., 2008 b).

Algumas citacdes bibliograficas sobre cianobactérias produtoras de STXs séo
antigas. Os primeiros relatos ocorreram na década de 1960, sendo descritos em
Aphanizomenon flos-aquae (Jachim e Gentile, 1968 e Sawyer et al., 1968 revisto por
Lagos et al., 1999). Atualmente, a producdo de STXs também ja foi confirmada em
outras cianobactérias como C. raciborskii, C. phillipinensis, Aphanizomenon
lemmermannii, Anabaena circinalis, A. lemmermannii, Lyngbya wollei, Phormidium
sp e Trichodesmium thiebautii (Hudnell, 2008).

Evans (1965) e Kao e Nishiyama (1965, revistos por Lehane 2000) relataram
pela primeira vez que a morte causada por envenenamento por STXs era devida ao
blogueio de canais de s6dio em membranas de células nervosas e musculares. Os
sinais clinicos de intoxicagdo humana incluem tontura, adormecimento da boca e de
extremidades, fraqueza muscular, nausea, vomito, sede e taquicardia. Alguns
autores relataram a morte de animais em decorréncia da intoxicagdao por STXs por

consumo de aguas com floracdes de cianobactérias. Negri et al. (1995) associaram
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a morte de carneiros e ovelhas a floragbes de Anabaena circinalis em reservatorios
na Australia. Esses autores identificaram como causa das mortes dos animais a
exposicao a toxinas do tipo CTX e GTX.

STXs apresentam variagdo em sua estabilidade em funcdo das condi¢des do
meio. Alfonso et al. (1994) realizaram um estudo sobre a estabilidade de STXs em
funcdo da temperatura, mostrando que a STX é relativamente estavel por até dois
anos, tanto em solucéo acida, como seca por liofilizacdo, em temperaturas de -80°C,
-20°C e 4°C. Jones e Negri (1997) demonstraram que STXs persistem por até trés
meses em rios, aguas de irrigacdo e por longo periodo em agua destilada, a 25°C. A
meia-vida calculada para as toxinas, estudadas dissolvidas em agua destilada foi:
CTX1 + CTX2, vinte e um dias; dcGTX2 + dcGTX3, vinte e sete dias e GTX2 +
GTX3, 46 dias. Em agua de rio ndo esterilizada (usada na irrigacdo) a meia-vida
calculada foi: CTX1 + CTX2, nove dias; dcGTX2 + GTX3, dezessete dias e GTX2 +
GTX3, vinte e oito dias. Hoeger et al. (2004) destacaram que métodos utilizados no
tratamento de 4gua para remocao de cianobactérias sdo pouco eficazes na remocéao
de STXs. A floculagdo de 99% do total de células ndo foi capaz de remover STXs,
persistiu dissolvido em torno de 60% do total quantificado antes do procedimento.
No mesmo sentido, a floculacdo e posterior filtracdo da agua deixaram de eliminar

em torno de 40% do total de STXs (Hoeger et al., 2004).
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1.3 - Cianobactérias, relégio biologico e ritmos ci rcadianos

Ritmos circadianos, como o adjetivo sugere, sao variagdes onde 0 pico ou
maximo de um evento metabdlico ocorre e recorre no periodo (circa) de um dia
(diem). Essa nogcdo é bem conhecida pela ciéncia, tendo sido primeiramente
descoberta em plantas, ainda no século XVIII (Golden et al., 1997). O primeiro
grande salto no conhecimento sobre a ocorréncia de ritmos circadianos em eventos
metabdlicos ocorreu com o trabalho realizado por Bunning (1930, revisto por
Sweeney, 1987), que observou o movimento de folhas de feijdo (Phaseolus)
ocorrendo em um periodo de 25h e 24min, em escuro constante e em exatas 24h,
guando ocorria um estimulo luminoso. Esse processo foi entendido como uma
mensuracao do tempo pela planta.

Atualmente, pesquisadores da &rea de cronobiologia estudam o chamado
relégio bioldgico, que seria o controlador genético dos ritmos circadianos. Existem
definicbes proprias para os fendmenos da area. Por exemplo, um ritmo pode ser do
tipo “entrained” (Fig. 1.3a), aquele que seria sincronizado em periodos (entendidos
como tempo de recorréncia do maximo ou minimo de um processo) com exatas 24h
de recorréncia. Esse tipo poderia ocorrer em condi¢cdes onde existissem variagdes
de um estimulo, como por exemplo, a alternancia entre periodos luminosos e de
escuro (Andersen, 2005). Um ritmo circadiano pode ser também do tipo “free-
running” (Fig. 1.3b). Esse ritmo poderia ser observado em condi¢cdes constantes,
como exposicao a luz sem ocorréncia de escuro (ou vice-versa) e com periodo maior

ou menor que 24h (Andersen, 2005).
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Figura 1.3 — Representacdes graficas dos tipos de ritmos circadianos de um processo metabdlico. Os
exemplos sdo apenas ilustrativos e ndo se refere a nenhum processo metabdlico, em especial. A.
ritmo do tipo “entrained”, com periodo exato de 24h; B. ritmo tipo “free-running”, com periodo maior
qgue 24h. Definicdes de Andersen (2005).
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O comportamento circadiano foi reportado em muitos processos metabdlicos,
ao longo do século XX. Até bem recentemente, acreditava-se que esses ritmos eram
exclusivos do dominio Eucarya (Ilwasaki e Kondo, 2004). Os processos
referenciados nesse dominio foram do metabolismo de microrganismos unicelulares,
passando pela saida do estagio de pupa em insetos e chegando até mesmo no
controle do tempo de sono em humanos (Harmer et al., 2001). Todos sao
reconhecidos como evidéncias da existéncia de um entendimento do tempo por
parte do reldgio bioldégico endogeno.

A ocorréncia de fixacdo de nitrogénio em espécies unicelulares de
cianobactérias (espécies diazotroficas) era até certo ponto considerada um
paradoxo, pela simples inoperancia da nitrogenase na presenca de oxigénio. Um
estudo-marco, realizado por Mitsui et al. (1986), mostrou que fotossintese e fixacédo
de nitrogénio eram eventos separados temporalmente e mantinham ritmos
circadianos com picos em horarios opostos, fotossintese no periodo luminoso e
fixacdo de nitrogénio no periodo escuro. Foi sugerido que esse controle poderia ser
realizado por um relégio enddgeno. De fato, a partir da Uultima década,
comportamentos circadianos foram reportados em cianobactérias (McClung, 2001,
Suzuki e Johnson, 2001; Iwasaki e Kondo, 2004). Sabe-se atualmente que
diferentes tipos de relégio sédo encontrados na natureza, com a habilidade de iniciar
e reiniciar um processo por indu¢ao ambiental (Young e Kay, 2001).

Em cianobactérias, se sabe atualmente que o relégio biolégico opera por
controle de expressao génica, envolvendo os genes kai, bastante conservados em
diversas espécies (Lorne et al.,, 2000). Seus produtos, as proteinas KaiABC,
exercem papel fundamental no controle dos diferentes ritmos circadianos (Golden e

Canales, 2003; lwasaki e Kondo, 2004).
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Os processos citados na literatura que podem ser controlados por esse
relogio enddégeno em cianobactérias incluem a fixacdo de nitrogénio, fotossintese,
divisdo celular, aquisicdo de aminoacidos e a sintese de carboidratos (Iwasaki e
Kondo, 2004). Mais recentemente, outros ritmos circadianos na bioluminescéncia
(Mihalcescu et al., 2004) e na sintese de microcistinas (Bittencourt-Oliveira et al.,

2004) foram reportados em cianobactérias.
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1.4 - Cianobactéria e proteoma

O termo proteébmica (do inglés — proteomic) € utilizado para descrever o
conjunto de proteinas expressas por uma célula, tecido ou organismo, em
determinado momento (Anderson e Anderson, 1996). Os primeiros estudos
envolvendo a analise de expressao de proteinas em larga escala foram iniciados na
década de 70 com os trabalhos de O’Farrell, Klose e Scheele (todos publicados em
1975 e revistos por Graves e Haystead, 2002) com o mapeamento de proteinas de
Escherichia coli, rato e porco, respectivamente. Esses trabalhos utilizaram
eletroforese bidimensional (2-DE) para separar as proteinas, que foram visualizadas,
mas nao identificadas. Tecnologias de identificacdo de proteinas se iniciaram com o
sequenciamento pela degradacdo de Edman (Edman, 1949 revisto por Graves e
Haystead, 2002) e evoluiram até que se chegasse ao uso da tecnologia da
Espectrometria de Massa (MS) (Andersen e Mann, 2000).

O atual objetivo da protedmica € obter de maneira global e integrada uma
visdo sobre todas as proteinas da célula, ao contrario de cada uma individualmente
(Graves e Haystead, 2002). Tais estudos podem fornecer informacbes como
fendtipos de células, mecanismos de acdo de doencas e efeitos do ambiente sobre
0S organismos, que nao podem ser deduzidos apenas a partir das sequéncias
génicas (Wilkins et al., 1995; Celis et al., 2000; Lery, 2007). Em suma, é possivel
observar alteracbes quantitativas, detectar modificacbes ou identificar interacdes
protéicas ou estabelecer a dinamica celular de proteinas e seus complexos (Fig.
1.4). Respostas celulares a ambientes alterados ou a um parametro ambiental (luz,
temperatura, etc.) podem também ser caracterizadas a partir da construcdo de

mapas protedmicos (Lery, 2007).
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Dentre 62 trabalhos publicados, desde 1999, listados num site especializado
de busca de bibliografia (Pubmed, www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) sobre
proteoma envolvendo cianobactéria, 46 foram publicados nos ultimos cinco anos, o
gue revela que o estudo de proteomas desse grupo sO tem se intensificado
recentemente. O trabalho pioneiro nesta area foi publicado em 1997 iniciando o
projeto proteoma de Synechocystis sp. (Sazuka e Ohara, 1997). Os géneros
Synechocystis e Nostoc tém sido os mais estudados em analises proteébmicas que
se dedicam principalmente a caracterizar a composicao total de proteinas ou de
fracbes celulares (Srivastava et al., 2005; Anderson et al., 2006; Rajahlati et al.,
2007; Ow et al., 2008), além de respostas metabdlicas a estimulos ambientais como
luz, salinidade ou disponibilidade de nitrogénio (Ehling-Schluz et al., 2002; Fulda et

al., 2006; Stensjo et al., 2007; Gao et al., 2009), para citar alguns exemplos.
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1.5 - Ecofisiologia, toxicologia e estudos molecula res  sobre
Cylindrospermopsis raciborskii

Cylindrospermopsis raciborskii (dominio Bacteria; ordem Nostocales) € uma
cianobactéria que se apresenta como uma cadeia de células formando tricomas (Fig.
1.5). Os tricomas séo solitarios, cilindricos, podendo ser retos, sigmoides ou
espiralados, mas ligeiramente estreitos (afilados) nas extremidades. Seenaya e
Subba Raju (1972, revisto por Shafik, 2003), transferiram Anabaena (Anabaenopsis)
raciborskii (Woloszynska) para Cylindrospermopsis raciborskii, fundamentalmente
pelo fato da espécie ser capaz de diferenciar células vegetativas em heterocistos
(Fig. 1.6). Em C. raciborskii os heterocistos sdo desenvolvidos a partir de células
terminais, que se dividem em duas e a mais apical das células geradas se modifica
tornando possivel um ambiente anoxico, consonante com o funcionamento da
nitrogenase (Moore et al., 2005). A diferenciagdo de heterocistos pode ocorrer nas

duas extremidades de um mesmo tricoma (Shafik, 2003).
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Figura 1.5 — Cylindrospermopsis raciborskii (linhagem T3). Detalhe superior, acineto e acineto
com células vegetativas, mostrando o inicio de um novo filamento. A seta indica acinetos.
Linhagem mantida na colecdo de culturas do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de
Cianobactérias.

Figura 1.6 — Cylindrospermopsis raciborskii (linhagem ITEP A3). A seta indica heterocisto
terminal. Linhagem mantida na colecéo de culturas do Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia
de Cianobactérias.
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A presenca de heterocisto e a capacidade de fixacdo de nitrogénio classificam
C. raciborskii entre as cianobactérias diazotréficas. Outras caracteristicas marcantes
da espécie sao: (i) suas células, também cilindricas, apresentarem um adensamento
de vacuolos gasosos (aerOtopos) divididos por paredes as vezes densas e
conspicuas, visiveis em microscopia 6ptica (Molica, 2003; Shafik, 2003; Hamilton et
al., 2005; Hong et al., 2006); (ii) o afilamento das extremidades dos heterocistos ou
das células apicais dos tricomas (Shafik, 2003); (iii) diferenciacdo de células
vegetativas em acinetos, esporos de resisténcia que se apresentam solitarios ou em
duplas, ao longo do tricoma. Quando presentes sdo separados da célula terminal por
uma a trés células vegetativas (Fig. 1.5) (Shafik, 2003).

De acordo com estudos ecofisiolégicos, C. raciborskii € uma espécie capaz de
formar floragbes. C. raciborskii, antes considerada de origem tropical, tem ao longo
das duas ultimas décadas aumentado sua distribuicdo que agora € considerada
mundial (Wiedner et al., 2007). As ocorréncias de floracdes da espécie em diferentes
partes do mundo incluem, por exemplo: (i) Australia (Hawkins et al., 1985); (ii)
Austria (Dokulil e Mayer, 1996); (i) alguns outros paises da Europa, além da
Ameérica do Norte e do Sul (Chapman e Schelske, 1997; Padisak, 1997; Bouvy et al.,
1999; McGregor e Fabbro, 2000); (iv) Grécia (Hindak e Moustaka, 1988), (v) Hungria
(Borics et al., 2000), (vi) Alemanha (Fastner et al., 2003), (vii) Portugal (Saker et al.,
2003), (viii) Canada (Hamilton et al., 2005); (ix) Egito (Mohamed, 2007), (x) Africa
(Haande et al., 2008).

Muitas vezes, os relatos descrevem apenas a ocorréncia da espécie e sua
possivel toxicidade. Todavia, alguns motivos para 0 sucesso ecolégico da espécie
em varios ecossistemas foram levantados ha mais de doze anos por Padisék (1997),

que reportou: (i) habilidade de migrar, permitindo a exploracdo de varias camadas na
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coluna d'agua; (ii) alta taxa de assimilacdo do amonio, possibilitando sua rapida
metabolizacao; (iii) grande afinidade por fésforo e grande capacidade de armazenar
esse elemento; (iv) resisténcia a predacéo pelo zooplancton e (v) baixo requerimento
por luz, como fatores que favorecem sua dominancia. Recentemente, a espécie vem
sendo considerada invasora e tem sido reportado que sua distribuicdo e dominancia
estdo associadas a mudanca global de temperatura (Molica, 2003; Briand et al.,
2004; Wiedner et al.,, 2007). Somando-se a essas caracteristicas, a sintese de
possiveis inibidores alelopaticos, também poderia estar contribuindo para esse
sucesso e ampla distribuicdo (Figueiredo et al., 2007; Soares, 2008).

O interesse mundial por C. raciborskii tem aumentado cada vez mais, em
parte por estar associada aos referidos prejuizos que floracbes podem causar a
gualidade da agua, em parte por apresentar linhagens toxigénicas, que podem
contaminar aguas de abastecimento (Chorus e Bartram, 1999; Hudnell, 2008). Os
efeitos téxicos de C. raciborskii causados em humanos foram observados pela
primeira vez em 1979, em Solomon Dam, Palm Island, Queensland, Australia. Um
surto de hepatoenterite ocorreu em uma populacdo abastecida com agua de um
reservatorio onde ocorriam floracbes dessa espécie (Byth, 1980 e Bourke et al.,
1983 revisto em Griffiths e Saker, 2003). Em uma investigacdo epidemioldgica
posterior, isolou-se uma linhagem de C. raciborskii desse reservatério, que testada
em bioensaios com camundongos gerou sintomas de hepatotoxicidade e foi entdo
considerada como responsavel pelo evento (Hawkins et al., 1985).

Somente em 1992, um alcalbide foi caracterizado a partir dessa linhagem,
nomeado como cilindrospermopsina (CYN) e classificado como hepatotoxina (Ohtani
et al.,, 1992). Desde entdo, muitas linhagens toxigénicas de C. raciborskii

encontradas nos diferentes paises tem se mostrado produtoras de CYN.
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No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de C. raciborskii data de 1969
(Palmer, 1969, revisto em Tucci e Sant’Anna, 2003) em uma floracao inicialmente
classificada como de Anabaena flos-aguae. Novos relatos ocorreram em maior
escala nas décadas de 80 e 90 (Tucci e Sant’Anna, 2003). Lagos et al. (1999)
relataram a ocorréncia de STX, NSTX e GTX em uma densa floragdo de C.
raciborskii, ocorrida no estado de Sao Paulo. Esse foi o primeiro relato de uma
floracdo toxica de C. raciborskii no Brasil. Desde entdo, todas as linhagens
toxigénicas isoladas até o momento no pais demonstraram produzir STXs (Lagos et
al., 1999; Molica et al., 2002; Molica et al.,, 2005). As variantes de STXs
caracterizadas até o momento em linhagens brasileiras de C. raciborskii foram: STX,
NSTX, decarbamoil-STX e algumas variantes de GTX (Molica, 2003).

Moreira e Bizi (2007) apresentaram um painel em congresso onde
demonstraram a ocorréncia de CYN em amostras de séston e de cultivo de linhagem
de C. raciborskii isolada em Minas Gerais. Contudo, at¢é o momento n&o
encontramos esses resultados publicados.

Estudos de genética molecular tém investigado varias linhagens de C.
raciborskii, procurando determinar a origem e o padrdo de dispersdo da espécie
(Wilson et al., 2000; Saker e Neilan, 2001; Dyble et al., 2002; Neilan et al., 2003;
Haande et al., 2008; Stucken et al., 2009). Um total de dezenove linhagens isoladas
de diferentes localidades, entre Austrélia, Brasil, Canada, Holanda e Japdao, exibiu
uma similaridade de 99% a 100%, nas sequéncias nucleotidicas do gene rpoC1,
existente em coOpia Unica no genoma de cianobactérias e responsavel por codificar a
subunidade yda RNA polimerase (Wilson et al., 2000). Baseados em analises de
sequéncias de genes de RNA ribossomal 16S, Saker e Neilan (2001), relataram

99,8% de similaridade entre sete linhagens australianas, com morfologia reta ou
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sigmoide. Outro estudo agrupou linhagens européias (hungaras, alemas e
portuguesas), separou-as das australianas e das norte-americanas, que se
agruparam com linhagens brasileiras (Dyble et al., 2002). Esse estudo analisou vinte
e uma linhagens, observando variacbes no gene nifH, altamente conservado e
codificante da dinitrogenase redutase, uma subunidade da nitrogenase (Dyble et al.,
2002). De outra forma, nas mesmas linhagens, a analise de sequéncias intergénicas
(cpaBA-IGS), altamente variaveis, proximas ao gene envolvido com a sintese de
ficobilinas, agrupou as de origem australiana com européias e separou brasileiras de
norte-americanas (Dyble et al.,, 2002). A analise da sequéncia repetitiva HIP1,
bastante disseminada em cianobactérias, mas de funcdo desconhecida (Hudnell,
2008), envolvendo trinta e uma linhagens agrupou (i) americanas e brasileiras e (ii)
européias e australianas (Neilan et al., 2003). é

Gugger et al. (2005), analisaram sequéncias espacgadoras (ITS1) do operon
ribossomal e os genes rpoCl e nifH, em dezoito linhagens de C. raciborskKii
provenientes de quatro continentes. Os autores mostraram uma homologia de 98% a
100% para o gene rpoC1 entre linhagens européias, africanas e australianas, que se
separaram das americanas. Ainda, as andlises do gene nifH agruparam: (i)
linhagens africanas e australianas, (ii) linhagens americanas e (iii) linhagens
européias. As analises da ITS1 agruparam as linhagens de todos os continentes
com 91% de similaridade (Gugger et al., 2005).

Interessante notar que os estudos agruparam as diferentes linhagens de
acordo com suas origens geogréficas. Esse fato é reforcado pelo recente estudo de
Haande et al. (2008) que analisaram outras vinte e quatro linhagens de C. raciborskii
nao toxigénicas para cilindrospermopsina. Algumas dessas linhagens apresentaram

toxicidade em bioensaios em ratos (sem identificacdo da toxina), além de duas
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brasileiras produtoras de STXs. Os autores agruparam (i) linhagens africanas e
australianas, (ii) linhagens européias, (iii) brasileiras e mexicanas, pela avaliacdo da
homologia da sequéncia ITS-1 do operon ribossomal. Para essas mesmas
linhagens, o mesmo padrdo de agrupamento se repetiu de acordo com a homologia
do gene nifH (Haand et al., 2008). Todavia, as australianas e africanas se juntaram
as européias quando analisadas pela sequéncia intergénica da ficocianina (PC-1GS),
ficando novamente separadas das americanas (brasileiras e mexicanas) (Haand et
al., 2008).

Recentemente, Stucken et al. (2009) demonstraram em linhagens
australianas que a toxicidade da espécie estd mais associada a transferéncia
horizontal de genes de toxicidade (Kellman et al., 2008 b) do que propriamente com
uma evolugdo convergente. E espantoso que C. raciborskii possa ter alta
similaridade genética quando comparada com outras cianobactérias toxigénicas em
gue essas variacbes sao bem altas. Como exemplo, Planktothrix agardii, uma
espécie também filamentosa e Microcystis sp, uma espécie cocoéide colonial, podem
apresentar variagbes genéticas bastante expressivas, em uma mesma populacéo,
num mesmo corpo d'agua (Bittencourt-Oliveira et al., 2001; Wilson et al., 2005;
Mbedi et al., 2005; Kurmayer e Gumpenberger, 2006).

Alguns padrdes em relacdo a toxigenicidade das linhagens de C. raciborskii
puderam ser observados. Primeiramente, parece que ocorreu uma dispersao
recente e separada da espécie em cada continente (Molica, 2003; Neilan et al.,
2003; Gugger et al.,, 2005; Haande et al. 2008). Segundo, de acordo com essa
toxigenicidade é possivel agrupar linhagens australianas (produtoras de CYNS),

linhagens européias, (produtoras de compostos nao identificados, que apresentaram
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efeitos hepatotoxicos ou neurotoxicos, em bioensaios), linhagens americanas
(produtoras de CYN) e linhagens brasileiras (produtoras de STXSs).

As linhagens brasileiras apresentaram-se sempre em grupos (“clusters”)
destacados, nos dendogramas gerados da andlise dos diferentes genes (Dyble et
al., 2002; Molica et al., 2003; Neilan et al. 2003; Fastner et al., 2003; Saker, et al.,
2003; Haand et al., 2008). Essa posicao de destaque das linhagens brasileiras em
relacdo a sua toxigenicidade é uma motivacao para investigar variaveis particulares
dos ambientes brasileiros que possam ajudar a elucidar a ocorréncia da espécie no

pais.
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2 - JUSTIFICTIVA E OBJETIVOS DA TESE

2.1 — Justificativa

Nos ultimos 10 anos foi crescente o numero de trabalhos que abordam fatores
gue potencialmente se relacionam com a ocorréncia de C. raciborskii em sistemas
aquaticos brasileiros (Souza et al., 1998; Huszar e Silva, 1999; Pedrosa et al., 1999;
Bouvy et al., 1999, 2000, 2003; Chellappa e Costa, 2003; Tucci e Sant’Anna, 2003;
Costa et al., 2006; Panosso et al., 2007; Delazari-Barroso, 2007; Soares, 2008).

Gomes et al. (2007), analisaram dados de cinquenta e trés ecossistemas
aquaticos brasileiros, concluindo que a contribuicdo de C. raciborskii era maior que
80%, ou seja, ocorre uma dominancia da espécie em grande parte dos ambientes
estudados. A andlise dos componentes principais (PCA) levou a conclusédo de que
os fatores que mais favorecem a dominancia de C. raciborskii no pais sdo: altos
valores de condutividade, alcalinidade, pH e temperatura (Gomes et al., 2007).

A dominancia de C. raciborskii no Brasil confirmou-se como favorecida pela
ocorréncia de baixas intensidades luminosas (Gomes et al., 2007), corroborando a
hipétese de Padisak (1997), que propds para a espécie, baseado em estudos de
varios paises, um crescimento 6timo em torno de 80 umol fétons.m?.s™.
Adicionalmente, experimentos em laboratério com linhagens de C. raciborskii, tanto
de ambientes tropicais quanto de ambientes temperados, demonstraram
crescimento 6timo em torno de 121 a 240 pmol fétons.m™.s™ (Dokulil & Mayer, 1996)

e uma tolerancia de até 500 umol fétons.m?.s™ (Briand et al., 2004).
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A tabela 2.1 reune dados de alguns dos estudos realizados no Brasil que
citam a dominéancia ou ocorréncia da espécie, ao longo dos ultimos dez anos. Dentro
do escopo desta tese, priorizamos a descricdo da intensidade luminosa e
condutividade como variaveis ambientais importantes. Entretanto, tradicionalmente,
outras medidas fisicas e quimicas sdo levadas em consideracdo nos estudos

relacionados.

-32-



_88-

Tabela 2.1 - Condutividades e intensidades luminosas associadas & ocorréncia e dominancia® de floracdes de C. raciborskii encontradas em alguns

ecossistemas brasileiros?.

(Meses com dominancia ou ocorréncia) /

Localidade X
(ambiente Periodo ? Cond® IL® Prof® (percentagem média de dominanciade C. Autor
estudado) raciborskii)
Sao Paulo
(Reservatério NOv/1992 - 35- 109 ND o (Nov/1992 - Mai/1993) / NC Souza et al. (1998)
Out/1993 rf
Billings) u (superficie)
611 - o
1700 (maiori
Pernambuco (maioria .
L Jan/1997 - a dos (Abril - Nov/1998) /
('_‘:ﬁszrz‘g’i‘:g;'o Dez/1998 995 1 meses 0.5 96,0 -100% Bouvy etal. (1999)
9 . maiore
acima de s que
1000) 100)
Rio de Janeiro Jun/1995 35 - 49 ND 09-25 (Jun/1995) / 90,0% Pedrosa et al. (1999)
(Lago Cima)
Pernambuco 198 - (Set - Nov/1998) / 0,0% - 99,6% (maioria com
(39 reservatorios) Set - Nov/1998 10630 ND 0,5-12,0 mais de 80%) Bouvy et al. (2000)
Rio de Janeiro, Sao
Pa”'o(g I'_’;grg";“zbuco Abr/1995 - Abr/1996 NC ND (Supeo ficie) (Abr/1995 - Abr/1996) / 33 - 78% Huszar et al. (2000)
reservatorios)
Pernambuco . .
s Mai/1998 - 1015 - Mai/1998 - Out/1998 e Nov/1998 - Jul/1999) /
(RTe;;;‘C’ﬁg;'o Mai/2000 1039 8-830 05 25,8 - 60,9%, respectivamente Bouvy et al. (2003)
Rio Grande do Norte Nov/1999 - 0,0,4,6¢ = Chellappa e Costa
(Gargalheiras) Abr/2000 221 - 365 ND 11,0 Estacdo de seca/ 38,0 - 48,0% (2003)
(Lagf)a(;)az%g?gas) Set/1997 - Jun/1998 | 96 - 171 ND NC (12/1997) / > 50,0% Tucel (ezggg)t Anna
Rio Grande do Norte Abr/2000 -
(Armando Ribeiro Dez/2000 NC ND NC (Abr - Mai/2000 e Nov - Dez/2000) / > 50,0% Costa et al. (2006)
Goncalves)
Rio Grande do Norte Set-Dez/2002, Abr-
Set/2003 e 253 - 900 ND 0,5 (12/2002, 04/2003, 03/2004) / 60,6 - 97,5% Panosso et al. (2007)

(6 reservatorios)

marc¢o/2004




-VS-

ND n&o medida pela mensuragéo em umol fétons.m?2.s™. NC, sem citagéo na referéncia.

coluna d’agua é referida como profundidade de extingdo do disco de Secchi.

Tabela 2.1 - Continuacao
Localidade . (Meses com dominancia ou ocorréncia) /
. Periodo ? Cond® IL® Prof® (percentagem média de dominanciade C. Autor
(ambiente estudado) ) -
raciborskii)
Subsuperficie,
profundidade
- de extingdo de .
Espirito Santo (Duas | - 5002 - Set/2003 | 37- 84 ND secchi, 1% (Out/2002 - Mar/2003) / 25,9 - 81,6% Delazari-Barroso
bocas) . (2007)
de luz (Zey*),
0,5 acima do
fundo
Minas Gerais
(Reservatério Chapéu i i (Jul/2001) / 33 - 94% Soares et al.
D’'Uvas e Rio Jul/2001 - Fev/2002 | 40 - >160 ND NC (Fev/2002) / 24 - 54% (2007)
Paraibuna)
73 -614
Sao Paulo (constante (Jan/1997- Jan 1998 / Set/1999 — Dez/2004) Crosseti e Bicudo
(Lagoa das garcas) Jan/1997 -Dez/2004 mente > ND NC /I NC (2008)
100)
Rio Grande do Norte Chellabpa et al
(Cruzeta, acude Set/2004 - Jun/2005 291 - 548 ND 0,2e6 (Set/2004) / 68,21% (2(%)8a) '
publico)
Rio Grande do Norte ) i Superficie, 4, 8 (Dez/2003) / 90% em associagdo com Chellappa et al.
(Marechal Dutra) Dez/2008 - Jun/2004 659 -931 ND ell Bloom de M. aeruginosa (2008b)
Séo Paulo ) 140 - Superficie, 1, (Set-Dez/ 1997) / 16,1% em associagao Fonseca e Bicudo
(Lagoa das garcas) Jan/1997 - Dez/1997 150,9 ND 2,3e4 com Bloom de Rhaphidiopsis sp. (2008)
Rio de Janeiro Subsuperficie,
i Jun/2002 - Jun/2003 70-110 500 1% de luz (Jan-Mar/2003) / NC Soares (2008)
(Funil) .
(Zew*), 15€ 30
Subsuperficie
Rio Grande do Norte Set/2002 - ~300 - e hipoliminio (Abr/2003) / 85%
(6 reservatorios) Mar/2004 ~1400 ND (0,1 acima do (Reservatério Gargalheiras) Costa etal. (2009)
sedimento)
'As citagdes na tabela em relagdo a percentagem de dominancia ndo necessariamente correspondem a todos os ambientes, quando o estudo refere-se a mais que um. “Referéncias as quais
pudemos ter acesso e que foram publicadas ao longo dos Ultimos 10 anos, sendo apenas 2 referéncias correspondentes a teses de doutorado.
®Meses de duracdo de cada estudo; n&o discrimina o intervalo de tempo amostral. "Condutividade em pS.cm™ ‘Intensidade luminosa em pmol fétons.m?s™. “Profundidade das coletas em metros.

*As intensidades luminosas na maioria dos estudos no ambiente, ndo sdo medidas em relagdo a quantidade de fétons que chega as floracdes, em diferentes profundidades. A penetracdo de luz na



Fica evidente que “in situ”, apesar de existrem algumas citacdes da
ocorréncia de C. raciborskii em intensidades luminosas bastante altas, essa variavel
nao € frequentemente mensurada como a quantidade de energia luminosa (umol
fé6tons.m™.s™) que estaria favorecendo a ocorréncia da espécie. Essa mensuracéo
tradicional gera uma lacuna entre estudos de campo e de laboratorio.

Levando em conta o fato de C. raciborskii ser descrita como uma espécie
adaptada a baixas intensidades luminosas, a presenca de vacuolos gasosos
(aerotopos) poderia conferir a habilidade de minimizar os danos causados pela luz
ao sistema fotossintético, possibilitando a busca por menores intensidades
luminosas, em maiores profundidades. Ao migrar pela coluna d’agua, a espécie
experimentaria ndo s6 uma variagcdo na intensidade luminosa, mas também na
gualidade espectral da luz. Em aguas claras a luz azul € o comprimento de onda na
regiao visivel que mais penetra a coluna d’agua, chegando a profundidades maiores.
Em &guas com alta turbidez e com grande numero de particulas organicas em
suspensao (como exemplo &guas eutrofizadas), a luz vermelha alcancaria uma
maior profundidade, pois a luz azul seria absorvida nas camadas mais superficiais
(Reynolds, 2006). Variacdes na intensidade luminosa e na qualidade espectral
poderiam influenciar o metabolismo da espécie, refletindo na sua producédo de STXs.

Hipotese primeira : O crescimento e producdo de saxitoxinas por C.
raciborskii € afetado por variacbes da intensidade Iluminosa nos diferentes
ecossistemas brasileiros.

Hipétese segunda : A qualidade espectral da luz interfere na sintese de

saxitoxinas durante o periodo a migracéo para altas profundidades.
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Podemos também observar pelos dados levantados na tabela 2.1, que a
ocorréncia de C. raciborskii no Brasil parece néo ter relacdo linear com a
condutividade. Entretanto, as analises de correspondéncia candnica realizadas por
Gomes et al. (2007) demonstraram que o sucesso de C. raciborskii esta diretamente
relacionado com a condutividade da agua, na maioria dos ecossistemas brasileiros.
A condutividade é uma medida indireta da concentracdo de sais inorganicos em um
corpo d’agua, sendo definida como o quanto a agua pode conduzir de eletricidade,
propriedade diretamente relacionada ao tipo e a concentracéo de ions dissolvidos na
agua. Sais de carbonato, em particular, também s&o geralmente analisados e
definem o grau de dureza da agua (APHA, 1995). Alguns estudos relatam que aguas
de irrigacdo em regibes do nordeste revelam grande quantidade de carbonatos de
célcio, magnésio e sodio variando da ordem de mmol.L™ a mol.L(Morais et al.,
1998; Paiva et al., 2004). Maia et al. (2001) determinaram a entrada de ions em um
corpo d’dgua do nordeste e confirmaram que aguas de rios e reservatorios séo
afetadas por seus solos, que liberam fons como Na* ou Mg** Ca®", que se acumulam
nesses ecossistemas conferindo-lhes alta salinidade ou condutividade. Costa et al.
(2009) demonstraram ainda que a ocorréncia de floracdes de C. raciborskii esteve
associada a entrada de alguns desses ions apés periodos de chuva. Por esses
apontamentos, podemos supor que composicdo entre esses diferentes ions
presentes na agua exerca efeito sobre a fisiologia de C. raciborskii, favorecendo a
producdo de STXs. Essas alteracdes se refletiriam também na sintese de proteinas.
Nesse sentido, buscamos elaborar mapas protedmicos a fim de entender as

diferentes respostas metabdlicas, avaliadas ao nivel molecular.
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Hipdtese terceira : O crescimento e a producdo de saxitoxinas por C.
raciborskii sdo afetados pela composicdo idbnica das aguas de diferentes
ecossistemas brasileiros.

Hipétese quarta : O padrdo de sintese de proteinas de C. raciborskii é

modificado pela presenca de alguns ions comuns nas aguas brasileiras.
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2.2 — Objetivos

Diante do exposto, o objetivo geral desta tese é estudar os efeitos de algumas

variaveis ambientais comuns aos ecossistemas brasileiros com ocorréncia de

floracoes de Cylindrospermopsis raciborskii sobre a ecofisiologia, dessa espécie.

Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

Estudar as respostas fisioldgicas de uma linhagem téxica de
Cylindrospermopsis raciborskii a diferentes intensidades luminosas,
investigando alteracbes associadas ao crescimento e a producdo de
saxitoxinas. (Capitulo primeiro)

Estudar as respostas fisioldgicas de uma linhagem téxica de
Cylindrospermopsis raciborskii a luz azul e luz vermelha, investigando
alteracdes associadas a producéo de saxitoxinas. (Capitulo primeiro)

Estudar as respostas fisiologicas de uma linhagem téxica de
Cylindrospermopsis raciborskii ao aumento da condutividade da &gua,
proporcionada por diferentes sais, investigando alteracbes associadas ao
crescimento e a producéo de saxitoxinas. (Capitulo segundo)

A partir da constatacédo da inibicdo do crescimento e producédo de saxitoxina
em reposta ao calcio, estudar alteracbes no padrdo total de proteinas
diferencialmente expressas em uma linhagem de Cylindrospermopsis

raciborskii (mapa protedmico) (Capitulo terceiro).
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3 - MATERIAL E METODOS COMUNS A TODOS OS CAPITULOS

3.1 - Manutencao da linhagem

Neste estudo foi utilizada a linhagem toxigénica de Cylindrospermopsis
raciborskii T3. Essa linhagem foi isolada do reservatério de Billings (Sado Paulo) e
descrita como produtora de saxitoxinas (Lagos et al., 1999). A linhagem vem sendo
mantida na cole¢do de culturas do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de
Cianobactérias (Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, UFRJ). Esta linhagem ja
foi caracterizada como produtora de STX, NSTX, dc-STX e dc-NSTX. Devido a falta
de padrbes adequados, confirmamos no laboratdrio somente a produgédo de STX e
NSTX, que foram avaliadas durante todo o trabalho. Foi utilizado o meio de cultivo
ASM-1, descrito por Gorham et al. (1964), para manutencéo e para 0s experimentos
com a linhagem acima citada. A linhagem foi mantida em balGes de fundo chato de
125 mL, em meio ASM-1 esterilizado, pH inicial 8,0, sem aeracgéo, temperatura de 24
+ 2° C, sob intensidade luminosa de 50 pmol fétons.m™?.s™, medida a partir de
sensor quantico (QSL-100, Box — Biospherical Intruments Inc.) e fotoperiodo de 12
h. As condi¢cdes de esterilizacdo, o pH do meio ASM-1 e temperatura ja citados
foram mantidos em todos os ensaios. As intensidades luminosas foram sempre
medidas com o sensor quantico imerso até o fundo de frascos com meio ASM-1 ou
meio ASM-1 acrescido de diferentes sais, com volumes idénticos aos utilizados nos

diferentes ensaios.
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3.2- Determinacdo do crescimento celular

O crescimento celular em todos os experimentos foi acompanhado através da
contagem de células, a cada trés dias, com o auxilio de microscopio éptico, em
hemocitémetro de Fuchs-Rosenthal, estimando-se o nimero de células/mL.

Inicialmente, aleatoriamente, foram mensurados 0s comprimentos de trinta
células, em cada tempo amostral, para cada condi¢do testada. Posteriormente, 0s
comprimentos dos tricomas foram também mensurados, porém usando regras para
contagem de células em hemocitbmetro.

A soma total dos comprimentos de tricomas mensurados foi dividida pelo
comprimento médio de uma célula, constituindo o nimero de células contadas.
Partindo do numero de células de culturas amostradas a cada trés dias, foram
estabelecidas as curvas de crescimento. A taxa de crescimento, p.dia™® ou tempo

médio de geracdo G (divisdes.dia™) foram calculadas segundo Fogg & Thake (1987).

3.3 - Extracao e analise de saxitoxinas

As culturas amostradas durante os experimentos eram filtradas em filtros de
borossilicato (fibra de vidro, 45 mm de didmetro - Millipore). O liquido filtrado foi
analisado como fragdo extracelular e as células retidas no filtro como fragdo
intracelular para determinacdo da produgdo de saxitoxinas. Os filtros foram
guardados a -20° C até que fossem utilizados para extracdo das toxinas. O material
da fracdo extracelular foi congelado e liofilizado. A extracdo de saxitoxinas foi feita
no maximo 24h antes das analises das toxinas por HPLC (“High Performance Liquid
Chromatography” — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia).

Para extracdo, foram adicionados 5 mL de acido acético 500 mM sobre os

filtros ou sobre o material liofilizado. Essas amostras ficaram sob agitacdo magnética
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por 2h, em agitador de bancada. Posteriormente, foram centrifugadas durante 30min
a 10000 g. Os sobrenadantes foram recolhidos e filtrados em filtros de nylon (0,45
pm — 13 mm diametro - Millipore). Cada amostra foi analisada para quantificacéo de
STX e NSTX de acordo com a metodologia de Oshima (1995). As toxinas foram
identificadas e quantificadas pela comparacdo com tempo de retencdo e area
integrada geradas por padrdes. Os padrées foram adquiridos do “Institute of Marine

Bioscience, National Research Council of Canada” (Halifax, Canada).
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Tabela 3.1 - Sistema HPLC utilizado (Shimadzu)

COMPONENTES

DESCRICAO

Detector

Fluorescéncia - RF-10AxI

Controlador

SCL-10AVp

1 - LC-10AT VP — fase moével

2 - LC-10AT VP —reagente oxidante

Bombas
3 - LC-10AT VP - reagente acidificante
Loop 20 pL
Coluna Lichrospher 100 — RP (fase reversa) -18 (125X4 mm), 5 um
Forno CTO-10ATvp — 80°C
Aplicativo LZ Workstation Class-vp

Tabela 3.2 - Condig6es cromatograficas utilizadas (Oshima, 1995)

PARAMETRO CONDICAO
Bomba 1 — 0,8 mL/min.
Bomba 2 — 0,4 mL/min.
Fluxo

Bomba 3 — 0,4 mL/min.

Volume injetado

20 L

Deteccgéao

Excitacdo em 330 nm — Emissdo em 390 nm

Fase moével

Condicao isocratica; Heptasulfonato de s6dio 2 mM em
tampéao de fosfato de aménio 30 mM e acetonitrila, pH 7,1.

Reagente oxidante

Acido periédico 7 mM em tampao de fosfato de s6dio 10 mM,
pH 9,0

Reagente acidificante

Acido acético 500 mM

Tempo

20 min.
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3.4 - Andlises estatisticas dos dados

Os resultados do crescimento celular e produgéo de toxinas foram expressos
como médias +* erro padrao (EP), em figuras. Quando mostrados em tabelas, os
valores foram expressos como meédias + desvio padréo (DP).

Para testar a normalidade de distribuicdo dos dados, as diferencas entre os
desvios-padrao foram testadas usando os testes de Kolmogorov-Smirnov e de
Barlett, respectivamente. Quando os dados foram classificados como nao
normalizados, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) pelo teste Kruskal-Wallis
(KW) para multiplas comparacoes.

Para comparar cada dois tratamentos entre si (controle x tratamento), foram
utilizados os testes de Dunn ou teste-U de Mann-Whitney. Todos os testes foram
realizados com a utilizagdo do aplicativo GraphPad-Instat, 3.0. No caso de
comparacdes entre os dados das analises moleculares, os testes estatisticos foram

realizados por programas especificos que seréo citados no capitulo terceiro.
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4 - RESUMOS DE MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DIS CUSSAO DO
ARTIGO JA PUBLICADO E DOS MANUSCRITOS SUBMETIDOS

4.1 - CAPITULO PRIMEIRO — EFEITOS DA INTENSIDADE LU MINOSA E DA
QUALIDADE DA LUZ SOBRE O CRESCIMENTO E O RITMO CIRC ADIANO DE
PRODUCAO DE SAXITOXINAS POR Cylindrospermopsis raciborskii

(Cyanobacteria).

“Carneiro, RL, Santos, MEV, Pacheco, ABF, Azevedo, @ SMFO. Effects of Light
Intensity and Light Quality on Growth and Circadian Rhythm of Saxitoxins
Production in  Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanobacteria). Journal of
Plankton Research 31(5), 481-488, 2009.”

Objetivo: Estudar as respostas fisioldégicas de uma linhagem de Cylindrospermopsis

raciborskii a diferentes intensidades luminosas e a luz azul ou vermelha,

investigando alteracdes associadas a producao de saxitoxinas.

4.1.1 - Resumo de material e métodos

4.1.1.1 - Efeito da intensidade luminosa sobre cres cimento e producdo de

saxitoxinas por C. raciborskii

Células de C. raciborskii T3 foram inoculadas em meio de cultura e expostas
as intensidades luminosas de 50, 100 ou 150 umol fétons.m?.s™ (Fig. 4.1.1A). As
culturas permaneceram sob essas intensidades durante cinco geracgfes, visando a
pré-adaptacao das células e serviram de inGculo para o experimento.

Em balbes de fundo chato de trés litros, contendo 2,5 litros de meio de
cultura, foram inoculadas 5,0 x 10° células/mL provenientes de cada uma das

diferentes intensidades luminosas, em triplicatas (Fig. 4.1.1B). As culturas foram
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novamente expostas as intensidades luminosas de 50, 100 ou 150 pmol fétons.m™?.s’
! e cresceram sob essas condicdes por doze dias (correspondente ao inicio da fase
estacionaria de crescimento), sob temperatura de 24+2° C e fotoperiodo de 12h.
Foram feitas amostragens a cada trés dias, durante quinze dias para determinacao
do crescimento celular (item 3.2). Apds doze dias, 100 mL de cada cultura foram
coletados a cada 2 ou 4h, durante 36h. As amostras foram posteriormente
submetidas aos procedimentos de extracdo das saxitoxinas (STX e NSTX) e
analisadas por HPLC como descrito no item 3.3.

Com o objetivo de comparar a concentracdo de saxitoxinas em diferentes
fases de crescimento, 500 mL de culturas de C. raciborskii (linhagem T3) mantidas a
50 pmol fétons.m?.s™* (condicdo controle) foram coletados para determinacdo da
concentracdo de saxitoxinas por células em fase exponencial de crescimento.
Dessas amostras foram extraidas saxitoxinas, analisadas por HPLC como descrito

no item 3.3.
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Figura 4.1.1 — Esquema dos experimentos para avaliacdo do efeito da intensidade luminosa sobre
crescimento e producéo de saxitoxinas por C. raciborskii T3. A. Fase de pré-adaptagdo as diferentes
intensidades luminosas; B. Fase experimental, culturas mantidas nas diferentes intensidades
luminosas por 12 dias, sob temperatura de 24+2° C e fotoperiodo de 12h. O crescimento foi avaliado
ao longo dos 12 dias e apés esse periodo amostras foram coletadas a cada 2 ou 4h, durante 36h,
para analise de saxitoxinas (STX e NSTX).
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4.1.1.2 - Efeito da qualidade da luz sobre producao de saxitoxinas por C.

raciborskii

Uma cultura de C. raciborskii (linhagem T3) mantida a 100 pmol fétons.m?.s™*
foi utilizada como indculo para testar o efeito da luz azul e da luz vermelha sobre a
producédo de saxitoxinas (Fig. 4.1.2A). Para tanto, em triplicatas, 5,0 x 10° células/mL
foram inoculadas em mariotes de 13,5 L, contendo doze litros de meio de cultura
(Fig. 4.1.2B). As culturas foram mantidas sob essa condicdo por 12 dias e entdo
cada uma das tréplicas foi subdivida em trés. Um conjunto de trés culturas foi
exposto a luz branca (controle), outro a luz vermelha e outro a luz azul (Fig.4.1.2C).
De cada condi¢ao, 100 mL de culturas foram coletados a cada 2 ou 4h, contadas a
partir da transicdo para cada condicdo de luz, durante 36h. As amostras foram
submetidas aos procedimentos para extracdo e andlise de saxitoxinas com descrito

no item 3.3.
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Figura 4.1.2 — Esquema dos experimentos sobre o efeito da luz azul ou vermelha sobre a produgéo
de saxitoxinas por C. raciborskii T3. A. Fase de pré-adaptagdo a intensidade luminosa de 100 ymol
fotons.m™?.s™; B. Fase de crescimento celular por 12 dias; C. Fase experimental, culturas mantidas
nas diferentes qualidades luminosas, apés 12 dias. Amostras foram coletadas a cada 2 ou 4h,
durante 36h, para andlise do nimero de células por mL e determinag&o de saxitoxinas (STX e NSTX).

-48 -



4.1.2 - Resumo dos resultados e discussao

O crescimento exponencial de C. raciborskii T3 durou em torno de nove dias,
em todas as condi¢Oes testadas (Fig. 4.1.3). O crescimento celular, mensurado
como taxa de crescimento (p.dia™) foi proporcionalmente maior para as células sob
as maiores intensidades luminosas (100 e 150 pmol fétons.m?.s™), quando
comparadas com as células mantidas sob a condicéo controle (50 pmol fétons.m™?.s°
1. Comparacées entre as taxas de crescimento das células sob as duas maiores
intensidades luminosas n&o evidenciaram diferencas significativas (tabela 4.1.1). Os
maiores valores de taxa de crescimento de C. raciborskii T3 observados (0,3 p.dia™)
foram menores que os citados na literatura para a espécie. Briand et al. (2004)
reportaram, para 10 linhagens (entre toxicas e nao-toxicas
de diferentes origens), taxas de 0,4 a 0,8 p.dia™*, em culturas crescidas até 125 pmol

fotons.m?2.s™.
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Figura 4.1.3 - Curvas de crescimento das células de C. raciborskii T3 expostas a trés diferentes
intensidades luminosas. As barras de erro indicam o erro padrao das médias (n=3).

Tabela 4.1.1 - Taxas de crescimento de células de C. raciborskii T3 expostas a trés diferentes
intensidades luminosas.

Tratamento pdia™ divisdo.dia ™
50° 0.126 £0.04 0.182 +0.06
100? 0.301 £0.02 0.424 £0.10
150% 0.301+£0.01 0.409 £0.01

1 € o crescimento relativo/dia e G é divisao/dia.
Os valores sdo apresentados como medias + desvio padrédo (n=3).
% Intensidade luminosa em pmol fotons.m™?.s™
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N&o foi possivel detectar STX ou NSTX nas amostras da fracdo extracelular
proveniente das condicfes testadas. Os valores ficaram abaixo do limite de
deteccdo do método (STX, 0,3 ng e NSTX, 0,04 ng).

As  concentracdes intracelulares de STX e NSTX  foram
normalizadas por 10° células. Sob a intensidade luminosa de 50 pmol fétons.m?.s™
(condicao controle), a producdo de ambas as toxinas foi maior na fase estacionaria

do que na fase exponencial de crescimento (Fig. 4.1.4).

1,00

B \NSXT

0,90+ /1 STX

0,80 1

0170__ - —_—

0,02 T

ng.10° Células

0,01 +

0,00

Dia

Figura 4.1.4 - Variacdo da concentracdo de STX e NSTX em células de C. raciborskii T3 entre as
diferentes fases de crescimento. Dia 6, fase exponencial; dia 12, fase estacionaria. As barras de erro
indicam o erro padrédo das médias (n=3).
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A producéo de saxitoxinas tem sido mais bem estudada em dinoflagelados do
gue em cianobactérias. Nesse grupo, também ha uma variagcdo na concentracao de
saxitoxinas entre as fases de crescimento em cultura, como observado para C.
raciborskii T3. Ora a maior concentracdo é observada na fase exponencial, ora na
fase estacionaria do crescimento de diferentes espécies (Boyer et al., 1987; Boczar
et al., 1988; Parkhill e Cembella, 1999; Etheridge e Roesler, 2005; Taroncher-
Oldenburg e Anderson, 2005; Lim et al., 2006). Por outro lado, quando observamos
dados da literatura sobre a producéo dessas toxinas em espécies de cianobactérias,
como Anabaena circinalis e Aphanizomenon sp., a concentracdo de saxitoxinas
parece ser mais pronunciada na fase exponencial do crescimento do que na
estacionaria (Negri et al., 1997; Dias et al., 2002).

Em nosso estudo, quando analisadas durante 36h, na fase estacionaria, as
culturas de C. raciborskii T3 apresentaram uma variagao nas concentragoes de STX
e NSTX durante um dia, com maior concentracdo por volta do meio do dia (periodo
luminoso; de 0 as 6h e de 24 as 30h) e decréscimo até o meio da noite (periodo
escuro; de 12 as 18h), denotando a existéncia de um ritmo circadiano de producéo
de saxitoxinas por essa linhagem de C. raciborskii (Figs 4.1.5 e 4.1.6). O mesmo
fendmeno foi observado em células mantidas a 50, 100 ou 150 pmol fétons.m?.s™,
embora neste Ultimo caso o padrdo de variacao tenha sido menos pronunciado (Figs

4.15 e 4.1.6).
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Figura 4.1.5 - Variagdo das concentracfes de STX durante 36h, em células de C. raciborskii T3
submetidas a trés intensidades luminosas. ® 50, ¥ 100 e @150 pmol fétons.m™?.s™. As barras de
erro indicam o erro padrao das médias (n=3).
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Figura 4.1.6 - Variacao das concentracdes de NSTX em células de C. raciborskii T3 submetidas a
trés intensidades luminosas. ® 50, ¥ 100 e @150 umol fétons.m™?.s™. As barras de erro indicam o
erro padrdo das médias (n=3).

Os valores maximos de saxitoxinas quantificados durante as 36h de analise
encontram-se na tabela 4.1.2 e as razGes entre os valores mais altos (periodo de
luz) e menores (periodo de escuro) encontram-se na tabela 4.1.3. As intensidades
luminosas de 50 e 100 umol fétons.m?.s™* estimularam producéo de ambas as
toxinas, em comparacdo com a condicdo de 150 umol fétons.m?.s™. As variacées
mais pronunciadas entre os valores maximos e minimos das concentracdes de STX
e NSTX, correspondendo a periodos de luz e escuro, respectivamente, foram
observadas também nas intensidades luminosas de 50 e 100 pmol fétons.m?.s™, em

comparacdo com a condicéo de 150 pmol fétons.m™.s™. Isso equivale a dizer que o
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ritmo circadiano de producéo de saxitoxinas é favorecido em cultura nas menores

intensidades luminosas testadas.

Tabela 4.1.2 - Concentragcdes maximas de NSTX e STX em células de C. raciborskii em fase
estacionaria do crescimento submetidas a trés intensidades luminosas e trés qualidades de luz.

Os valores sdo apresentados como media * desvio padrao (n=3).

Tratamento Neosaxitoxina ° Saxitoxina ”
50° 2,54 £ 0,66 0.37 £0.01
100° 3.52+0.43 0.38 £ 0.05
150° 0.69+£0.12 0.11+£0.01
Branco 4.31+£0.15 0.35+£0.03
Azul 4,58 £ 0.57 0.46 £0.14
Vermelho 4.56 £ 0,29 0.48 £0.13

Intensidade luminosa em pmol fétons.m™.s™.
® os valores estdo apresentados em ng.10°células.
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Tabela 4.1.3 - Razao entre as maiores e menores concentragfes de NSTX e STX em células de C. raciborskii quantificadas durante as fases luminosa

e escura, em culturas submetidas a trés intensidades luminosas. O valores sdo apresentados como media * desvio padrdo (n=3).

Variagao Neosaxitoxina Saxitoxina
50 100 150 50 100 150
Entre 6 e Oh 2,78 £0,98 1,65 £ 0,66 2,43+£1,02 4,47 + 3,08 2,05+0,22 4,29+1,75
Entre 6 e18h 7,13 £ 1,54 0,85+0,11 0,93+0,44 1,47 +1,10 1,17 £ 0,02 1,35+0,15
Entre 30 e 18h 10,02 +2,82 1,64 +0,29 3,32+0,65 1,42 +1,55 0,71 +1,56 0,40+0,17
Entre 30 e 36h 3,08 +1,57 1,65 +0,08 5,49 +2,24 1,40 £1,20 0,49 +0,14 0,67 + 0,07

-99_

As razdes foram determinadas dividindo-se a concentragéo maior, na fase de luz pela menor, na fase escura.
®Intesidade luminosa em pmol fotons.m™.s™.



Parkhill e Cembella (1999) e Etheridge e Roesler (2005) relataram para
dinoflagelados uma maior toxicidade de células a 150 pmol fétons.m?.s™ e maior
concentracdo de saxitoxinas a 100 pumol fétons.m?.s™. Um estudo reportou uma
relacdo positiva entre a intensidade luminosa (minima de 0,1 e maxima de 100 pmol
fé6tons.m™.s™) e a producdo de saxitoxinas por Lyngbya wollei (Cyanobacteria) (Yin
et al., 1997). No presente estudo, o aumento observado na producdo de saxitoxinas
por células mantidas a 100 pmol fétons.m™?.s™ concorda com as observacdes desses
dltimos autores. Por outro lado, a intensidade luminosa de 150 pmol fétons.m?.s™
causou uma reducao na producéo de saxitoxinas em C. raciborskii T3.

O efeito da intensidade luminosa sobre a sintese de STX foi avaliado “in vitro”
por Kellman e Neilan (2007). A taxa de biossintese da STX foi 12 vezes maior na
presenca de 10 umol fétons.m?.s™, durante uma hora de exposicdo. Porém, quando
a reacgdo foi mantida no escuro, a biossintese diminuiu até 1,6 vezes, apds 5h. Os
autores levantaram a hipotese de que alguns estagios da sintese de saxitoxinas
podem ser regulados por enzimas, como a foto-frutoquinase e a sucrose-fosfato
sintase, reguladas pela luz. Dessa forma, essas e outras enzimas do ciclo Calvin
induzidas pela luz (Nelson e Cox, 2002), podem ter sido afetadas pela mais alta
intensidade luminosa utilizada no nosso estudo. Assim, € provavel que o
funcionamento 6timo dessas enzimas em C. raciborskii T3 ocorra em torno de 100
pmol fétons.m?.s™,

Um aumento na producdo de saxitoxinas durante algumas horas, ou mesmo
um ritmo circadiano de producéao foi observado em dinoflagelados, assim como no
caso de microcistinas em cianobactérias, (Taroncher-Oldenburg e Anderson, 2005;
Bittencourt-Oliveira et al., 2004, respectivamente). Nossos resultados mostram pela

primeira vez que a producao de saxitoxinas em C. raciborskii T3 obedece a um ritmo
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circadiano com um periodo exato de 24h (Figs 4.1.5 e 4.1.6) e portanto deve ser
regulada por um relégio bioldgico.

O ritmo de producao de saxitoxinas por C. raciborskii T3 foi avaliado também
em células submetidas a variagcdo na qualidade espectral da luz durante 36h. Em
comparacdo com o ritmo antes observado na luz branca (controle), o periodo da
acrofase (maxima producédo) de STX e NSTX aumentou para 26h quando essas
células foram submetidas a luz azul (Figs. 4.1.7 e 4.1.8) e ocorreu uma perda do
ritmo circadiano de producdo de NSTX apés 12h de exposicao a luz vermelha (Fig.

4.1.8).
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Figura 4.1.7 - Variacdo das concentracdes de STX em células de C. raciborskii T3 submetidas
durante 36h a trés comprimentos de onda (fluxo de fétons de 100 pmol féotons.m™.s™. © branco, ¥
azul, B vermelho. As barras de erro indicam o erro padrdo das médias (n=3).
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Figura 4.1.8 - Variacdo das concentracbes de NSTX em células de C. raciborskii T3 submetidas
durante 36h a trés comprimentos de onda (fluxo de fétons de 100 pmol féotons.m™.s™. © branco, ¥
azul, ® vermelho. As barras de erro indicam o erro padrdo das médias (n=3).
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Dittmann et al. (2001) identificaram em Microcystis aeruginosa uma proteina
(MrpA) e dois genes (mrpA e B) com expressao regulada pela qualidade espectral
da luz. A transcricdo do gene mrpAB era aumentada quando a cianobactéria foi
exposta a luz azul. Em mutantes incapazes de produzir microcistina, ndo ocorreu
esta resposta, indicando que a resposta do gene mrpAB a luz azul era dependente
de microcistina, que seria um sinalizador para essa transcricdo. Adicionalmente, os
genes mcyB e mcyD, envolvidos na producdo de microcistinas sdo estimulados
guando M. aeruginosa € exposta a luz vermelha (Kaebernick et al., 2000). Nao séo
conhecidas as formas como a qualidade espectral pode afetar os genes de C.
raciborskii. Entretanto, se alguns dos genes envolvidos na producao de saxitoxinas
forem afetados pela qualidade da luz, uma possivel interferéncia dos comprimentos
de onda testados sobre a sua expressao pode ser esperada, explicando a perda de
ritmo circadiano ou aumento do periodo de producéo observado, neste estudo.

A existéncia de um ritmo circadiano na produgcdo de saxitoxinas pode ter
implicagBes ecologicas, uma vez que essas toxinas interferem na mobilidade de
espécies do zooplancton (Ferrdo-Filho et al., 2008). O fato da maior producédo de
saxitoxinas ocorrer no periodo de luz poderia conferir alguma vantagem para a
cianobactéria. Se considerarmos que usualmente a maior densidade de células no
ambiente se da abaixo da superficie (tabela 2.1), profundidade que costuma
apresentar maior numero de organismos zooplanctonicos durante o periodo
luminoso (Soares, 2009), essa vantagem se torna evidente. Portanto, diminuiria a
pressdo de predacdo sobre essa espécie durante o dia. Entretanto, a real funcao
ecoldgica desse ritmo circadiano de sintese de saxitoxinas ainda precisa ser

esclarecida.
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4.2 - CAPITULO SEGUNDO — A DUREZA DA AGUA AFETA O C RESCIMENTO E
PRODUCAO DE SAXITOXINAS POR Cylindrospermopsis raciborskii

(Cyanobacteria)

“Carneiro, RL, Pacheco, ABF, Azevedo, SMFO. The wat er hardness affects

growth and saxitoxins production by Cylindrospermopsis raciborskii
(cyanobacteria). Manuscrito submetido ao periddico Journal of Plankton
Research .”

Objetivo: Estudar as respostas fisiologicas de uma linhagem de Cylindrospermopsis
raciborskii a condutividade (dureza da agua), testando diferentes concentracfes de
ions monovalentes e bivalentes, para investigar alteracbes associadas ao

crescimento e a producéo de saxitoxinas.

4.2.1 - Resumo de material e métodos

A dureza da agua pode ser traduzida como uma fungcédo da concentracdo de
ions presentes. Essa caracteristica pode ser medida como condutividade ou
salinidade, assim como pelas concentracdes de carbonato de célcio (APHA, 1995).
Para avaliar o efeito do fon carbonato (COs?) sobre o crescimento e producédo de
saxitoxinas por C. raciborskii, os sais carbonato de calcio (CaCOg), carbonato de
magnésio (MgCOs3) ou carbonato de sodio (Na,CO3) foram adicionados ao meio de
cultivo ASM-1. A adicao foi feita de forma a obter a concentracdo de 5 mM do anion
no meio de cultura (Fig.4.2.1). Para avaliar o efeito da adicdo dos cations
adicionados na forma de carbonatos (Na*, Mg? e Ca®") e o efeito do aumento da
concentragdo desses sobre o crescimento e producdo de saxitoxinas por C.

raciborskii, novos experimentos foram realizados. Os sais CaCl,, MgCl, ou NaCl
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foram adicionados isoladamente ao meio ASM-1, para obtencédo das concentracdes
de 5 mM ou 10 mM de cada cation. O procedimento foi similar ao descrito na figura
42.1. O meio ASM-1 normalmente contém alguns desses ions e suas
concentracdes iniciais estdo descritas na tabela 4.2.1. A escolha dos diferentes sais
e das diferentes concentracbes dos ions foi baseada na sua presenca e
concentragbes comumente encontradas em ambientes onde floracdes da espécie C.

raciborskii ocorrem com frequéncia.

Tabela 4.2.1 — Concentragdes iniciais dos diferentes ions adicionados ao meio de cultivo ASM-1.

fon Concentracdo (uUM)
ca* 20,00

Mg~* 40,00

Na" 2,24
COs* 0,00
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2.Ajuste de pH para 8,0

1.Adi¢ao de CaCoO,, com KOH 1M e
MgCO,, Na,CO,, CaCl,, determinagao de
MgCl, ou NaCl 5 ou 10mM condutividade.

W
Adigao de células e
experimentagdo por 15
2 Inéculo sob condigdes dias

de manutengdo

50 pmol fé6tons.m2.s1

o o T Ey
: g : :
) o 2 o
= S 2 %
S =
Q
: H : - |
2w R Q¥ B4
ASM-1 | ASM-1 +CaCO; ou -
SM-1 (controle) a5 s 10 r:M ASM-1 +MgCOz0u  Aqm-1 + Na,CO, ou
2 © MgCl,5 ou 10mM. NaCl5 ou 10mM.

Figura 4.2.1 — Esquema dos experimentos sobre o efeito da condutividade (dureza da agua) sobre o
crescimento e producéo de STXs por células de C. raciborskii T3.
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Antes de iniciar os experimentos, em todos os meios de cultivo o pH foi
ajustado para 8,0 com KOH 1M e a condutividade foi mensurada, com o auxilio de
um condutivimetro (30/25FT - Yellow Springs). Os meios de cultivo foram entdo
divididos em triplicatas (Fig. 4.2.1). Uma cultura de C. raciborskii T3 foi crescida nas
condicbes de manutencdo (descrita no item 3.1) e ap0s suas células atingirem 12
dias de cultivo foi utilizada como inéculo. Os ensaios foram iniciados com 7,0 x 10°
células/ml, inoculadas em baldes de fundo chato de 3 litros, contendo 2,0 L de meio
ASM-1 (condicao controle) ou o meio ASM-1 adicionado dos diferentes sais (Fig.
4.2.1). As células foram cultivadas nas mesmas condicdes de manutencdo e
intensidade luminosa de 50 umol fétons.m?.s* (item 3.1). Essa intensidade foi
medida em frascos de cultivo (baldes) semelhantes aos utilizados no experimento,
com sensor quantico. Para que ndo houvesse variacdo na intensidade luminosa, a
mesma foi medida apdés a confeccdo dos diferentes meios adicionados com o0s
diferentes sais e antes do in6culo, com o sensor imerso até o fundo dos frascos. As
culturas foram mantidas sob aeracédo constante, fornecida por uma bomba de ar
comprimido filtrado. Essas culturas foram amostradas a cada trés dias, durante
quinze dias, para determinacdo do crescimento celular (conforme descrito no item
3.2). Nos sexto e décimo segundo dias de cada cultivo (que corresponderam a fase
exponencial e estacionaria da condicdo controle, respectivamente) 500 mL de cada
cultura foram amostrados para procedimentos de extracdo e analises de saxitoxinas

(STX e NSTX), como descrito no item 3.3.
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4.2.2 - Resumo dos resultados e discussao

A tabela 4.2.2 reune os valores da condutividade mensurados apos adi¢do
dos diferentes sais e ajuste do pH para 8,0, em cada meio de cultivo. Nesta tabela,
também estdo reunidos os valores das taxas de crescimento, calculadas a partir do
namero de células na fase exponencial de cada cultivo e a razdo celular, a razao
celular, que corresponde a divisdo do niumero de células final (dia 15) pelo nimero
de células inicial (dia 0). Além disso, esta mesma tabela mostra os valores das
concentragdes totais de STXs (SXT+NSTX) e a variacao percentual desses valores
entre o sexto e décimo segundo dia de cultivo.

As figuras 4.2.2 e 4.2.3 mostram a variacdo do namero de células durante
quinze dias de cultivo das células. As figuras 4.2.4 e 4.2.5 a variagdo da
concentracdo do total de saxitoxinas por células de C. raciborskii T3 sob os

diferentes tratamentos com sais.
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Tabela 4.2.2 — Condutividade do meio de cultura, taxa de crescimento celular, razao celular, duracdo da fase exponencial do crescimento e concentracao
intracelular de STXs em células de C. raciborskii T3 expostas a diferentes tratamentos, com diferentes ions.

Duracéo da

Variagao (%) de

Tratamento Condutivid_fi\de _Taxa de ab | Razéo celular *° expgizicial Dia’ saxitol-i(r)fgls cETX + produgao STXs
(us.cm™) crescimento (L) de NSTX)? entre as fases (1e
crescimento crescimento
Controle 568 0,224 +0,03 8,209 + 0,36 9 162 ;ggg z 1:2 209,31
CaCO; 656 0,117 +0,02' 4,514 +0,47" 6 162 gg;g z 883; 668,65
MgCQO; 1196 0,316 + 0,00 31,777 £10,31° 15 162 %151;21%%%9 - 42,53
Na,COs 1401 0,254 + 0,02 9,663 + 1,50 12 162 1258187;065230h - 66,53
CacCl, (5 mM) 1436 0,550 + 0,03° 5172 +232" 6 162 i:i? i gigi - 63,56
MgCl, (5 mM) 1484 0,361 +0,13' 20,049 + 3,61° 9 162 i%g%it;tg -7,78
NaCl (5 mM) 808 0,657 +0,08° 17,638 + 4,71 12 162 ;ggg z gé’g} 162,90
CacCl, (10 mM) 2550 0,233 +0,22 1,585+ 0,17 6 162 éi%g i%iﬁt 31,23
MgCl, (10 mM) 2475 0,347 +0,19' 12,223+2,30" 9 162 18?;?78;713;:?40;“ 60,36
NaCl (10 mM) 1350 | 0,487 +,014° | 10,292 + 1,79 12 162 ?ggg i zig; 8,22

3Valores apresentados como médias + desvio padrdo (n=3). " é crescimento relativo.dia™.°Raz&o celular é a divisdo do niimero de células final (dia 15) pelo nimero
de células inicial (dia 0).dDia é correspondente a fase de crescimento do controle: dia 6 = fase exponencial; dia 12 = fase estacionaria. °Os valores foram calculados
entre as concentracdes no 12° dia e 6° dia de cultivo, para cada condi¢do experimental. f'g'hDiferen(;as estatisticas de cada tratamento em relagdo ao controle em
relacéo ao controle: Teste de Dunn, P<0,05; ®Teste de Dunn, P<0,01.; "Teste de Dunn, P<0,001.



De maneira geral, foi observada uma relacdo positiva entre o aumento da
condutividade do meio e o aumento das taxas de crescimento (u.dia™) das células,
guando comparadas ao controle (tabela 4.2.2). Porém, na condicdo CaCOj3 a taxa de
crescimento ficou reduzida (teste de Dunn, P<0,05) e nas condicbes Na,CO; e
CaCl, 10 mM, as taxas de crescimento celular ndo se diferenciaram em relacdo ao
controle (teste de Dunn, P>0,05; tabela 4.2.2).

O crescimento exponencial de C. raciborskii T3 durou até o nono dia de
cultivo, na condicdo controle (tabela 4.2.2). As adicdes dos diferentes ions
ocasionaram mudancas na duracéo da fase exponencial de crescimento das células.
Essa fase durou somente até o sexto dia de cultivo nas condi¢cdes de CaCOgs, CaCl,
5 mM e 10 mM (tabela 4.2.2). Portanto, pode-se afirmar que os tratamentos com
CaCO3; e CaCl; 10 mM inibiram o crescimento celular de C. raciborskii T3. Esse fato
pode ser mais bem observado quando se analisou os valores de razao celular, que
se mostraram diminuidos em relagdo ao controle nesses dois tratamentos com calcio
(teste Dunn, P<0,05 e p<0,05, respectivamente; tabela 4.2.2).

Por outro, lado a fase exponencial do crescimento celular foi mais longa na
condicao de MgCOg, ndo sendo detectado o inicio da fase estacionaria até o décimo
quinto de cultivo (Fig. 4.2.2). Todavia, essa fase néo se diferenciou do controle nas
condicbes de MgCl, (Figs. 4.2.2 e 4.2.3; tabela 4.2.2). A avaliacdo das razdes
celulares em ambas as condicdes com Mg?" mostrou um estimulo ao crescimento
celular na presenca do ion se comparado ao controle (tabela 4.2.2).

Em todas as condicdes onde se testou o efeito do Na’, o crescimento
exponencial das células durou doze dias. Portanto, esse tempo foi maior que o

tempo de duragao dessa fase na condicdo controle. Observando as razdes celulares
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foi possivel também notar um estimulo ao crescimento celular, nesses tratamentos

(tabela 4.2.2).

le+8

le+7

L RO |
K- KO

Células.ml*

Control
CaCOg

le+6 - 9 g

% B

1e+5 T T T T T T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Dia

Figura 4.2.2 - Curvas de crescimento das células de C. raciborskii T3 cultivadas na presenca de
carbonato de calcio, magnésio ou sédio (C03'2 5 mM). As barras de erro indicam o erro padrdo das
médias (n=3).
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Figura 4.2.3 - Curvas de crescimento das células de C. raciborskii T3 cultivadas na presenca de sais
de calcio, magnésio ou sbédio, em concentragdes de 5 ou 10 mM do cétion. As barras de erro indicam
o erro padrao das médias (n=3).
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Os valores apresentados nas figuras 4.2.4 e 4.2.5 ou na tabela 4.2.2
correspondem as concentracdes intracelulares, totais de STXs (STX + NSTX),
normalizadas por 10° células. N&o foi possivel detectar STX ou NSTX nas amostras
da fracdo extracelular, provenientes das diferentes condi¢cdes testadas, pois 0s
valores ficaram abaixo dos valores do limite de deteccdo do método, nas condicbes

experimentais utilizadas (STX, 0,3 ng e NSTX, 0,04 ng).

20,0
%k
18,0
16,0

14,0

12,0

10,0

8,0

ng.10° células

6,0

Figura 4.2.4 - Variacao na concentracao de STXs totais (STX + NSTX) no 6° dia do cultivo de células
de C. raciborskii T3 cultivadas na presenca de sais de calcio, magnésio ou sodio. O 6° dia
corresponde a fase exponencial do crescimento das células na condi¢cdo controle. As barras de erro
indicam o erro padrao das médias (n=3). A linha tracejada marca a concentracdo de STXs em células
da condicdo controle. Diferencas estatisticas sdo representadas em relacdo ao controle: *teste de
Dunn, P<0,05; **teste de Dunn, P<0,01; ***teste de Dunn, P<0,001.
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Figura 4.2.5 - Variacdo na concentracao de STXs totais (STX + NSTX) no 12° dia do cultivo de
células de C. raciborskii T3 cultivadas na presenca de sais de célcio, magnésio ou sédio. O 12° dia
corresponde a fase estacionaria do crescimento das células na condi¢ao controle. As barras de erro
indicam o erro padrao das médias (n=3). A linha tracejada marca a concentracdo de STXs em células
da condicdo controle. Diferencas estatisticas sdo representadas em relacdo ao controle: *teste de
Dunn, P<0,05; **teste de Dunn, P<0,01; ***teste de Dunn, P<0,001.
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No sexto dia de cultivo, 0 aumento da condutividade ocasionou o aumento da
concentracdo de STXs por células, na maioria dos tratamentos (teste KW, P<0,01).
Duas excecOes foram observadas: em células sob a condicdo de CaCOj3 ocorreu
diminuicdo na concentracdo de STXs por células (teste de Dunn, P<0,05) e na
condicdo de NaCl 5mM a concentracdo de STXs nao se diferenciou estatisticamente
da concentracdo na condicdo controle (teste de Dunn, P>0,05; Fig. 4.2.4; tabela
4.2.2).

Uma tendéncia ao aumento das concentracdes de STXs por células foi
também observada, na maioria dos tratamentos, se comparados ao controle, no
décimo segundo dia de cultivo, mas ndo de forma tdo acentuada como observada no
sexto dia. Somente em trés dos nove tratamentos (NaCl 5 ou 10 mM e MgCl, 10
mM) esse aumento da concentracdo de STXs foi estatisticamente significativo (Fig.
4.2.5; tabela 4.2.2). Por outro lado, observou-se a reducdo das concentracoes
celulares de STXs nas condi¢cdes de CaCO3 e CaCl, 5 mM, se comparadas com a
concentragdo de STXs nas células sob a condicao controle (teste de Dunn, P<0,01 e
P<0,05, respectivamente; Fig. 4.2.6; tabela 4.2.2).

Tendo em vista as observagdes supracitadas, de maneira geral, pode-se
afirmar que o aumento da condutividade, ocasionado pela adicdo de sais de
magnésio ou de sddio no meio de cultura estimula a producdo de saxitoxinas por
células de C. raciborskii T3, enquanto que sais de calcio a inibem.

Sob a condigdo controle as células apresentaram um aumento da producéo
de saxitoxinas, aumentando do sexto para o décimo segundo dia de cultivo
(209,31%), demonstrando um aumento da produgcdo de STXs na fase estacionaria
do crescimento, ja citado na literatura para a linhagem estudada (Carneiro et al.,

2009). Os diferentes tratamentos testados ocasionaram a diminuicdo dessa
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percentagem de producado (tabela 4.2.2). Em apenas cinco dos nove tratamentos
testados, as células também apresentaram esse aumento. Porém, somente as
células na condicdo CaCOj3; apresentaram maior producdo de STXs no décimo
segundo dia (cerca de trés vezes), se comparada ao aumento observado na
condicao controle (tabela 4.2.2).

A cianobactéria C. raciborskii ja foi citada em alguns estudos como uma
espécie capaz de crescer em diferentes salinidades (Padisak, 1997; Briand et al.,
2002; Moisander et al., 2002; Dufour et al., 2006). Neste estudo, medimos a
salinidade em valores de condutividade.

Moisander et al. (2002) encontraram crescimento méaximo das células de C.
raciborskii em condi¢cdes de NaCl até 100 mM (valor 10 vezes maior do que o
utilizado em nosso estudo) e levantaram a hipétese de que a salinidade poderia ser
um fator controlador de floracdes da espécie, favorecendo o seu sucesso. No Brasil,
relatos da ocorréncia desta espécie tém corroborado essa afirmacédo. Floracdes de
C. raciborskii ocorrem, com frequéncia, em ambientes com altas condutividades, em
alguns mananciais, principalmente no nordeste (Souza et al., 1998; Bouvy et al.,
1999; Costa et al., 2006; Panosso et al., 2007; Costa et al., 2009). Bouvy et al.
(2000) relataram que 12,1% da biomassa de células fitoplanctdnicas, em um
reservatério do estado de Pernambuco com condutividade de 19630 pS.cm™ era de
C. raciborskii. Adicionalmente, dezenove dos 39 reservatoérios estudados por estes
dltimos autores apresentaram condutividades maiores que 1000 pS.cm™ e nesses C.
raciborskii constituiu de 33,3 a 99,6 % da biomassa fitoplancténica. Recentemente,
Costa et al. (2009) tambeém relataram a dominancia (>80%) de C. raciborskii em um
reservatorio do Rio Grande do Norte, com condutividade também superior a 1000

uS.cm™. Neste estudo, de maneira geral, o aumento da condutividade mostrou-se
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diretamente relacionado com o aumento na taxa de crescimento das células. Isto foi
constatado em seis das oito condicbes onde a condutividade foi efetivamente
superior as da condicdo controle (tabela 4.2.2). Portanto, nossos resultados
corroboram o fato de que altas condutividades constituem um fator que contribui
para o crescimento de C. raciborskii, no ambiente.

A condutividade esta relacionada com os diferentes ions que podem ser
encontrados na agua. Deste modo, é natural questionarmos também que efeito teria
a presenca de cada ion em particular e sua concentracdo sobre a ocorréncia de
floracOes e sua toxicidade. Em agua pura, o CO, dissolvido reage com diferentes
ions formando carbonatos (Maia et al., 2001). Porém, os sais de carbonato podem
se solubilizar gerando bicarbonato (HCO3) e o equivalente cation livre, em
condicdes de pH acido (Maia et al., 2001). A dureza da agua geralmente € expressa
por concentracdes de sais de carbonato (APHA, 1995). Avaliando, entdo, a dureza
ocasionada pela adicdo de carbonatos ao meio de cultura, percebe-se que os
diferentes cations parecem contribuir de forma diferente para o crescimento de C.
raciborskii (tabela 4.2.2).

O CaCOj; é praticamente insoluvel. Isto poderia explicar a diminuicdo da taxa
de crescimento, da razao celular e da duracao da fase exponencial de C. raciborskii
T3 na condicdo de CaCOg;, evidenciando um acentuado efeito da dureza sobre o
crescimento de C. raciborskii T3 (tabela 4.2.2). MgCO3; e Na,COg3 nesta ordem, séo
proporcionalmente mais sollveis em agua que CaCOg3 (Morais et al., 1998; Maia et
al., 2001), havendo assim disponibilidade de Mg?* e Na* nessas condicdes. Portanto,
parece que a dureza esta relacionada ao tipo de cation disponivel. Adicionalmente, é
interessante notar que MgCO3; ou Na,CO3 ndo causaram diminuicdo, mas aumento

do crescimento celular, apds 15 dias de exposicéo (Tabela 4.2.2). Esse crescimento
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pode ter sido favorecido pela oferta de ions livres, nessas condi¢cdes. Para testar a
hipétese de que Ca**, Mg** e Na' livres possam ser responsaveis pelos efeitos
observados, novos experimentos foram realizados com a adi¢cdo ao meio de cultura
dos sais CaCl,, MgCl, e NaCl.

O Na?* é um cétion que participa da formacéo de gradientes iénicos celulares,
importantes no transporte de solutos através de membranas, além de participar da
manutencdo da homeostase celular e de varias reacfes metabolicas (Nelson e Cox,
2002; Pomati et al. 2004). Pomati et al. (2004) analisaram o crescimento de C.
raciborskii T3 sob 15 pmol fétons.m?s™, em condicdes de NaCl 10 mM. O
crescimento celular da linhagem, medido como densidade Optica das culturas
(DO7s0nmnac DO7s0controle), diminuiu progressivamente apos trés dias de exposicao ao
sodio, reduzindo-se cerca de 2,5 vezes, até o sétimo dia de cultivo da linhagem.
Neste estudo, a disponibilidade de Na* na forma NaCl 5 ou 10 mM estimulou o
crescimento das células de C. raciborskii T3. As taxas de crescimento e as razdes
celulares nessas condi¢cdes foram maiores que na condi¢cao controle (tabela 4.2.2).
Por tanto nossos dados discordam dos observados por Pomati et al. (2004). Com
definicbes de crescimento celular distintas, nossos dados provavelmente ndo séo
comparaveis com os desses autores. Adicionalmente, duas outras linhagens de C.
raciborskii apresentaram diminuicdo de crescimento celular quando expostas a
concentracfes de 36 ou 108 mM de NaCl (Moisander et al., 2002). Os autores
utilizaram para calculo das taxas de crescimento os valores de clorofila-a. Além
disso, a menor concentracado de NaCl testada pelos autores é maior que a mais alta
concentragdo usada em nosso estudo. Comparacdes entre nossos dados e os de

Moisander et al. (2002) seriam incoerentes.
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Na literatura, encontramos, ainda, estudos se referindo a inibicdo de
crescimento em algumas espécies de cianobactéria pela salinidade, investigada
através do aumento da concentracdo de NaCl no meio de cultivo. Concentracfes de
NaCl de 0,5 a 40 mM inibiram a fotossintese e 0 sistema respiratério de
cianobactérias como Anabaena cylindrica, Synechocystis e Synechoccocus
(Bhadauriya et al., 2007; Allakhverdiev e Murata, 2008). As concentragdes utilizadas
em nosso estudo aparentemente ndo foram suficientemente altas para exercer tal
inibicéo sobre células de C. raciborskii T3.

Neste estudo, as concentracdes de MgCl, 5 mM e 10 mM parecem ter
estimulado o metabolismo das células de C. raciborskii T3, explicando o aumento
das taxas de crescimento celular e das razdes celulares nessas condicbfes em
comparacado com o controle (tabela 4.2.2). Isso poderia ser explicado pelo fato do
magneésio atuar como co-fator de enzimas e na ligacdo de compostos fosfatados. A
fixacdo de carbono requer ATP, que tem sua concentracdo aumentada na luz, na
presenca de Mg®* e em pH acima de 7,0, possibilitando a atividade carboxilase da
RUBISCO (Nelson e Cox, 2002). Concentracdes de Mg?* regulam as funcdes de
enzimas que participam da sua inser¢cdo nos anéis tetraprirrélicos da clorofila, onde
sua presenca é essencial para a captura de energia luminosa (Chew e Bryant, 2007,
Sobotka et al., 2008).

Quando observamos os resultados do uso CaCl, percebemos que esse sal
proporcionou diferentes respostas de crescimento em células de C. raciborskii T3 em
funcdo da concentracdo do cation Ca**. Na menor concentracdo (5 mM) a taxa de
crescimento foi maior, enquanto que na maior concentragcdo (10 mM) essa néo se
diferenciou do controle. Porém, quando avaliamos a razao celular, percebemos que

tanto o tratamento com CaCOg3, quanto os com CaCl, diminuiram a fase exponencial
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de crescimento para o sexto dia de cultivo, o que se refletiu em uma reducéo
significativa da razao celular, nestas condicoes (tabela 4.2.2).

Existem poucos estudos na literatura quanto ao efeito do Ca®* no crescimento
de cianobactérias. Um unico exemplo, em ensaios de laboratorio, concentracdes de
0,1 a 0,4 mM de célcio foram tidas como 6timas para o crescimento de Lyngbya
wollei, também produtora de saxitoxinas (Yin et al., 1997). Esses valores de célcio
sd0 menores que os utilizados neste estudo impossibilitando comparacoes.

Em cianobactérias, devido a competicdo entre O, e CO, pela enzima
RUBISCO (Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase), a fixacdo de carbono
envolve um mecanismo mais efetivo (chamado CCM, “CO,-concentrating
mechanism”), o que resulta em uma concentracdo de CO, na célula cerca de 1000
vezes maior que o CO, concentrado pela enzima RUBISCO (Koropatkin et al.,
2007). Um complexo protéico transportador de membrana chamado CmpABCD
participa do CCM por importar e acumular carbono inorganico como HCO3™ (Omata
et al., 1999). Na cianobactéria Synechocystis foi observado que a proteina CmpA
desse complexo possui alta afinidade por Ca®**. Esse cation seria um co-fator
enzimético que aumentaria a afinidade por HCO3, além de também aumentar a
afinidade do complexo por nutrientes como o nitrato (Koropatkin et al., 2007). Além
disso, o Ca®" é considerado um mensageiro universal, que pode transmitir sinais da
superficie celular para seu interior. Sua concentracdo intracelular € regulada por
controle do influxo e efluxo do meio externo que requer transporte dependente de
ATP (Ca** / H") e canais de Ca®*" (Dominguez, 2004). Em Anabaena sp foi descrito
pela primeira vez em cianobactérias um mecanismo de transducao de sinal mediado

por alteracbes transientes na concentracdo intracelular de Ca** (Torrecilla et al.,
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2000). Esta sinalizacdo participa da resposta a salinidade alta (NacCl), estresse
osmatico e transi¢cdes de luz e escuro (Torrecilla et al., 2004).

A concentracdo de 5 mM na condi¢cdo CacCl,, utilizada nesse estudo, pareceu
inicialmente estimular o crescimento de C. raciborskii T3, provavelmente por ser
adequada ao uso desse cation em processos metabdlicos como os citados acima.
Contudo uma maior exposicao parece ter inibido o crescimento celular, reduzindo o
tempo de duracdo da fase exponencial do crescimento e a razdo celular (tabela
4.2.2). O mesmo ocorreu na condicdo CaCl, 10 mM (tabela 4.2.2). Essa inibicéo
seria justificavel caso estas concentragfes interfiram na manutencédo da homeostase
celular. O fato de bactérias manterem o controle da concentracdo de Ca**
intracelular em face de diferentes concentracdes extracelulares desse cation (nM ou
mM) e usar aumentos transientes da concentracdo citosolica desse ion como um
sinal, sugere que altas concentracdes de calcio no citosol podem ser téxicas
(Dominguez, 2004; Torrecilla et al.,, 2004). O excesso de célcio poderia estar
exigindo um gasto energético maior, pela intensa utilizagdo de bombas de calcio,
para o ajuste das concentracbes citosélicas de Ca?*, como ocorre também em
bactérias (Dominguez, 2004). Porém, deve-se ressaltar que apesar de observarmos
a inibicdo do crescimento celular nas condigbes em que se utilizou calcio, nenhum
dos tratamentos evidenciou morte celular, uma vez que nao houve reducgéo
significativa do numero de células, apés essas atingirem a fase estacionaria do
crescimento (Figs. 4.2.2 e 4.2.3)

O efeito de alguns dos ions testados neste estudo sobre a sintese de
saxitoxinas ja havia sido estudado (Yin et al., 1997; Pomati et al., 2004; Kellman e
Neilan, 2007). Pomati et al. (2004) analisaram o efeito do cation Na* (NaCl 10 mM)

sobre a producédo de STX por C. raciborskii T3 apods exposicado por seis dias. Os
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autores observaram que o aumento da concentracdo de STX/ODvsonm €ra dose
dependente, e propuseram que a sintese de STX em C. raciborskii € dependente de
concentragdes citosdlicas de Na* e esta associada a manutencdo da homeostase
celular em condicbes de estresse osmaotico. Isto também foi observado
anteriormente por Negri et al. (1997), que observaram uma estreita correlacao entre
a concentracdo intracelular de Na* e o acimulo de STX em células de Anabaena
circinalis. Este efeito estimulante foi confirmado por nossas observacdes, para
valores de STXs.10° células, tanto no sexto quanto no décimo segundo dia de
cultivo e tanto no caso de Na,CO3; quanto de NaCl. Por esses resultados, podemos
supor que as vantagens metabdlicas ja discutidas para o crescimento das células
em presenca de Na' refletiram também no metabolismo de producio de saxitoxinas
por C. raciborskii T3, confirmando o observado anteriormente, nos estudos
supracitados.

No trabalho de Pomati et al. (2004), nenhum efeito foi relatado sobre a sintese
de STX por C. raciborskii T3 exposta a 5mM de MgCl, durante seis dias. Porém, “In
vitro”, o uso de 1 mM de magnésio estimulou em 11% a sintese de STX (Kellman e
Neilan, 2007). No nosso estudo, o magnésio adicionado nas diferentes formas
estimulou a producdo de STXs nos sexto e décimo segundo dias de cultivo (Tabela
4.2.2). Os dados indicam que o aumento da producdo de STXs é dose dependente
(seis dias: MgCl, 5 mM - 321,55%; MgCl, 10 mM - 728,17%; doze dias: MgCl, 5 mM
— 20,42%; MgCl, 10 mM - 76,70%). Possivelmente as vantagens decorrentes da
presenca de Mg®* para o metabolismo geral da cianobactéria refletiu-se na sintese
dessas toxinas, aumentando suas concentracdes celulares. Esses resultados
contradizem o observado por Pomati et al. (2004), talvez devido ao fato de que os

valores de STX quantificados por esses autores foram normalizados por densidade
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optica das células (STX/ODvsonm) € Nao por contagem de células como no nosso
caso. Adicionalmente, no presente estudo, a sintese de STXs continuou a ser
estimulada no décimo segundo dia de cultivo, em todas as condicbes em que se
usou Mg?* (tabela 4.2.2). Os mecanismos pelos quais 0 magnésio pode influenciar a
sintese de saxitoxinas também permanecem desconhecidos.

Em nosso estudo, as condicbes de CaCOs inibiram a sintese de STXs
(STX+NSTX) pelas células C. raciborskii T3, tanto no sexto dia quanto no décimo
segundo dia do cultivo se comparadas com a condic&o controle (Figs. 4.2.4 e 4.2.5;
Tabela 4.2.2). Entretanto, nas condi¢cdes de CaCl, 5 ou 10 mM a sintese de STXs
por células foi estimulada no sexto dia de cultivo (Fig. 4.2.4), mas esse padrdo nao
se repetiu no décimo segundo dia de cultivo, pois sob a condicdo CaCl, 5 mM a
sintese de STXs ficou reduzida e sob a condicdo CaCl, 10 mM ndo aumentou em
relacdo ao controle (Fig. 4.2.6). Analisando nossos resultados, na condicdo de
CaCOs as células entraram mais cedo em fase estacionaria (tabela 4.2.2). Nesse
caso, a inibicdo da sintese de STXs poderia ndo estar relacionada com a presenca
do céation Ca**, mas com o estresse causado pelo uso do CaCOs. Por outro lado,
sob as condi¢Bes de CaCl,, as vantagens, ja discutidas, representadas pelo aporte
de célcio podem ter favorecido o metabolismo celular, favorecendo também o
aumento na sintese de STXs até o sexto dia de cultivo. Entretanto, a prolongada
exposicdo as essas condi¢des (doze dias) parece ter representado um estresse para
as células, como ja discutido em relacdo ao crescimento celular, refletindo também
na menor sintese de STXs. Quanto a outras cianobactérias, o aumento na
concentracdo de Ca** entre 0,2 e 1,2 mM aumentou proporcionalmente a toxicidade
de L. wollei e a diminuicdo da concentracdo desse cation para 0,025 mM diminuiu a

toxicidade (Yin et al.,, 1997). Em um estudo sobre a sintese de STX “in vitro”, a
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concentracdo de Ca?* 2 mM inibiu a sintese em 2% (Kellman e Neilan, 2007).
Porém, o papel do Ca®* na sintese de STXs permanece desconhecido.

Apesar de um aumento da fase exponencial de crescimento ter ocorrido em
todas as condi¢cdes nas quais o sodio foi utilizado, a diminuicdo da sintese de STXs
foi observada do sexto para décimo segundo dia de cultivo, em todas as condi¢cdes
de uso de sbdio, se comparadas com 0 aumento da producédo na condi¢cao controle
(tabela 4.2.2). Por outro lado, observamos tanto aumento, quanto diminuicdo da
producdo de STXs do sexto para o décimo segundo dia nas condi¢cdes de magnésio,
onde também né&o foram observadas reducdes na duracdo da fase exponencial de
crescimento. E também interessante notar que diferentes respostas foram
observadas do sexto para décimo segundo dia de cultivo, nas condi¢cdes sob uso de
Ca?*. Enquanto que na condicdo de uso de CaCO3 ocorreu 0 aumento expressivo na
sintese de STXs, nas condi¢cdes de uso CaCl,, ocorreu diminuicdo dessa sintese
(tabela 4.2.2). Portanto, a sintese de STXs parece estar ligada ao estresse causado
pela prolongada exposi¢cdo aos diferentes ions. Porém, ndo ha dados na literatura
gue suportem outras discussdes sobre essas observacoes.

Em uma visdo global, a sintese de STXs foi estimulada na maioria dos
tratamentos adotados para se testar o efeito da condutividade (dureza) da agua
nesse estudo. No sexto dia de cultivo quando a maioria das culturas estava com as
células em fase exponencial de crescimento (tabela 4.2.2), houve um aumento
proporcional da sintese de STXs em sete das nove condicbes experimentais, as
quais apresentavam condutividade do meio acima de 800 pS.cm™ (tabela 4.2.2).
Todavia, a exposicao prolongada a essas condigbes ndo teve o mesmo efeito e o
aumento da sintese de STXs ocorreu em apenas trés dos tratamentos, apos doze

dias de exposicéo, se comparados ao controle.

-82-



Portanto, a maioria dos ions testados estimulou o crescimento de C.
raciborskii T3 e a sintese de STXs também foi estimulada nessas condi¢cdes.
Evidentemente, o real significado ecolégico dessas observacdes precisa ser mais
bem avaliado, com experimentos com outras linhagens da espécie, produtoras de
STXs. Entretanto, este estudo mostra que o aumento da condutividade pela maior
disponibilidade de cations como Ca®**, Mg** e Na', usualmente observado em
ambientes aquaticos brasileiros (Bouvy et al., 2000; Chellappa et al. 2008 a e b;
Chellappa e Costa, 2003; Costa et al., 2009), onde se tem verificado floracdes
neurotoxicas de C. raciborskii (Bouvy et al., 1999; Costa et al., 2006; Molica et al.,
2005, Costa et al., 2009), pode influenciar o aumento da sintese de saxitoxinas.
Esse conhecimento contribui para direcionar um melhor acompanhamento do
crescimento dessa espécie e da toxicidade dessas floracbes. Em suma, pode
proporcionar uma base para estudos que busquem minimizar 0s potenciais riscos

decorrentes dos usos multiplos desses mananciais.
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4.3 — CAPITULO TERCEIRO - EFEITO INIBITORIO DO CALC IO SOBRE O

METABOLISMO DE Cylindrospermopsis raciborskii  (Cyanobacteria)

“Carneiro, RL, Alipio, ACN, Bisch, PM, Azevedo, SMF O, Pacheco, ABF. The
Inhibitory  Effect of Calcium on Cylindrospermopsis  raciborskii
(CYANOBACTERIA) Metabolism. Submetido ao periédico Applied and
Environmental Microbiology

Objetivo: A partir de alteragbes no crescimento e producdo de saxitoxinas em
resposta a alta concentracéo de calcio, estudar possiveis altera¢cdes no padrao total

de proteinas expressas em uma linhagem de Cylindrospermopsis raciborskii (mapa

protedmico).

4.3.1 - Resumo de material e métodos
4.3.1.1 - Experimentacdo com CaCl

Para avaliar o efeito do fon Ca?* sobre o metabolismo de C. raciborskii, foi
adicionado ao meio de cultura ASM-1 o sal CaCl, em quantidade suficiente para se
obter a concentracdo de 10 mM do fon Ca**. Apds a adicdo do sal e ajuste do pH
para 8,0, a turbidez dos diferentes meios de cultivo (ASM-1 e ASM-1 com calcio) foi
determinada usando um turbidimetro (2100P - HACH). Uma vez que a precipitacédo
natural de parte do calcio na forma de CaCO3; poder gerar aumento de turbidez, a
intensidade luminosa foi mensurada com o auxilio de um sensor quantico imerso até
o fundo de um baldo de fundo chato com o mesmo volume de meios de cultivo
utilizados nos experimentos.

Para determinar as concentracdes iniciais de fons Ca®" livres nos meios de
cultura, foram retirados 10 mL de meio ASM-1 ou ASM-1 adicionado de CaCl,, antes

das células serem inoculadas. A concentracdo desse ion foi determinada por
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cromatografia i6nica. Foi utilizado um sistema de cromatografia de ions (Dionex®
ISC-1000) para separacdo de cations. A analise foi feita com supressdo da
condutividade. O método de supressao utilizou uma coluna CS12A (250 mm, 4 mm
de diametro interno), precedida de uma coluna guarda CG12A (50 mm, 4 mm de
diametro interno) e uma bomba supressora (CSRS 300 - 4 mm). A eluicdo isocratica
com acido metasulfénico (AMS) 21 mM (preparado offline antes do uso) foi feita
“online” pelo aplicativo Chromeleon 6.80. O volume de injecdo de amostras do meio
ASM-1 ou ASM-1 com calcio foi 500 pL (loop 500 uL) e o tempo de corrida foi de 15
minutos. A concentracao foi determinada levando em conta o tempo de retencao e
de acordo com curva de calibracdo de padrao de cations (“Six cation II- Standard”
Dionex®).

Para os experimentos, uma cultura de C. raciborskii T3 foi crescida nas
condicbes de manutencdo (item 3.1) e apOs atingir a fase estacionaria de
crescimento (12 dias de cultivo) foi utilizada como indculo. Os experimentos foram
iniciados com 7,0 x 10° células/ml inoculadas em baldes de fundo chato de 3 litros,
contendo meio ASM-1 (condic&o controle) ou meio ASM-1 adicionado de CaCl, (Ca**
10 mM), em triplicatas. As culturas foram amostradas a cada trés dias, durante
quinze dias para determinacdes do crescimento celular (item 3.2). No décimo
segundo dia de cultivo (que corresponde a fase estacionaria do crescimento, na
condicdo controle), de cada cultura foram amostrados 500 mL para serem

submetidos a extracdo e andlises de STX, como descrito no item 3.3.
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4.3.1.2 - Purificacéo de proteinas

De cada cultura foram também amostrados 500 mL, no décimo segundo dia,
para purificacdo de proteinas. Esse volume foi centrifugado (10000g, 15min, 4°C) e
as ceélulas precipitadas foram estocadas a -20° C. Para extracdo das proteinas, as
células foram descongeladas em banho de gelo. Em seguida, foi adicionado acido
acético 500 mM, um volume suficiente para cobrir as células, e a amostra foi
incubada a 25° C por 1 h. Uma aliquota de 2 mL desse material foi entdo combinada
com 18 mL de uma solucdo de acetona 90%, acido tricloroacético 10% e [-
mecaptoetanol 0,07%, agitada vigorosamente e mantida a -20°C durante 18 h. As
proteinas precipitadas foram recuperadas por centrifugacdo (10000 g, 45 min, 4° C)
e o precipitado resultante foi lavado trés vezes com acetona 90%. Em sequéncia, as
proteinas foram solubilizadas a 25° C por 1 h em solucao de tio-uréia 2 M, uréia 7 M,
Chaps 4%, DTT (ditriotreitol) 40 mM, anfélitos Pharmalyte 3-10 0,5% e PMSF
(fluoreto de metil fenil sulfonato) 1 mM. O solubilizado foi novamente centrifugado
(10000 g, 45 min, 4° C) e o sobrenadante recolhido. Uma nova etapa de purificacdo
foi realizada com o Kit comercial, 2D-Clean up kit (GE Healthcare). A amostra
resultante teve sua concentracdo protéica determinada de acordo com Bradford

(1976) e foi estocada em nitrogénio liquido.

4.3.1.3 - Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Amostras de 150 pg de proteinas soltuveis (solubilizadas em 200 pl de tio-
uréia 2 M, uréia 7 M, Chaps 4%, DTT 40 mM, Pharmalyte 3-10 0,5% e azul de
bromofenol 0,002%) foram usadas para re-hidratar tiras de poliacrilamida
(Immobiline Drystrip; GE Healthcare) de 11 cm, pH 4-7, durante 16 h, em

temperatura ambiente. A focalizacdo das proteinas foi feita em equipamento
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Multiphor Il (GE Healthcare), de acordo com a recomendacédo do fabricante. Apos a
focalizacdo, as proteinas foram reduzidas e alquiladas (as tiras foram equilibradas
com DTT e iodacetamida) e as tiras foram colocadas em um gel SDS-PAGE 12%,
confeccionado de acordo com Sambrook e Russell (2001).

Para a separacdo em segunda dimensao, foi realizada uma eletroforese no
equipamento Multiphor Il (GE Healthcare), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Apds a corrida, os geéis foram corados com comassie blue G-250,
digitalizados e as imagens obtidas analisadas usando o aplicativo ImageMaster 2D
Platinum v5.0 (GE Healthcare).

Para cada condicdo testada, calcio ou controle, foram produzidos trés géis,
dois carregados com amostras de proteinas da mesma cultura e o terceiro com
amostra de cultura diferente. O valores de ponto isoelétrico (pl) das proteinas de
interesse foram determinados usando uma distribuicdo linear de pH 4-7 e os valores
de massa molecular (MM) foram estimados com base em padrdes de proteina de
baixa MM (GE Healthcare).

Os spots dos géis 2D foram inicialmente detectados automaticamente com o
aplicativo ImageMaster 2D Platinum v5.0 (GE Healthcare) e posteriormente foram
manualmente confirmados. Em cada gel, as intensidades dos spots foram
normalizadas e as trés réplicas dos géis de cada classe (controle ou calcio) foram
combinadas e comparadas (ImageMaster 2D Platinum v5.0, manual do usuario). Um
conjunto de spots caracteristico de cada condicdo experimental foi definido
selecionando aqueles que estavam consistentemente presentes nas tréplicas dos
géis. Para identificar as proteinas diferencialmente expressas, imagens de dois géis

foram comparadas (um gel mestre para cada condigdo, gerado a partir das analises
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das tréplicas individuais) e a intensidade dos diferentes spots foi avaliada usando o
volume relativo de acordo com a férmula:

%Vol = Z”V% x 100:
S=1 S

onde, Vol; é o volume do spot S no gel com n spots. Os spots foram considerados
como diferencialmente expressos quando: (i) %Vol diferiu mais que duas vezes
entre a condicdo controle e célcio; (ii) os valores de %Vol mostraram pouca
dispersdo nas réplicas dos geéis e (ii) a dispersao dos valores %Vol em cada

condicdo nao se sobrepunha por mais que 25%.

4.3.1.4 - Identificac&o das proteinas por Espectrom  etria de Massas

Os spots selecionados como proteinas diferencialmente expressas foram
cortados dos géis, lavados duas vezes em acetonitrila 50% 25 mM NH4HCO3, depois
colocados em acetronitrila 100% e secos a vacuo. Os fragmentos de gel foram
tratados com tripsina (15 ng.ul™*) (Promega, Madison, WI, USA) e os peptideos foram
extraidos com 50 pl de acetronitrila 50% e TFA (&cido trifluoroacético) 5%, secos a
vacuo e ressuspensos com 3 pl de acetronitrila 50% e TFA 0,1%. Uma aliquota de
0,5 ul das amostras foi misturada com volume igual de uma solucéo saturada de
acido a-cayno-4-hydroxycinamico em acetronitrila 50% e TFA 5%. Essa mistura foi
analisada por espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF (4700 Explorer Proteomics
Analyzer, Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). Para dissociacao por colisao do
fon precursor foi utilizado N, como gas indutor & pressdo de 2,8x10°Torr. As massas
dos picos dos espectros resultantes, representantes dos fragmentos i6nicos

gerados, devidamente calibradas, foram utilizadas para buscas no banco de dados
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NCBI (versao disponivel em 30/09/08), através do aplicativo MASCOT

(www.matrixscience.com).

4.3.1.5 - Andlises estatisticas dos dados

Os dados das analises de proteinas diferencialmente expressas foram
testados usando teste t para comparar o volume relativo (%Vol) dos spots nas
imagens dos geéis com 80% de significancia (a 0,2) usando o aplicativo ImageMaster

2D Platinum v5.0 (GE Healthcare).
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4.3.2 - Resumo dos resultados e discussao

A adicdo de CaCl, ao meio de cultivo causou um aumento da turbidez
(controle 3,25 = 0,38 unidades de turbidez (NTU); CaCl, 7,28 £ 0,35 NTU). A
determinacéo da concentracdo de Ca®" ibnico livre antes do inéculo das células
mostrou que houve uma reducdo em relacdo a concentracdo original desse ion tanto
no meio controle (de 20 puM para 17,93 £ 0,01 puM) quanto na condicao de CacCl, (de
10 mM para 7,86 + 0,88 mM).

As taxas de crescimento calculadas a partir do namero de células na fase
exponencial, ndo apresentaram diferencgas significativas entre as condi¢des controle
(tabela 4.3.1; teste-U; P>0,05). Entretanto, na condicao controle, a fase exponencial
de crescimento durou até o décimo segundo dia, enquanto que na condicdo de Ca**
10 mM essa fase durou somente até o sexto dia de cultivo, denotando uma inibi¢éo
do crescimento nesta Ultima condicdo (Fig. 4.3.1). Essa inibicdo fica evidente
guando comparamos 0s numeros de ceélulas na fase estacionaria nas duas
condicées, significativamente menores na condicdo de Ca** 10 mM (dias 12 e 15;
teste-U; P<0.05 e P<0.01, respectivamente; Fig. 4.3.1), assim como a razao entre o
numero final (décimo quinto dia) e o nimero inicial de células nas duas condi¢des

(tabela 4.3.1)
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Figura 4.3.1 - Curvas de crescimento de células de C. raciborskii T3 cultivadas em meio ASM-1 e
ASM-1 acrescido de Ca** 10 mM. As barras de erro indicam o erro padrdo das médias (n=3).

Tabela 4.3.1 — Parametros de crescimento e producéo de STX por células de C. raciborskii T3
cultivada em meio ASM-1 ou ASM-1 com Ca”" (10 mM), ap6s 12 dias de exposicao.

~ -0
Condicdo Duragéo da _fase Taxa de ab Razdo celular® STX’(ng).%O
exponencial crescimento (l) células
controle 9 dias 0,26 + 0,04 12,30 £1,37 0,49 +0,08
CaCl, 6 dias 0,23 + 0,22 1,58 +0,31° 0,18 +0,02°

3Valores apresentados como médias + desvio padrdo (n=3). "u é crescimento relativo.dia.°Raz&o celular é a
divisdo do numero de células final (dia 15) pelo nimero de células inicial (dia 0). b'°Diferen(;as, estatisticas de
cada tratamento em relacdo ao controle em relacdo ao controle: PTeste de Dunn, P<0,05; ‘Teste de Dunn,
P<0,01.
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Para avaliar o efeito da longa exposicdo ao calcio sobre a producdo STX,
foram mensuradas as concentracdes intracelulares, normalizadas por 10° células, no
décimo segundo dia de cultivo, correspondente a fase estacionaria do crescimento
(Fig. 4.3.1). Pela observacdo dos valores, ocorreu uma inibicdo de 2,7 vezes na
concentracdo de saxitoxinas apés 12 dias de exposicdo ao Ca®* na concentracdo 10
mM.

Os géis para analises de proteinas diferencialmente expressas apresentaram
em média cento e trinta e cinco spots com resolucéo clara. Géis representativos das
duas condicbes estdo mostrados na figura 4.3.3.

Considerando os spots que representaram uma diferenca de expressao de
pelo menos duas vezes entre as duas condi¢des, um total de trinta e cinco proteinas
foram definidas como diferencialmente expressas e assim processadas para
identificacdo. Dessas trinta e cinco, apenas cinco tiveram expressdo maior na
condicdo Ca** 10 mM. Quinze proteinas foram identificadas por andlises de
espectrometria de massas (MS), algumas delas com identificacdo repetida em
diferentes spots (spots 33 e 34; 63, 64 e 67, Tabela 4.3.1, Fig. 4.3.3). Essas
proteinas apresentaram-se como spots com pl variavel, mas com mesma MM,
possivelmente resultando de modificacdes pds-traducionais. As outras proteinas nao
puderam ser identificadas devido a pequena quantidade no gel ou por estarem
misturadas, resultando em espectros de massa com baixa qualidade.

A busca baseada em homologia feita em banco de dados de proteinas
retornou em todos 0s casos proteinas de cianobactérias, o que pode ser
considerado como um bom indicativo de identificacdo correta. Para cada proteina
identificada, os valores de MM e pl estimados pela posicdo do spot no gel e os

encontrados para as proteinas homélogas recuperadas foram comparados (Tabela
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4.3.1). Na maioria das vezes os valores eram similares. As funcfes propostas para
cada proteina também estédo descritas na Tabela 4.3.1. Os sinais mais intensos nos
géis (Fig. 4.3.3) corresponderam a um aglomerado de spots com MM de
aproximadamente 20kDa e pl entre quatro e cinco, provavelmente contendo
proteinas co-migrantes. Um fragmento correspondente foi identificado por MS e

indicou a presenca de uma subunidade da ficocianina (Tabela 4.3.1, Fig.4.3.3).
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Figura 4.3.2 — Padrdes protéicos (géis 2D) de células de C. raciborskii T3 cultivadas em meio ASM-1
(A) ou em meio ASM-1 com Ca** 10 mM (B) durante 12 dias. As proteinas sollveis foram extraidas e
separadas usando gradiente de pH linear de 4-7 seguido de SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados
com coomassie blue G-250. Os spots s&o identificados com os mesmos nimeros da tabela 4.3.1. A
direita estdo indicados padrbées de massa molecular.
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Tabela 4.3.1 - Proteinas diferencialmente expressas por C. raciborskii (T3) na fase estacionaria (12 dias) quando cultivada em meio ASM-1 ou ASM-1
adicionado de Ca®* 10 mM. Foram consideradas proteinas diferencialmente expressas aquelas que apresentaram pelo menos duas vezes maior
expressdo comparando as duas condicdes.

Spot e ] MM® Aparente MM® (KDa)/ pI° da . . Condigéo de
n. Acesso Identificagdo da proteina (KDa)/pl® proteina homologa Categoria funcional maior
expressao
39% 0i|142006 ATPase subunidade beta 56/5.10 50.8/5.10
28 gili7227501 ~ FOFLATP S'”;ﬁze subunidade 64/5.1 54.4/5.11
124 gi|113475215 Difosfatase inorganica 24/4.9 19.3/4.84
93*  gi|119509590 Firuvato desidrogenase E1 39/5.6 36.4/5.31 Metabolismo
subunidade beta energético
60° 0i|17231623 Fosfoglicerato quinase 50/5 42.5/5.15
63 0i|17232055 Frutose-1,6-bisfosfato aldolase 45/5.3 38.7/5.49
64 0i|17232055 Frutose-1,6-bisfosfato aldolase 45/5.6 38.7/5.49
67 gi|17232055 Frutose-1,6-bisfosfato aldolase 45/5.5 38.7/5.49
99%  @i|186683980  Transcetolase, regido central 39/5.6 36.3/5.31 Controle
119 0i|22299912 Ribulose-fosfato 3-epimerase 27/5.9 25.1/5.37 Fotossintese
33 0i|417058 Gluatamina sintase 62/5.7 53.5/5.22 Biosintese de
34 gi|417058 Gluatamina sintase 58/5.6 53.5/5.22 aminoécidos
65 gil159154294 Fator de alongamento Tu 45/5.0 30.1/4.76 Sintese de
proteinas
3 0i|17229234 Chaperona molecular DnaK 78/4.8 68.0/4.84 Chaperona
132 gi|6693856 Superoéxido dismutase 23/5.5 22.3/5.48 Detoxificacdo
4 0i|186681644 Receptor TonB-dependente 78/5.6 76/4.68 Receptor de
membrana
115 0i|17232471 Proteina hipotética alr4979 28/5.5 24.2/5.70 Desconhecido
147 0i|20136749 Ficocianina subunidade beta 17/6.3 18.4/5.02 Fotossintese Calcio

°Massa molecular.
‘Ponto Isoelétrico.
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A longa exposicéo a alta concentracdo de célcio (Ca** 10 mM) mostrou
acentuado efeito inibitério no crescimento e na producdo de STX e na sintese
de proteinas, que foi alterada, em relacdo ao controle. Apenas uma referéncia
ao efeito do célcio sobre a sintese de saxitoxina esta disponivel. A reacdo de
sintese da saxitoxina foi inibida por Ca?* 1 mM, “in vitro” (Kellman e Neilan,
2007). Quanto ao efeito de outros ions, Pomati et al. (2004) relataram para C.
raciborskii T3 um acumulo de saxitoxinas apés seis dias de exposicdo a 10 mM
de NacCl, além de reducao de crescimento celular.Os autores postularam que a
presenca do sal possa ter gerado uma intensa atividade de transportadores
Na*/H*, exigindo maior dispéndio de energia para manter a homeostase celular.
Em bactérias existem transportadores dependentes de ATP envolvidos com o
fluxo de Ca**, como transportadores Ca®’/H* ou Ca®/Na‘, inclusive em
cianobactérias (Dominguez, 2004; Waditee et al., 2004). E possivel que, de
forma analoga ao proposto por Pomati e colaboradores, células mantidas em
Ca?* 10 mM necessitem ativar transportadores para manter 0s niveis
intracelulares de Ca®" adequados, 0 que representa uma situacdo de estresse.
Porém, ao contrario de estimular a producdo de STX, como no caso de Na*, o
estresse por Ca*" reduziu-a em cerca de 2,7 vezes, em comparagdo ao
controle. Alternativamente, a menor producao de toxina pode nado ser devida a
um efeito direto do Ca®" sobre a sintese de saxitoxinas mas sim uma
consequéncia da menor taxa de crescimento celular, como ja foi observado na
caso de outras cianobactérias toxicas como Microcystis aeruginosa e L. wollei
(Yin et al., 1997, Long et al., 2001).

A concentracdo de 10 mM de calcio escolhida neste estudo € comum a

alguns ambientes brasileiros que apresentam frequentemente dominancia de
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C. raciborskii (Bouvy et al., 2000; Chellappa e Costa, 2003; Chellappa et al.,
2008 a e b; Costa et al., 2009). Por exemplo, o calcio pode chegar a
concentracdes acima de 40 mM em reservatorios do nordeste brasileiro (Costa
et al., 2009). Outros estudos usaram concentracées bem inferiores para avaliar
o efeito de calcio sobre crescimento e toxicidade de cianobactérias. Uma
investigacao realizada por Dufour et al. (2006) concluiu que a concentragao de
0,2 mM de Ca*" presente em aguas de um lago no Senegal, foi suficiente para
manter o crescimento de C. raciborskii em cultivo. Yin et al. (1997)
conseguiram manter linhagens de L. wollei, usando agua de um reservatorio
com concentracbes de Ca?" entre 0,1 e 0,85 mM e mostraram que na
concentracdo de 1,2 mM de Ca® em meio de cultura, as linhagens
aumentaram sua toxicidade.

A analise das proteinas diferencialmente expressas nas células de C.
raciborskii mantidas em condic&o controle (Ca** 20 pM) e na condicdo de Ca?®*
10 mM reforgou o efeito inibitdrio desse céation sobre o metabolismo das
células, ja apontado a partir dos resultados de crescimento e producdo de
toxinas. O cultivo na concentracdo de Ca?* 10 mM ocasionou a entrada precoce
e permanecia das células na fase estacionaria do crescimento, desde o sexto
dia de cultivo. A reducéo generalizada da sintese protéica é natural e esperada
em células em fase estacionaria de crescimento se comparadas a células em
fase exponencial (Nelson e Cox, 2002). Os resultados da andlise protedmica
concordam com este principio. Em sua maioria (Tabela 4.3.1), as proteinas
diferencialmente expressas foram mais abundantes na condi¢cdo controle e
estavam associadas ao metabolismo basal. Apenas uma subunidade de

ficocianina foi identificada como mais expressa na condicdo de Ca** 10 mM. A
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ficocianina é um pigmento fotossintético, que compde o complexo-antena de
cianobactérias e auxilia na captacdo da energia luminosa (Nelson e Cox, 2002).
Naturalmente, o cation livre Ca?* pode se combinar com o gas CO- na agua,
precipitando na forma de forma CaCOg, insoluvel (Morais et al., 1998; Maia et
al., 2001; Lee et al., 2006). Como observado anteriormente, ja ap0s 0 preparo
do meio de cultivo e antes do inéculo, a precipitacdo de CaCO3 ocasionou 0
aumento da turbidez inicial do meio. Por isso, a intensidade luminosa inicial foi
ajustada para ser igual em cada meio (controle e adicionado de Ca*"),
eliminando a possibilidade de uma oferta diferencial de luz. Entretanto, devido
a aeracdo constante das culturas é provavel que tenha ocorrido ao longo do
cultivo maior precipitacdo de Ca** do que a mensurada inicialmente, causando
um aumento de turbidez da agua. Esse aumento da turbidez poderia justificar o
aumento expressivo da expressao de ficocianina, na condicdo de Ca®** 10 mM.
Por outro lado, ndo sdo conhecidos os mecanismos pelos quais o Ca®" pode
influenciar a sintese desses pigmentos, impossibilitando maiores discussodes.
Em bactérias o calcio esta envolvido em varios processos, desde a
manutencdo da estrutura celular, mobilidade, patogenicidade, entre outros
(Michiels et al., 2002; Dominguez, 2004). Proteinas ligadoras de calcio ja foram
identificadas em bactérias, o que indica um papel importante do ion na
transducdo de sinais. A concentragdo intracelular de calcio, portanto é
controlada por transportadores primarios e secundarios (Michiels et al., 2002;
Dominguez, 2004). Escherichia coli é capaz de regular a concentracdo
intracelular de calcio e essas concentragbes normalmente ficam na faixa de
nM, aumentando ou diminuindo conforme as concentragfes de calcio livre no

meio (Jones et al., 1999). No caso de cianobactérias, transportadores de calcio
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foram identificados em Synechocystis sp. (Nazarenko et al., 2003; Waditee et
al., 2004) e uma seérie de estudos vem mostrando a ocorréncia de aumentos
transientes na concentragdo intracelular de célcio como uma forma de
sinalizacao (Torrecilla et al., 2000, 2004). Portanto, a perda de controle da
concentracdo de Ca?* intracelular deve ser prejudicial a esses microganismos.

O importante papel desse ion na homeostase de cianobactérias €&
evidente. Em Anabaena sp. foi descrito pela primeira vez um mecanismo de
transducdo de sinal de Ca®* em cianobactérias (Torrecilla et al., 2000).
Estresses térmicos causaram aumento transitorio nas concentracdes
intracelulares de Ca?*, acima dos niveis basais de células sem os tratamentos.
Além disso, aumentos dos valores da concentracdo de Ca®" intracelular foram
observados quando Anabaena sp. foi submetida a salinidade alta, estresse
osmotico e transicdes de luz e escuro (Torrecilla et al., 2004). Um aumento
transiente nas concentragfes intracelulares de calcio est4d envolvido na
aclimatacdo a falta de nitrogénio em Synechococcus elongatus, uma
cianobactéria diazotrdfica (Leganés et al., 2009). O fato de a cianobactéria
manter um controle da concentracdo de Ca*" intracelular em face de diferentes
concentragdes extracelulares do ion (nM ou mM) e usar aumentos transientes
da concentracgéo citosolica do ion como um sinal, sugere que concentracdes de
calcio altas no citosol podem ser tGxicas em procariontes assim como descrito
para eucariontes (Torrecilla et al., 2004). Contudo pouco se sabe sobre o papel
do transporte de calcio em cianobactérias.

As extrapolacdes de dados de laboratdrio para condicdes ambientais
devem ser observadas com cautela. Porém, podemos postular que em aguas

duras, como as descritas para alguns ambientes brasileiros, as células
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poderiam usar transportes ativos de Ca®* para lidar com a alta concentracéo
desse ion, 0 que geraria um expressivo estresse. Nesse sentido, andlises
protebmicas de cianobactérias em processo de floracdo poderiam ser
interessantes para investigar os possiveis efeitos de altas concentracdes de
calcio sobre a formacdo dessas floragbes e sua toxicidade. Estudos
limnoldgicos, no entanto, avaliam flutuag6es da composicao fitoplancténica em
funcdo da condutividade, salinidade ou dureza da agua. Cada um desses
parametros € ineficiente em possibilitar a compreensdo da composicéo idnica
da agua. Este estudo representa um passo inicial na investigacdo, sob
condi¢des controladas, do efeito de diferentes ions, individualmente, sobre a
fisiologia de C. raciborskii, o que pode contribuir para identificar fatores
fisicoquimicos que contribuam para dominédncia da espécie em alguns

ambientes.
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5 - DISCUSSAO GERAL

O crescente interesse mundial pela espécie C. raciborskii fez com que o
namero de trabalhos publicados a seu respeito aumentasse exponencialmente
nos ultimos anos. Muitos dos trabalhos citados ao longo dessa tese mostram
algumas tendéncias de investigacdo: (i) determinacdo de fatores ambientais
que podem influenciar as floracbes, (ii) determinacdo da toxicidade das
linhagens de diferentes origens e (iii) caracterizacdo de genomas para avaliar a
distribuicdo geografica de linhagens , ou (iv) elucidac&o das rotas de sintese de
cianotoxinas. Esse padrdo ndo é comum apenas a C. raciborskii, mas as
cianobactérias toxigénicas como um todo. A determinacdo de alguns dos
fatores controladores de floracdes € importante por oferecer informacdes que
visam facilitar o manejo e a proposta de ac¢des mitigadoras para recuperacao
da qualidade do ambiente aquéatico. Uma consequéncia direta do
desenvolvimento dessas acdes seria a capacidade de prever eventos de risco,
como floracdes que possam vir a causar intoxicacdes por ingestdes acidentais
das cianotoxinas. Esta seria a principal motivacdo dos estudos ja citados com
enfoque na producdo de cianotoxina por diferentes linhagens e espécies (ii) e
ao entendimento de sua sintese (iv), o0 que levou a elucidacdo de muitas
estruturas quimicas das cianotoxinas e de alguns de seus efeitos em animais
(Othani et al., 1992; Oshima, 1995; Kaebernick e Neilan, 2001; Katircioglu et
al., 2004; Mihali et al., 2008; Hudnell, 2008). Entretanto, € comum esbarrarmos
com a falta de informacéo sobre a fisiologia de cianobactérias, principalmente
em relacdo a aspectos basicos como, por exemplo, crescimento celular,
producdo de clorofila-a, de proteinas ou carboidratos totais e como esse

metabolismo basal pode ser alterado por varaveis ambientais. Essa falta de
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informagdes leva a uma lacuna quando se procura estabelecer como, onde e
guando uma toxina pode ser produzida por uma dada espécie de cianobactéria
no ambiente, ou mesmo como predizer a possivel ocorréncia de floragBes a
partir do conhecimento de fatores ambientais. Nao conhecendo a fisiologia do
organismo, os efeitos de fatores controladores da ocorréncia de floragbes no
ambiente tornam-se, na maioria dos casos, inconclusivos. Isso explica também
porque ainda é recorrente a questdo: ‘por que cianobactérias produzem
toxinas?’.

A linhagem escolhida para este estudo foi uma das primeiras isoladas e
caracterizadas como produtora de saxitoxinas, ha mais de 10 anos, em S&o
Paulo (Lagos et al., 1999). Apesar das hipoteses, deste estudo, estarem
ancoradas em condi¢cdes ambientais encontradas em solos e reservatorios de
agua nordestinos onde frequentemente ocorrem floracdes da espécie (Bouvy et
al.,2000; Costa et al., 2009). C. raciborskii T3 é utilizada como linhagem-tipo,
modelo de estudo para a producdo de STXs pela espécie (Pomati et al., 2004;
Kellman e Neilan, 2007), o que justifica a sua escolha. Isso permite uma
comparacao mais direta entre nossos resultados e as diferentes investigacdes
ja publicadas com a linhagem.

Obter conclusdes sobre a influéncia da intensidade Iuminosa
(investigada no capitulo primeiro) sobre o crescimento de C. raciborskii ndo €
facil. Na literatura, uma série de estudos, desde mais antigos até bem recentes,
parecem estabelecer um padrdo que define a adaptacdo da espécie a
intensidade luminosa. O levantamento de Padisak (1997) estima para a
espécie uma condicdo 6tima de crescimento em torno de 80 pmol fétons.m?.s™

(LE) em condigBes naturais. Outros trabalhos de laboratério mostraram
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intensidades oOtimas de crescimento até 200 pE (Shafik et al., 2001) ou
variando entre 75 e 139 pE (Dyble et al., 2006), podendo também ficar em
torno de 280 pE para uma linhagem brasileira (Soares, 2008). Em nosso
estudo, verificamos crescimento de células de C. raciborskii T3 até 150 pE.
Entretanto, ndo testamos maiores intensidades luminosas e ndo sabemos qual
seria a intensidade 6tima para o crescimento da linhagem. Pelos dados desses
diferentes estudos € possivel ainda considerar a espécie como adaptada a
baixas intensidades luminosas. Isso fica claro quando se leva em conta que
sobre a superficie da agua a intensidade luminosa costuma atingir 2000 YE, no
verdo, em ambientes tropicais, as populacdes da espécie ocorrem com
frequéncia em altas profundidades, até o limite da zona eufética. Delazari-
Barroso (2007) relata a ocorréncia frequente de populacfes de C. raciborskii,
com biomassa (peso seco de células) superior a 81%, na profundidade
equivalente ao limite da zona eufética. Da mesma forma, Soares (2008)
descreve populacbes de C. raciborskii ocorrendo seguidamente em
profundidade de quatro metros, novamente o limite da zona eufética, sob uma
floracdo de Microcystis aeruginosa, aonde chegava apenas 20 pE de
intensidade luminosa, uma vez que a intensidade na superficie era 2000 pE
(Soares, 2008). Porém, a caréncia de dados da intensidade luminosa (tabela
2.1) em diferentes profundidades onde ocorreram floragdes de C. raciborskii no
Brasil impede uma comparag¢ao mais geral.

Além disso, analisando os estudos supracitados, encontramos outras
divergéncias. Nos diferentes estudos, as mensuracdes do crescimento celular
de C. raciborskii sdo bastante variaveis. Saker et al., (1999) calculam taxas de

crescimento para a espécie (duas linhagens) a partir de valores de densidade
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optica (OD7sonm), levando em conta uma correlacdo de 96 a 97% (R?), obtida
por andlise de uma curva padrdao, com a contagem do numero de células
(n=72-87). Esses autores, entdo, acompanharam o crescimento das culturas
em intensidades variando de 6 a 433 uE, em fotoperiodo de 12:12h (luz:escuro,
(L:E)), encontrando crescimento 6timo (1,23 divisdes.dia™) em 118 HE (Saker
et al., 1999). Dyble et al., (2006) creditaram que houve crescimento celular pela
mensuracao da concentracéo de clorofila-a por litro de cultura, que aumentou
durante dezesseis dias de cultivo de duas linhagens, em fotoperiodo de 15:9h
(L:E). As intensidades onde as células demonstraram maior aumento do
conteudo de clorofila-a foram de 75 a 139 pE (Dyble et al., 2006), o que seria
decorrente do aumento do namero de células.mL™?, n&do citado no estudo.
Soares (2008) estudou a linhagem LetcCYRF-1, brasileira, mantida em
fotoperiodo 14:10 (L:E), em regime de intensidades luminosas de 35 a 350 LE.
O calculo da taxa de crescimento utilizado pela autora foi baseado no volume
celular (biovolume) e na concentragcao de clorofila-a. A taxa de crescimento foi
de 0,35 a 0,55 p.dia™, baseado no volume celular e ficou em torno de 0,4 p.dia”
! baseado na concentracdo de clorofila-a. (Soares, 2008). Outros estudos
ainda determinaram o crescimento por fluorescéncia “in vivo” (Pomati et al.,
2004), ou mesmo aumento da biomassa em peso seco (Reynolds, 2006). Em
nosso estudo, C. raciborskii apresentou taxa de crescimento entre 0,12 a 0,30
u.dia® ou 0,18 a 0,40 divisdes.dia” sob 40 e 150 pE, (foto periodo de 12h)
baseado no ndmero de células.mL™. Portanto, nossos valores estdo menores
que os da literatura para a espécie, se considerarmos valida a comparagao

entre metodologias distintas.
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Os exemplos supracitados sao apenas alguns dos muitos que poderiam
ser listados aqui, que tratam o crescimento de diferentes linhagens, com
variacbes na metodologia para determinagéo de taxas de crescimento celular,
praticamente particular por cada autor, conforme mencionado. Esta bem claro
que isso dificulta qualquer conclusdo sobre a adaptacdo de C. raciborskii a
diferentes intensidades luminosas. A esse respeito, Reynolds (2006) considera
que as determinacdes do crescimento, tanto em condi¢des “in situ” bem como
em condi¢Bes controladas, estdo sujeitas a alteracdes do numero de células e
da biomassa, que séo distintos quando sao feitas mensuracgdes por clorofila-a,
fluorescéncia ou absorbancia. Essas ultimas, apesar de convenientes, causam
interpretagbes errbneas das dindmicas de crescimento de espécie
fitoplanctbnicas. Nada substituiria 0 uso do microscopio 6tico e técnicas
tradicionais de amostragem e contagem de células, como a técnica de
Utermohl (1931, citado em Reynolds 2006) e hemocitométro (Young-man,
1971, citado em Reynolds, 2006). Outra discrepancia entre os estudos ja
citados ocorre em relacdo ao fotoperiodo utilizado. Recentemente, O Brien et
al. (2009) apresentaram um estudo sobre o efeito de adaptacbes prévias a luz
sobre a produtividade primaria de C. raciborskii em um ambiente australiano
dominado pela espécie. Os autores demonstraram que o tempo que as células
permanecem sem luz é crucial e modifica totalmente o padrdo da producgéo
primaria (O"Brien et al., 2009). Células com uma histéria de submissao prévia a
altas intensidades luminosas apresentaram alta produtividade. Porém, maior
produtividade foi observada quando as células passaram por um prévio periodo
escuro e posterior submissao a intensidades luminosas moderadas (O Brien et

al., 2009). Portanto, o fotoperiodo pode influenciar na taxa de crescimento de
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C. raciborskii. Conforme afirmado por Reynolds (2006), para varias espécies do
fitoplancton, uma alternancia de 12:12h (L:E) deve determinar que em ndo mais
que 36h as células completem sua divisdo (tempo de geracdo) e mudancgas
nessas proporcdes entre periodos luminosos e escuros gerariam mudancgas no
tempo de geracdo. Porém, a escolha do fotoperiodo nos diversos estudos, em
geral se baseia nas condi¢des de onde as linhagens foram isoladas. E evidente
que o uso de diferentes fotoperiodos para o crescimento de diferentes
linhagens da espécie dificulta a comparacdo do nosso estudo com os ja
citados. No entanto, sendo a linhagem T3 cultivada por nosso grupo ha mais de
dez anos, podemos afirmar que as taxas de crescimento encontrada neste
estudo (menores que os de outros estudos) sdo comuns a esta linhagem nas
condi¢cdes em que é mantida.

Entender a influéncia da luz sobre a producdo de saxitoxinas por C.
raciborskii também esteve entre um dos objetivos dessa tese (capitulo
primeiro). As maiores intensidades luminosas 100 e 150 pE, apesar de né&o
alterarem o crescimento celular da linhagem, mostraram um importante efeito
sobre a producdo de STXs na fase estacionaria de crescimento. Nessa fase, as
culturas atingem um namero de células compativel com uma floragédo e a maior
intensidade luminosa gerou a diminuigcdo da producdo de STXs por células.
N&o foram encontrados na literatura estudos anteriores sobre o efeito da luz
sobre a producao de STXs por C. raciborskii, sendo este, portanto, o primeiro
relato. Como discutido no primeiro capitulo, ha indicacdes de que a sintese de
saxitoxina possa ser controlada pela luz, com uma intensidade luminosa 6tima
para a sintese em torno de 100 pE (Carneiro et al., 2009). Apesar de estudos

sobre a sintese de saxitoxinas “in vitro” (Kellman e Neilan, 2007) e sobre os
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genes para producdo de STXs terem sido publicados recentemente (Kellman et
al., 2008a), ndo ha dados que permitam confirmar o observado no nosso
estudo. Ha de se ressaltar que as intensidades luminosas testadas estédo
dentre as normalmente descritas como o6timas para o crescimento de C.
raciborskii, tanto no ambiente como no laboratoério, que foram definidas entre
80 e 200 pE em mensuracdes de crescimento bastante parecidas com as
usadas nesse estudo (Padisak, 1997; Shafik, 2001).

Como ja referido, € interessante notar que no ambiente se observou a
ocorréncia de populacbes em baixas luminosidades em decorréncia do seu
posicionamento em maiores profundidades (Delazari-Barroso, 2007; Soares,
2008). Esses dados ilustram a capacidade desta cianobactéria de migrar na
coluna d’agua controlando seu posicionando em relacdo a luz, durante o dia.
Como dito anteriormente, no ambiente C. raciborskii aumenta sua
produtividade em luz moderada (equivalente a maiores profundidades) apos
ser submetida a um periodo de escuro, mais do que quando submetida
somente a luz alta (O’'Brien et al., 2009). Esses dados corroboram o fato de
que esta espécie é adaptada a baixas intensidades luminosas e essa
adaptacdo é morfofisiolégica, uma vez que a capacidade de migracdo é
decorrente do metabolismo de carboidratos e da presenca de aerétopos nas
células (Reynolds, 2006).

Em condic¢des de cultivo, numa situacdo semelhante a de floragédo, onde
a populacdo j4 estd estabelecida no ambiente (fase estacionaria de
crescimento), constatamos que a producdo de STXs obedece a um ritmo
circadiano. O ritmo circadiano de producdo de saxitoxinas condiz com o fato da

produtividade priméaria da espécie ser maior nas primeiras horas do dia e
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diminuir a tarde (O"Brien et al., 2009). Também, em uma situacao de simulacéo
de variagbes da qualidade da luz incidente, verificamos em nosso estudo que
células submetidas a luz vermelha ou azul durante 12h ndo diferenciaram a
producdo de STXs ao longo de 24 h, quando comparadas a células sob luz
branca. Por outro lado, uma exposi¢cdo prolongada a esses comprimentos de
onda (equivalente a permanéncia de populacdes da espécie em profundidades
maiores, sem migracao) parece induzir a uma desorganizacdo do metabolismo
das células, evidenciada pela perda do ritmo circadiano de producédo das STXs
apos 12h (Capitulo primeiro). Todavia, ndo se sabe ao certo se as populagdes
de C. raciborskii migram durante o dia ou se permanecem em altas
profundidades. Sendo assim, o significado ecoldgico da perda do ritmo
circadiano, apds a exposi¢do prolongada a luz azul ou vermelha permanece
desconhecido e requer maiores investigagoes.

Outro fato ecoldgico importante deve ser levantado. As STXs afetam a
mobilidade de organismos zooplancténicos, provavelmente por bloqueio dos
canais de sbédio em células desses animais (Ferrdo-filho et al.,, 2008). A
ocorréncia de um ritmo circadiano de produgcdo como pico ao meio do dia
poderia proporcionar para a espécie uma vantagem competitiva ao evitar a
predacdo nesse periodo em que ha uma maior oferta de luz. Porém, ndo héa
dados na literatura que embasem essa suspeita e mais investigacées nesse
sentido sdo necessarias.

Outro objetivo da tese foi entender o possivel efeito da condutividade,
salinidade ou dureza da 4gua (termos muitas vezes usados como sinbnimos na
literatura) sobre a o crescimento e a producao de saxitoxinas por C. raciborskii.

E usual a salinidade ser calculada no ambiente a partir da condutividade da

- 108 -



agua (uS.cm™), ou seja, sua capacidade de conduzir eletricidade, ditada
principalmente pela composi¢do iénica. Outra medida bastante utilizada é a
determinacdo da dureza da agua pela concentragdo de CaCOg3 (APHA, 1995).
Todas essas maneiras tradicionais de mensurar a salinidade ndo discriminam
0s ions presentes no momento das determinacdes. Entretanto, os estudos ja
publicados sobre o efeito da salinidade sobre o crescimento ou producéo de
STXs por C. raciborskii foram baseados na adicdo de NaCl aos meios de
cultivo (Briand et al., 2002; Moisander et al., 2002; Pomati et al, 2004; Dufour et
al.,, 2006). Em nossas observacdes foi possivel constatar que o uso de
diferentes sais para aumentar a condutividade do meio, gera efeitos diretos
sobre o crescimento e producao de STXs por C. raciborskii T3, mostrando que
a dureza da agua é uma varidvel ambiental importante na dinamica da
ocorréncia de C. raciborskii em alguns mananciais brasileiros (capitulo
segundo).

Verifica-se que geralmente ndo € comum a determinacdo da composicéo
ibnica de um corpo d’agua. Apenas trabalhos recentes se dedicaram a verificar
a concentracéo de fons carbonato (COs™) e bicarbonato (HCOj3) dissolvidos na
agua (Fonseca e Bicudo, 2008; Crosseti e Bicudo 2008; Chellappa et al., 2008a
e b, Costa et al., 2009). No presente estudo, investigamos a relacdo entre
crescimento celular de C. raciborskii e producdo de saxitoxinas e as
concentracdes dos fons (COs”, Na', Mg®*, Ca?") testados. Os efeitos
observados parecem estar estreitamente relacionados com a qualidade da
dgua de alguns mananciais (dguas duras) onde floracbes neurotoxicas
ocorreram, ja que em geral o aumento da condutividade e salinidade favorece o

crescimento e a producédo de toxinas pela linhagem estudada.
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Como ja descrito na literatura, o cation Na® é capaz de estimular a
sintese de STX, de forma dose-dependente (Pomati et al., 2004). Em nosso
estudo observamos o0 mesmo, mas ainda que o estimulo da sintese de STXs
por C. raciborskii é dose-dependente também em relacdo ao Mg**. Por outro
lado, o Ca® em concentracdes comuns as encontradas nos ambientes
brasileiros com floracbes da espécie, inibiu o metabolismo global de C.
raciborskii. Floracdes da espécie foram citadas em época de chuva, quando
aumentou a condutividade e a concentragcdo de CaCOs; na agua de seis
reservatorios, chegando a mais de 40 mM (Costa et al., 2006 e 2009). Parece
que nessa ultima condicdo, a dureza da agua seria mais importante do que o
cation em si, pela insolubilidade deste sal. Nessas condi¢des, de acordo com o
observado no nosso estudo, apesar do crescimento celular ser inibido, pode
estar ocorrendo um grande aumento da toxicidade de C. raciborskii, ja que a
producdo de saxitoxinas aumentou apos doze dias de exposi¢cdo a CaCO3z em
células em fase estacionaria (668,65%), em relagdo ao sexto dia de exposicao,
em uma condicdo em que o nimero de células.mL™ é compativel ao de uma
floragdo. Em suma, os dados encontrados neste estudo para o efeito da
concentracéo idnica sobre o crescimento e produgédo de saxitoxinas mostram
que ha mais na dindmica da ocorréncia de flora¢des, além da relacdo N:P.

Como ja mencionado, investigacdes sobre a ecofisiologia de algumas
cianobactérias sdo escassas. Uma abordagem valiosa nesse sentido é a
analise de proteinas, como realizada de forma preliminar nesse estudo
(capitulo terceiro). Conseguimos estabelecer uma metodologia de purificagdo
de proteinas soliveis para analise protedmica de C. raciborskii e avaliar o

efeito do ion célcio sobre a sintese de proteinas. Em busca na literatura nédo
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encontramos nenhum trabalho publicado com anélise protebmica de C.
raciborskii. A busca em banco de dados do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), em
julho de 2009, revelou que ha duzentos e cinquenta e seis sequéncias
protéicas de C. raciborskii depositadas, sendo trinta e nove sequéncias
protéicas de C. raciborskii (linhagem T3), relativas a genes responsaveis pela
producdo de saxitoxinas, depositadas por Kellman et al. (2008 a e b).
Adicionalmente, o total de proteinas depositadas até o momento para C.
raciborskii ainda parece ser muito pequeno em relacdo a todas as possiveis
proteinas que podem ser expressas pela cianobactéria. Dessa forma, estudos
de proteomas podem se tornar uma importante ferramenta na busca por
respostas a questdes fundamentais sobre a fisiologia ndo de s6 de C.
raciborskii, mas também de outras cianobactérias. Dentre essas questdes,
estaria a identificacdo de proteinas envolvidas na sintese ou controle da
producdo de cianotoxinas. Esses estudos devem buscar ampliar o
entendimento do efeito de diferentes varidveis ambientais, como ions ou
intensidade luminosa sobre a sintese de toxinas. Adicionalmente é necessario
detalhar medidas mais precisas dessas varidveis no ambiente. A introducéo de
uma rotina de determinagfes dessas variaveis em avaliacdes limnoldgicas de
corpos d’agua dominados por cianobactérias pode auxiliar o entendimento de
cenarios ambientais complexos e que possam ser estudados também no

laboratério.
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6 — CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:
() quanto ao efeito das variaveis testadas sobre o crescimento celular de C.
raciborskii T3:
1. O crescimento € favorecido em intensidades luminosas até 150 pumol

fotons.m2.s™.

2. O crescimento é afetado pelo aumento da salinidade e condutividade
(dureza) da agua. A presenca de MgCO3; e Na,COj; estimula o
crescimento enquanto que a presenca de CaCOj3 o inibe. A presenca de
Mg?* e 0o Na" até 10 mM estimula o crescimento, enquanto que Ca** 10

mM o inibe.

(i) Quanto ao efeito das variaveis testadas sobre a sintese de saxitoxinas por

C. raciborskii T3:

1. A sintese de saxitoxinas € maior na fase estacionaria do crescimento do

gue na fase exponencial.

2. A sintese de saxitoxinas é maior na intensidade luminosa de 100 pmol
fotons.m™?.s™, intermediaria na intensidade de 50 pmol fétons.m?.s™ e

menor na intensidade de 150 pmol fétons.m™?.s™.

3. A sintese de saxitoxinas obedece a um ritmo circadiano de producao,

com periodo de 24h.
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4. A exposicdo a comprimentos de onda da luz visivel na faixa do azul e do
vermelho ocasionam a perda do ritmo circadiano de producdo de

saxitoxinas.

5. A sintese de saxitoxinas esta relacionada positivamente com o aumento

da condutividade e salinidade da agua.

6. A presenca de sais de carbonato € capaz tanto de inibir quanto de

estimular a sintese de saxitoxinas por células de C. raciborskii T3.

7. A presenca de cations como Ca?*, Mg* e Na' podem estimular a

sintese de saxitoxinas.

8. A sintese de saxitoxina é inibida por Ca®* 10 mM, apés uma exposicdo

de 12 dias, devido a inibicdo do metabolismo basal de C. raciborskii T3.
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7 - PERSPECTIVAS

A maioria das respostas encontradas nessa tese para uma linhagem de
C. raciborskii ainda ndo tem precedentes na literatura. Sendo assim, esses
dados sé@o ainda preliminares e limitam extrapolagfes sobre a producdo de
STXs pela espécie como um todo, nos variados ambientes que ocupa.
Devemos considerar ainda que varias linhagens possam produzir diferentes
variantes de STX e que sua sintese apenas comecou a ser elucidada (Kellman
e Neilan, 2007; Kellman et al.,, 2008). Ainda ndo se sabe como essa
cianobactéria controla a sintese das diferentes variantes de STX. Em suma,
contribuimos para ampliar o conhecimento sobre a fisiologia de C. raciborskii,
mais especificamente sobre uma linhagem produtora de STXs, até o presente,
aspecto exclusivo de linhagens brasileiras. Chegamos, entdo, ao final do
estudo como era de se esperar, com mais perguntas pendentes que precisarao
ser respondidas e deverdo ser conduzidas em experimentacdes futuras:
(i) Todas as variantes de saxitoxinas em diferentes linhagens de C. raciborskii
apresentam um ritmo circadiano de produgéo?
(i) Em caso positivo, que tipo de sistema vem a ser o reldgio biolégico da
espécie, seria similar ao observado em outras cianobactérias?
(i) O entendimento do tempo é mediado por sinalizadores celulares do tipo
quorum sensing’, expressos diferencialmente nos horarios de maximo ou
minimo de produgdo?
(iv) O zooplancton é afetado pelo pico de producdo de STXs ao longo do dia?
(vi) Que tipo de mecanismos celulares atua nas controle das concentracdes

intracelulares de ions?;
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(vii) Os efeitos de luz e ions observados séo ‘sentidos externamente’ e
traduzidos internamente na forma de mudanca do metabolismo por outras
proteinas-transmembrana n&o envolvidas necessariamente com o transporte
dos ions? Quem seriam estas proteinas?

(viii) A diferenga na concentracdo intracelular dos diferentes ions promoveria

diferentes respostas metabdlicas? De que tipo?
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Anexo 1

EFEITOS DA INTENSIDADE LUMINOSA E DA QUALIDADE DA L Uz SOBRE O
CRESCIMENTO E O RITMO CIRCADIANO DE PRODU(;AO DE SAXITOXINAS
POR Cylindrospermopsis raciborskii ~ (Cyanobacteria).

“Carneiro, RL, Santos, MEV, Pacheco, ABF, Azevedo, @ SMFO. Effects of Light
Intensity and Light Quality on Growth and Circadian Rhythm of Saxitoxins
Production in  Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanobacteria). Journal of
Plankton Research 31(5), 481-488, 2009.”
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Anexo 2

A DUREZA DA AGUA AFETA O CRESCIMENTO E A PRODU(;AO DE
SAXITOXINAS POR Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanobacteria)

“Carneiro, RL, Pacheco, ABF, Azevedo, SMFO. The wat er hardness affects
growth and saxitoxins production by Cylindrospermopsis raciborskii
(cyanobacteria). Manuscrito a ser submetido ao peri  édico Journal of Plankton
Researc
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PRODUCTION BY Cylindrospermopsisraciborskii (CYANOBACTERIA)
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ABSTRACT

Effect of water hardeness as salinity, conductigitg different ions common in Brazilian
water environments on growth and saxitoxin and aeitsxin production by
Cylindrospermopsis raciborskfiVoloszynska) Seenaya & Subba Raju (strain T3) was
investigated in batch culture conditions. With #ne to understand effects of carbonate salts,
the CQ?, 5mM of this ion was added in ASM-1 medium at tieens: (i) CaCQ, (i)
MgCO3or (iil) Na,COs. Then, ASM-1 medium was added with chloride salth the same
positive ions added with carbonate salts?Cslg™ or Na was added at two concentrations:
(i) 5mM or (ii) 20mM. Growth ofC. raciborskii(T3) cells is positively related to
conductivity or salinity. Saxitoxins production svalso positively related to salinity and
conductivity, in the major of treatments. Thestadiemonstrated that increase in salinity and
conductivity can increase growth and saxitoxingdpation byC. raciborskiicells.

Key words: Salinity, conductivity C§J, Ca', Mg*?, Na', Cylindrospermopsis raciborskii
saxitoxin, growth.

INTRODUCTION

Cylindrospermopsis raciborskis being increasingly recognized as a cyanobattesipecies
with a global distribution in freshwater environne(Padisak et al., 1997; Briand et al.,
2004; Figueiredo et al., 2007). Several strainthisfspecies are toxic, producing
cylindrospermopsin, an alkaloid hepatotoxin (Othetral., 1995; Hudnell, 2008). Brazilian
toxic C. raciborskiiisolates, differently from those of other geogiapkgions, produce
saxitoxin (STX), neosaxitoxin (NSTX), Gonyautoxi@&@TX1-4) and others STX analogues,
as well as other unidentified toxins (Lagos etE)99; Molica et al., 2005). These toxins

interfere with the function of neuronal sodium chels and calcium and potassium channels
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important for heart muscle function in mammals €%al., 2004; Kellmann and Neilan,
2007).

The North-eastern region of Brazil presents a sandiclimate characterized by elevated
temperatures (>2€), long periods of drougth and occasional raingnés, with evaporation
rates exceeding the total low precipitation (750/gwar) (Maia et al., 2001). The soil in this
region is rich in salts (with calcium, magnesiund @dium carbonates present in millimolar
range), which are precipitated by intense evapamand can be liberated by rainfall and
irrigation eventually concentrating in reservoiratars (Morais et al., 1998; Maia et al., 2001;
Costa et al., 2009). Interestingly, dominance ($p0f C. raciborskiihas been frequently
described in water reservoirs in this region ambhbis can occur under varying conductivities
(from 198 to 25000pS.cf) and alkalinities (from 217 to 556 7mE)(Souza et al., 1998;
Bouvy et al., 1999; Costa et al., 2006; Panoss.,€2007; Costa et al., 2009).

The constant presence©f raciborskiiin such diverse environmental conditions in Biamil
water bodies (whether as a dominant phytoplanktonponent or not) is in accordance with
the notion that this is a highly adaptable organssiowing diverse morphological and
physiological traits, besides the variable toxiggrotential (Padisak et al., 1997; Istvanovics
et al., 2000; Briand et al., 2004 Castro et al0Q&Z®ufour et al., 2006; Wiedner et al., 2007;
Carneiro et al., 2009; O"Brien et al., 2009). Amatiger characteristics, this species is
tolerant to high salinity (NaCl 100mM) (Moisandérag, 2002). Studying a STX producing
strain, Pomati et al. (2004) described that exposud OmM NaCl increased cellular Na+
concentration, with a proportional accumulatior8aix in cells ofC. raciborskii No

additional studies were performed in order to itigase the effects of conductivity or salinity
on the physiology o€. raciborski Considering the environmental conditions of water
reservoirs from Brazilian north-eastern region veh@current blooms @. raciborskiiare
documented, in this study we investigate the efééclifferent ions (C@? Ca? Mg and

Na’) on growth and toxigenicity of a STX producer stras a contribution to the knowledge
of environmental physicochemical factors that lemadominance and STX production of this

species in Brazil.

MATERIALS AND METHODS
Strain maintenance and growth conditions
TheC. raciborskiiT3 strain used in this study was isolated in Brémm a toxic

cyanobacterial bloom in the Billings reservoir iac3Paulo State (Lagos et al., 1999). This
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strain is maintained in the culture collectionka taboratory of Cyanobacterial
Ecophysiology and Toxicology (UFRJ, Rio de JandRd, Brazil). The T3 strain can produce
STX, NSTX, decarbamoil-STX and decarbamoil-NSTXrf@&ro et al., 2009). A non-axenic
batch culture of this strain was maintained in ASvhredium (Gorhan et al., 1964) with
aeration, at 24+2°C, with a 12 hour L:D cycle ahdtpn flux of 50pumol photonsfrs*
(provided by common day light fluorescent lampg)e3e culture conditions were established
according to the environmental conditions from \artigis strain was isolated. Light intensity
was measured with a quanta sensor (QST-100 BowspBerical Instruments Inc.).
Formulation of culture medium with addedions

Cultivation in ASM-1 was used as the control coiodit as this medium contains micromollar
amounts of the ions added in experimental testsl€TH), they were taken into account in the
calculations for the final concentrations of *€aig*? , Na and CQ2. Carbonates were
added at form of CaCG OMgCO;0or NaCO; to ASM-1 medium, to obtain a final
concentration of 5mM C&F ion. This fixed concentration of the @®ion provided different
concentrations of the associated calcium, magnesisodium ions in each case. Thus, in
order to test for the effect of the latter, ASM-gdium was added with the salts CaCl

MgCl, or NaCl, to obtain concentrations of (i) 5mM ay ilomM of Cd? Mg*? or N4.

After addition of the ions and before inoculatitimee pH of culture media was adjusted to 8.0
with KOH and conductivity and salinity were measlby a portable conductivimeter
resistivimeter (Yellow Springs model 30/25FT). Expeental tests were performed with a
culture of T3 strain maintained as previously diésct, until the end of the exponential phase
(12 days). It was used as inoculum for the expemtaiecultures, which were initiated with

7.0 x 16 cells per milliliter. Cells were cultivated in Bdr glass balloons (straight bottom)
with 2 liters of ASM-1 medium (control) or ASM-1 deld with different ion sources. Each
condition was performed in triplicates. Samplingswd@ne every 3 days during 15 days,
under sterilized conditions, for estimation of gkl concentrations, according to Carneiro et
al. (2009). Growth rates were calculated duringetkigonential phase and are presented as
relative growth rate (pt. ddy according to Fogg and Thake (1987). To evaliat het

growth after 15 days in culture, the differencenssn the total number of cells per millilitre
at day 0 and day 15 was calculated.

STX and NSTX analysis

To determine STX and NSTX concentrations, samd&)0mL were harvested on thE 6

day (exponential phase of control condition) antl d&y (early stationary phase of control



99 condition), filtered on borosilicate filter (45mnmadheter — Millipore) and stored at -20°C.
100 HPLC analysis was performed not after 24h frometkigaction procedure. Extraction of
101 toxins from samples was performed according to €eoret al. (2009) and toxin content was
102 analyzed as intracellular or extracellular fraction
103 STX and NSTX were analyzed according Oshima (19%hg a Shimadzu HPLC system
104 with a silica-base reversed phase column (125mmmih, 5um; Lichrospher 100 RP 18).
105 The chromatographic condition was: mobile phasaMzheptanesulfonate in 30mM
106 ammonium phosphate and 6% acetonitrile, pH 7.1inBowere detected using a fluorometric
107 detector, with excitation at 330nm and emissioB%nm. Toxins were identified e quantified
108 by comparison with known retention time and intéggieareas of standards. The standards
109 were purchased from the Institute of Marine Bioscee— National Research Council of
110 Canada (Halifax, Canada).
111 Statistical analysis
112 Data were expressed as mean values + standard ®@EprData for each experimental
113 variable were tested for normality. Differences agnetandard deviations were determined
114 using Kolmogorov and Smirnov’s test and Barlett'st respectively. As these data were
115 classified as nonparametric, ANOVA was performedgighe Kruskal-Wallis (KW) test for
116 multiple comparisons. Dunn’s test was used to oterthe specific differences between two
117 treatments. For specific comparisons of saxitoxodpction between two different phases of
118 growth, the nonparametric Mann-Whitney U-test wadgrmed. All tests were performed
119 with significance of 95% (p<0.05) using the GrapthRestat 3.0 application.
120 RESULTS
121  pH variantion during cellular growth
122  Salinity and conductivity values of ASM-1 culturedium after the addition of different salts
123 are shown in Table 2. Prior to inoculation w@hraciborskiiT3, the pH values of the
124 modified ASM-1 media were adjusted to 8.0 and fmssubsequently variations in pH were
125 followed during cellular growth. However, no difégrce in pH was observed comparing
126 control and media added with the different salté/(kest, P>0.05, data not shown).
127  Cellular Growth
128 The growth curves of this strain at the differesitments are shown in figure 1 and 2.
129 Analysis of variance revealed that all ion treattadrave affected growth rates (table 2) of the
130 C. raciborskiiT3 strain (KW test; P<0.01). Growth rates ofr@ciborskii (T3) are positively

131 related to increase in salinity and conductivigb(e 2). Exception were made to CaCO
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(Dunn test, P<0.05) that it is lower than contnmod &0 NaCO; treatments (Dunn test,
P>0.05).

The exponential phase varies among different sedtrents (table 2). In control condition
exponential phase lasted 9 days. Cells at Ga®IQCl, (5mM) and CaGl(10mM) presented
the exponential phase untif36" and &' day, respectively. Cells at MgGNaCO; and

NaCl (5mM or 10mM) presented the exponential phagi 15", 12", 12" and 13' day,
respectively. The different duration of exponengiase is in accordance with the increase of
biomass after 15 days, in the major of treatmeXdsording these results, all salt treatments
stimulated cell growth of. raciborskii(T3). Exceptions were made at Ca{nd CaCl
(10mM) treatment that shown a significantly decesiascellular ratio (table 2). Clear
relations did not could be observed between pHatiari and cellular ratio at different salt
treatments,

Total saxitoxins (STX + NSTX) production byC. raciborskii (T3) cells

Extracellular STX and NSTX contents were no meddarbecause values were below the
detection limit of the method used in this workeTdetection limit is 0.3 ng for STX and 0.04
ng for NSTX. To understanding the effects of expega different salt treatments on
intracellular total saxitoxins (STX + NSTX) prodigrt by C. raciborskiidata were
normalized to 10cells (Figs 3 and 4). In figure 3 is shown thdation in total saxitoxins
concentration after 6 days (corresponding to exptaephase of the control condition) of
exposure. In Figure 4 is shown the variation ialtexitoxins concentrations after 12 days
(corresponding to stationary phase of the contwatd@ion) of exposure. The total saxitoxins
values per 10cells determined during this study are also exgaesn Table 3.

After 6 days of exposure, total saxitoxins produttivas positively related to conductivity
and salinity (KW test, P<0.001). Exception was mad€aCQ treatment, that saxitoxins
production per 10cells decrease in comparison to control (Dunn fs0.05).

After 12 days of exposure, a clear tendency toei@se in total saxitoxins production pef 10
cells was also observed (KW test, P<0.01), andtémdency was also positively related to
conductivity and salinity. However, only at NaClgb610mM) and MgGl 10mM treatments,
the total saxitoxins per f@ells were significantly lower than control tre@imb. An other
hand, at CaC&treatment saxitoxins production pef bells decreases, in comparison to
control, as observed at 6 days of exposure (DustnR&0.01).

Production of total saxitoxin per 16ells at & day was significantly different to this

production at 12 day of exposure (KW test, P<0.01). At control dtind the total saxitoxin
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production at 12 day (stationary phase) was 1.2 fold higher thas'atay (exponential
phase). Only at MgC§)N&CO3, CaCl (5mM) and MgC} (5mM) significantly decreases in
this production was observed (table 4).

DISCUSSION

Variations in physical and chemical factors astliggmperature, salinity, inorganic nutrients
and trace metals or ion composition constitutestingronmental stimuli for which
cyanobacteria exhibit a wide range of adaptiveorsp (Tandeau de Marsac and Houmard,
1993; Whitton and Potts, 2000; Paerl and Fultor2006). Hypothesis df. raciborskiihave
ability to growing in a range from low to highermahtions of salinity (Padisak, 1997; Briand
et al., 2002; Moisander et al., 2002; Dufour et2006) was confirmed by observations of our
study. In general, in this study, the increaseoimdzictivity and salinity caused the increase in
the growth ofC. raciborskii(T3) strain. This appointment could be observesixrof eight
treatments where the conductivity is effectivelgher than the conductivity in control
condition. Same, it could be observed in six ofgbeen conditions with higher salinity than
control (table 2).

Moisander et al. (2002) study growth toleranc€ofaciborskiito salinity treatments
represented by addition of NaCl in a range of Rag.I* (~0.36M) and showed that the
growth limit for the salinity tolerance &. raciborskiiwas observed at 6g.(~0.10M) of

NaCl (Moisander et al., 2002). These authors usedantrations around 10 fold higher than
the highest concentration used in this study amte@xthe hypothesis of salinity could be a
bloom controlling factor of this species. A glolaalalysis of our results allows with this
hypothesis. This hypothesis also agrees with Beawénvironments observations. Blooms of
C. raciborskiiwere frequent in several reservoirs with salisitpilar to marine

environments, principally in north-eastern regiémrazil (Souzeet al, 1998; Bouv\et al.,
1999; Costat al, 2006; Panosset al, 2007). Additionally, in this study, we used
concentrations of 5 or 10mM to define a high cotr@ion of some ion in medium. These
concentrations was established based on thes@rdant of some Brazilian reservoir waters
in which the dominance @. raciborskiiis common (Bouvy et al., 2000; Chellapa et al.200
a and b; Chellappa and Costa, 2003; Costa et(#l9)2

Cyanobacteria had to adapt to a environmental gasamanges, where level of €@eclining
and Qincreasing (Badger and Price, 2003). Becausaa® compete with C{for binding to
the carbon-fixing enzyme Rubisco, cyanobacterigebiged a highest effective GO

concentrating mechanism (CCM) whit g&éncentration 1000 fold higher than Rubisco
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concentration (Koropatkin et al. 2007). The CCMalwes the import and accumulation of
inorganic carbon as HGQON the cytoplasm, by the CmpABCD protein transpofOmata et
al., 1999). In the cyanobacteriudynechocystjighe CmpA protein, a component of
CmpABCD transporter complex, have high affinitywi€a?. This cation would be a co-
enzyme that facilitates the affinity to Hg@nion and also raise complex affinity with some
nutrients as nitrate (Koropatkin et al., 2007). Aidaally, in pure water, at high
concentration of gaseous g@arbonate salts can be soluble and dissocidtieanbonate
anion and equivalent free cation. However, the atigganism’s activity as photosynthesis
promotes decrease in free gaseous [@@el, and this ion return to carbonate salts firam
(Esteves, 1988; Morais et al., 1998; Maia et 81012 Lee et al., 2006). The Cag€alt is
practically insoluble (Esteves, 1988). Thus, therease in HC®anion and CX levels could
be contributed to decrease in growtrCofraciborskii(T3) cells at CaC@condition.
However, it is interesting that using the salt g@®O; and NaCOs; form stimulated the
growth of C. raciborskii(T3) cells (table 2). The ASM-1 medium is alreadypplied with
20um concentration of calcium (table 1), althoughk ton could be reduced also at Mg O
and NaCO; treatments, as discussed above, this other c@gif and N&) proportionally
seems be favorable to growth®f raciborskii(T3). These last salts are proportionally higher
soluble than CaC§)Morais et al., 1998; Maia et al., 2001). Desftie gaseous CQevels
could be reduced by photosynthetic activity andipitated the free C3 the solubility of the
MgCQO; and NaCO;s salts could be contribute to increase in bicart®maaion and
corresponding free cation. Furthermore, theseltg€& and N& could be responsible to
results observed. To testing this hypothesis, asvays were performed with addition into
ASM-1 medium of CaG| MgCl, and NacCl salts.

The use of CaGltreatments caused different responses.ahciborskii(T3) cells growth.
Surprisingly, at the lowest concentratiGnraciborskii(T3) cells had increase growth while
at the highest concentration the growth of cellse@sed (table 2). The lowest concentration
of Ca? at CaCJ form is equivalent to concentration at Ca@®m (5mM and 5.20mM,
respectively). This result agree with the hypoth@siinsolubility of the last salt could be
responsible to reduction &f. raciborskii(T3) cells.

Some studies were already developed to unders@gttttnCa? effects on growth of some
cyanobacteria species. Yin et al (1991) usgagbia wolleistrains isolated from a water
reservoir in which C& was present at 0.1 to 0.85 mM. Testing ion comeéiohs up to 1.25

mM in culture medium, they observed that dry weigbteased in C4 concentrations of 0.2
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and 1.25 mM (Yin et al., 1991). Another study répdmimassive growth df. wolleiin
sediments in a pond containing 0.1 to 0.4 mM?C8peziale et al, 1991). In an investigation
on limiting nutrients for the growth @. raciborskiiin a lake in Senegal, Dufour et al. (2006)
concluded that a concentration of 0.2 mM of Gaesent in lake water was sufficient to
sustain growth of this cyanobacterium. This isdnading that C& concentration in ASM-1
medium (table 1). According our resul@, raciborskii (T3) cells present higher tolerance
than other cyanobacteria cells to a highe@&mM) concentration. The concentration of
free C42 at CaC} condition probably is sufficient to stimuli bicanbate anion and nutrients
uptake as discussed by Koropatkin et al. (2007).

Cytosolic free C¥ concentrations are controlled by a balance betirgknx of external
calcium via calcium channels and efflux mechanisoh as ATP-requiring Capumps and
Ca'?/H* or Cd?/Na' antiporters in prokaryotic cells (Dominguez, 2004jvas shown that
cold or heat shock treatments caused an incred€&iif]i up to threefold that of resting cells.
Since then, C3 transients were observed in response to diverseoamental stimuli
(salinity and osmotic stress and light to dark $r&ons) inAnabaenap. PCC 7120
(Torrecilla et al., 2001; Torrecilla et al., 200Fhe fact that bacterimaintain a tight control
of cytosolic free CH over a wide range of external free*€eoncentrations (nanomolar to
millimolar) and uses transient increases in inttakz free C42 as signaling, suggests that
cytosolic free C¥ above micromolar may be toxic in prokaryotes sahé case in eukaryotes
(Dominguez, 2004). Thus, prokaryotic cells growinghe presence of high &a
concentrations possibly limit growth rate due te éxtra energetic demand required to
maintain C&*homeostasis (Dominguez, 2004). Problably a longsuge to the high levels
of Ca? However, the knowledge about @& cyanobacteria is awfull. The effect of highest
concentration of free Ca(10mM) imposed t&. raciborskii(T3) cells in this study probably
is a stress due to the extra energetic demandreetjici maintain C& homeostasis.
According Nelson and Cox (2002), magnesium is goontant ion to some metabolism
enzymes and compounds with phosphorus can bindté. or example, at 2mM of M§
ATP has found at form of ATE HATP?3, H2ATP?, MgHATP, and MgATP. Additionally,
assimilation of CQ@(carbon fixation) require ATP and ATP concentmatimprove in light

and the M@ presence at pH above 7.0 to supporting the actimgplex of RUBISCO
enzyme. Additionaly, protoporphyrin IX {9 is an enzyme involved in the insertion of ¥ig
into tetrapyrroles in Chlorophyll synthesis, thetiwties is directly linked to Mtf
concentrations (Chew and Bryant, 2007; Sobotk ,e2@08). Magnesium containing
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tetrapyrrole prosthetic groups is essential cofadior light capture that improving the global
metabolism (Chew and Bryant, 2007). Therefore falseof MgCQ present high solubility in
water, probably could explain the increases intiratagrowth rate in cells supplied with this
salt, by increasing in free Mgcould be used by improving the cell metabolismjiasussed
early. The equivalent free Mglevels at MgGl condition also support this hypothesis,
evidenced by increase in cellular ratio before agsdof exposure (table 2).

In literature are common studies on inhibition afwth of some cyanobacteria species by
salinity. Major of this studies is developing usiNgCl to increase medium salinity.
Inhibition of photosynthetic and respiratory syssetimat reduced growth ohnabaena
cylindrica, Synechocystis ssmdSynechoccocus spas reported in as an effect of a high
concentration (from 0.5 to 40mM) of NaCl (Bhadaargt al., 2007; Allakhverdiev and
Murata, 2008). The highest concentration of Na@dus this study probably is lower to
inhibit the photosynthetic or respiratory systerh€oraciborskii(T3) cells.

Sodium is an important ion to different cell furmcts, for example, to maintenance of
cytoplasmatic pH (Nelson and Cox, 2002; Pomatl.2@04). lonic gradient of ions as Na
could provide the transportation power to sometsslthat maintain homeostasis or can be
used to cell functions (Nelson and Cox, 2002). iéd as at N&O; form as NaCl form
stimulated growth of o€. raciborskii(T3) cells, with increases in duration of expomednt
phase. In a previously study, use of \BmM decreased growth rates@fraciborskii(T3)
strain before 6 days of exposure (Pomati et ab420These results disagree with our results.
However, these authors described effect of laels on growth of. raciborskii(T3)
measured by cell density data (@8mnNaCl ample/ ORonmSsample control). Nevertheless,
we studied effect of Naon growth ofC. raciborskiimeasured by cell counts and the our
conception of growth rates is different to authasve. Probably, the differences are due
these different conceptions of growth. Moisandeal 2002) described decreases in growth
rates of twaC. raciborskiistrains at 2 or 6 gHof NaCl (36 mM or 108 mM). Our results also
did not confirm these last authors’ observatiomsbpbly due they calculated growth rates
from Chlorophylla data and use the lowest concentration of NaCldrigtan that the highest
concentration used by us.

The effects of some ion tested in our study onteaixi synthesis were already studied. For
example, Yin et al. (1997) studied effect of €eoncentrations on toxicity af wollei
(measured in mouse units), a saxitoxin producenalyacterium. Increase in at 10 or 50

mg.I* (Ca™ 0.2 mM or 1.2mM) increased toxicity, while at l@encentration 1 mg™l(Ca’



297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328

0.025mM) decreased toxicity bf wollei. Kellman and Neilan (2007) studi€d raciborskii
saxitoxins biosynthesis “in vitro” and showed tBdtXs synthesis was affected by some ions
as C4%1mM, that inhibited 2% of saxitoxin biosynthesifieTuse of CaCgsalt inhibited the
total saxitoxins (STX + NSTX) production I6y. raciborskii(T3) cells, at & day (92,51% of
inhibition) as well as at 12day of exposure (81,39% of inhibition) in comparigo control
condition (Figs 3 and 4). However. raciborskii(T3) cells at C¥ 5mM or 20mM with

CaCl treatments stimulated total saxitoxins produc{®,12% e 84,83%, respectively) after
6 days of exposure, in comparison to control. Areohand, at 120of exposure the total
saxitoxins production reduced (60.22%) at“@nM, while at the highest concentration
(210mM) the stimuli was 1,94%, only, in comparisorcontrol (Figs 3 and 4).

According our results, cells at Cag&layed at stationary phase Stday (table 4.2). As
already discussed to growth, the saxitoxins pradacdhhibition, at this condition, probably
is a consequence of a stress by using of thiskdaltever, at CaGlonditions the advantages
by free Ca+2 levels, as increase in nutrient up(Ekeopatkin et al., 2007) could be
favourable to cellular metabolism, &t 8ay of exposure, since in this time the cellsaahb
treatments (5 or 10mM) were in exponential phasigl€t2). Furthermore, the long exposure
to these conditions (12 days) seemed stressfudlks, @s already discussed early, at cells in
the highest condition of Caas well as at CaCGf@ondition. At these conditions, at"18ay of
exposure, saxitoxins production per cells increasgelation to those concentrations observed
at 6" of exposure (table 4). Because these conditiohigteer stressful than ¢a5mM, as
already discussed, the saxitoxin synthesi€bgaciborskii(T3) cells are positively linked to
cell stress caused by a long exposure of GaZ@4? (10mM). However, the role of Caon
saxitoxin synthesis remains unknown.

Pomati et al. (2004) related no effects of addibbMgCl, at 5mM on saxitoxin production
by C. raciborskii(T3) exposed to this condition during 6 days. HeereMg'? at 1mM was
reported as a saxitoxin biosynthesis stimulatowftiro”, in the order of 11% (Kellman and
Neilan, 2007). In this work, when Mgwas added as different salts and concentratiogis, h
stimulation of total saxitoxins production by (T&)lls was observed in a dose-dependent
level (MgCQ, 490.33%; MgCl 5mM, 321.55%; MgGI10mM, 728.17%), after 6 days of
exposure as well as 12 days of exposure (Mg@®1%; MgC} 5mM, 20.42%; MgCGl

10mM, 76.70%). Probably, advantages to global nodisrin of C. raciborskii(T3) cells by

free Mg?, as discussed above, seemed reflect on saxiteyiieesis. This increasing in
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saxitoxins productioby C. raciborskii(T3) cells under M{f disagrees with Pomat al.

(2004) observations.

Pomati et al. (2004) analyzed STX production peicapdensity of cells (STX/ORonn).
Probably, this conception of saxitoxin productioasmot sufficiently sensitive to observe
real effect of Mg

As already discussed, in our study, the saxitogymthesis continued to be stimulated, before
12 days of exposure to Mfat different forms or concentrations (table 2)wéwer,
comparisons of saxitoxins production between 6thE2' days of exposure to Mgrevealed
the decrease of this production at"ty, at MgC@ or MgCh (5mM) conditions (table 4).
These responses suggest a stressful conditi@ caciborskii(T3) cells. This hypothesis
could be sustained only by the cells at Mg@@ere there are a reduction in exponential
phase to 6th day (table 2). However, the cellldéips at all M§? treatments, higher than
control, contradict this hypothesis (table 2). Bignificance of these results remains
unknown.

Pomati et al. (2004) also studied effect of NaCkaritoxin production. These authors related
a dose-dependent increase in saxitoxin producgomptic density of cells (STX/Olynn).

Our results agree with these authors’ observatibosl saxitoxin production per @ells of

C. raciborskii(T3) is also dose dependet to'Nevels. The stimuli of saxitoxins production
was: NaCO03, 91.71%; NaCl 5mM, 48.12%; NaCl 10mM, 70.76%ere6 days of exposure;
NaCO3, 23.45%; NaCl 5mM, 38.96%; NaCl 10mM, 56.668%eral2 days of exposure).
Advantages in Na+ uses to global metabolism asidssx previously, seemed also be
reflectd in saxitoxins synthesis. Increase in exgntial phase of cells at all N&reatments

was observed (table 2). However, a decrease itosésg production was observed at
NaCO;s treatments before 12 days of exposure when celte v final to exponential phase.
In literature lacks any study that possibilitiearidly this observation.

In a general trend, the saxitoxins synthesis wasutated at the majority of the treatments
adopted to test the effects of water hardnesssrsthdy. At 6 day of exposure when the
majority of cultures stayed with cells in exponahghase, there is a proportional increase in
the saxitoxin synthesis in seven of the nine expenital conditions, where the conductivity is
higher than 800 pS (table 2). Furthermore, the Exggpsure to these conditions elicited the
significantly decrease, in comparison to contraidibon, only at two treatments (Cag®
CaChL 5mM).
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The majority of tested ion stimulated the growtrCofraciborskii (T3) and the saxitoxins
synthesis was also stimulated in this conditionc@ifrse, the real ecological significance of
these observations need to be better studied,othir experiments, with different saxitoxins
producing strains of C. raciborskii. Meanwhile stetudy show that the increase in
conductivity by availability of cations as GaMg*™ and N&, common in Brazilian water
enviroments with recorrent blooms occurence of okexic C. raciborskii(Bouvy et al.,

2000; Chellapa et al. 2008 a and b; Chellappa asdaC2003; Costa et al., 2009), could be
influencing the increase in saxitoxins synthesistgbuting to the most efficient monitoring
of this species growth and toxicity of blooms. Thiliss knowledge could allow a basis to
studies that seek to minimize the potential risksireg from the multiple water uses.
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516 Table 1 — Initial concentration into ASM-1 mediurnsome ions used in experimental testes.

lon Concentration (uM)
ca” 20,00

Mg*® 40,00

Na" 2,24
COs” 0,00




517 Table 2 — Growth rates, cellular ratio and duratidbexponencial phase &. raciborskii(T3) cells exposed to different salt treatmenddingy
518 and conductivity of ASM-1 medium and ASM-1 addedltiberent carbonate or chloride salt treatments.

Treatment Relative growth rates (p.d}y Celular ratid* Duration of the | Conductivity (US) Salinity (ppt)
exponential phase

Control 0.224 +0.03 8.209 £ 0.36 9 568 0.3

CaCQ 0.117 +£0.02* 4514 +0.47* 3 656 0.3

MgCGs 0.316 +£0.01* 31.777 £10.31* 15 1196 0.6

NapCOs 0.254 + 0.02* 9.663 + 1.50 12 1401 0.7
CaCb (5mM) 0.550 + 0.03* 14.238 + 3.02* 9 1436 0.7
MgCl, (5mM) 0.361 +£0.13** 20.049 + 3.61** 6 2550 1.3
NaCl (5mM) 0.657 £ 0.08* 17.638 + 4.71** 12 1484 70.
CaCh (10mM) 0.233 +£0.22 1.585+0.17* 6 2475 1.3
MgCl, (10mM) 0.347 £0.19* 12.223 + 2.30* 9 808 0.4
NaCl (10mM) 0.487 £ 0.14* 10.292 + 1.79* 12 1350 70.

519 “Data are presented as average * standard deviatiGi
520 PCellular ratio was determined by dividing the ficall number.mif by the initial cell number.ril} in each condition.

521 Statistical differences are reported in relatioedatrol: * Dunn test, P<0.05; ** Dunn test, P<0.01



Table 3 — Concentration values of total saxitoX®$X + NSTX) production per £&ells of
C. raciborskii(T3) exposed to different carbonate or chloridetsaatments.

Treatment Da¥y Total STX saxitoxins (STX + NSTX)
6 1.036 £ 1.40
Control
12 3.206 £ 1.53
6 0.077 £ 0.01*
CaCQ
12 0.596 + 0.01**
6 6.119 £ 1.69**
MgCO;
12 3.516 £ 0,56
6 12.517 + 6.20***
Na,CO;
12 4.188 + 0.53
CaCl (5mMm) 6 3.598 + 0.52**
12 1.311 + 0.18***
6 4.369 + 1.71**
MgCl, (5mM)
12 4.029 +0.40
6 1.998 +0.14
NaCl (5mM)
12 5.253 £ 2.08*
6 2.490 £ 0.84*
CaClb (10mM)
12 3.268 £ 0.30
6 8.584 + 3.30***
MgCl, (10mM)
12 13.767 + 4.48***
6 6.835 £ 2.59%**
NaCl (10mM)
12 7.398 £ 2.40**

®Day is corresponding to exponential phasB qay) and stationary (I2day) in control
condition.

Data are presented as average + standard deviatigi

Statistical differences are reported in relatiorcomtrol: * Dunn test, P<0.05; ** Dunn test,

P<0.01; Dunn test, P<0.001.



Table 4 - Percentages of increase or decreaseitoxsas production byC. raciborskii(T3)

cells exposed to different carbonate or chloridetssatments, at stationary phase

Treatment Percentage (%) of | Percentage (%) of
increase decrease
Controle 18,34 -
CaCQ 668,65 -
MgCO } 42,53*
N&COs } 66,53*
CaCk (5mM) - 63,53*
MgCl, (5mM) - 7,78*
NaCl (5mM) 162,90%* -
CaCh (10mM) 31,23* -
MgCl, (10mM) 60,36* -
NaCl (10mMm) 8.22* -

%Percentages were calculated between total saxitgminduction at 12 day (exponential
phase of control condition) and total saxitoxinsdurction at 8 day (stationary phase of

control condition).
Statistical differences are reported in relatiooadatrol: *U-test, P<0.05; **U-test, P<0.01.
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Anexo 3

EFEITO INIBITORIO DO CALCIO SOBRE O METABOLISMO DE
Cylindrospermopsis raciborskii (Cyanobacteria)

“Carneiro, RL, Alipio, ACN, Bisch, PM, Azevedo, SMF O, Pacheco, ABF.
The Inhibitory Effect of Calcium on Cylindrospermopsis raciborskii
(CYANOBACTERIA) Metabolism. Submetido ao periddico Applied and
Environmental Microbiology
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The Inhibitory Effect of Calcium on Cylindrospermopsis raciborskii
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Abstract

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenaya & Subba Raju is a freshwater
cyanobacterium of worldwide distribution. In the ideeastern region of Brazil many
eutrophic water reservoirs are characterized bydthrainance ofC. raciborskii with
recurrent occurrence of blooms. These water boti@se characteristically high
conductivity due to a high ionic concentration, ane defined as hard (with high values
of CaCQ). All toxic strains from this species isolatedBnazil were characterized as
saxitoxin producers. In this study, we investigatdee effect of high calcium
concentration (10 mM G§ on C. raciborskii (T3 strain) growth, saxitoxin production
and protein expression. The relative growth ratesha exponential phase did not
change between high €aand control conditions, but the number of cells® rat

stationary phase was lower in the presence of ¢tadtium due to a shorter exponential
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phase. Saxitoxin production was inhibited (36.7 Bg)exposure to calcium after 12
days. Changes in protein expression profiles wevestigated by proteomic analysis
using 2D gel electrophoresis and mass spectromgimyong differently expressed
proteins, those related to primary metabolism @nend carbohydrate metabolism)
were less abundant in cells exposed to the higtiural concentration. These results
indicate that a continued exposure to calcium s a stressful condition .
raciborskii cells, which is reflected in the inhibition of gvth and saxitoxin production.
Therefore, a high G&oncentration cannot justify the toxigenic phenety someC.
raciborskii strains.
Key words: C&", Cylindrospermopsis raciborskistress, proteome, saxitoxin.
Introduction

Cylindrospermopsis  raciborskii is a filamentous diazotrophic freshwater
cyanobacterium. It is a cosmopolitan species, shgwdiverse morphological and
physiological traits and is recognized as highlp@eéble to diverse environments (6,
15, 19, 35, 43). The presence ©f raciborskii in water supplies used by humans or
livestock is potentially harmful since several stsacan produce the hepatotoxic
alkaloid cylindrospermopsin and other yet unidesdif toxins (6, 29). Besides,
differently from other geographic regions, sevdoxiic strains isolated from Brazilian
water supplies produce saxitoxins and analogue ngoxi(22, 29, 30).
C. raciborskii is consistently recorded as a dominant phytoptanktomponent in
eutrophic and hypereutrophic reservoirs of the samdi North-eastern region of Brazil
(3, 4, 9, 10-13). In this region, soil compositiamd climate contribute to the
characteristic high ionic composition of water tNaC&*, Mg?*, CI' and HCQ in
millimolar range) yielding conductivities up to ZBD uS.crit (3, 26). These reservoir

waters are also defined as hard, routinely evatubyecalcium carbonate content, with
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high CaCQ concentration (> 100 ppm) (13). Water hardnessli@mphigh C&
concentrations, reported as up to 40 mM in those@mments (12).

The influence of salinity (represented by high NaChoentration)on C. raciborskii
metabolism has been previously reported and iecetin saxitoxin production has been
investigated using a Brazilian strain (T3) (36).wéwer, there is no report on the effect
of C&* on C. raciborskii growth and toxin production. Therefore, considgrihe
common incidence ofC. raciborskii blooms in water supplies presenting high
concentrations of Gain this study we verify the effect of a continuedposure to this
ion on the physiology of. raciborskii T3 strain, evaluating cellular growth, production
of STX and protein expression profiles.

Material and Methods

Strain maintenance and experimental conditions

In this study, theC. raciborskii T3 strain was used. This strain was isolated feom
Brazilian toxic cyanobacterial bloom (7) and haserbemaintained in the culture
collection of the Laboratory of Cyanobacterial Eopgiology and Toxicology (UFRJ,
Brazil). The T3 strain produces STX, neosaxitoxMSTX), decarbamoil-STX and
decarbamoil-NSTX (7). Non-axenic batch culturesttog strain were maintained in
ASM-1 medium (18) at 24 + 2°C, with a 12 hour L:{xle and photon flux of 50 pumol
photons.rif.s* (provided by common day light fluorescent lamp&gration with
filtered atmospheric air was produced by a comgessr pump (60 cycles.niti
These culture conditions were established accortbnthe environmental conditions
from which this strain was isolated.

ASM-1 medium composition has a calcium concentratibr2@ puM. In order to
simulate a Brazilian water condition whete raciborskiioccurs, CaGlwas added to

obtain 10 mM of the ion calcium. The pH of the ault media was adjusted to 8.0 and
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the turbidity of both media (ASM-1 and ASM-1 10 m®4") was measured using a
turbidimeter (2100P - HACH). It is expected thattpmf the added Ca will precipitate
as CaC@ which can increase turbidity. Thus, light intépsivas measured with a
guantum sensor (QST-100 Box — Biospherical Instntménc.) immersed in the same
volume of culture medium used in the experimentsorder to determine the actual
initial concentrations of free €ain ASM-1 and ASM-1 10 mM C3, 10 ml of each
medium were analyzed by ion chromatography usirgianex 1SC-1000 system to
separate cations. Analysis was performed suppgessinductivity by use of a CS12A
column (250 mm, 4 mm internal diameter), precedg@ ICG12A column (50 mm, 4
mm internal diameter) and a suppressor pump (CSBE-34 mm). An isocractic
elution with 21 mM metasulfonic acid was performedline using the software
Chromeleon 6.80. The sample (ASM-1 or ASM-1 10 m&t*Cinjection volume was
set to 500 pl (loop 500 pl) and the total run timas 15 min. Concentrations were
determined considering the retention time and atngrto a calibration curve of cation
standards (Six cation Il- Standard, Dionex).

A culture ofC. raciborskii(T3) strain was maintained in the conditions désatiabove
until the end of the exponential phase (from 92adays). Aliquots of this culture were
used as inoculum to experimental tests, which vrétiated with 7.0 x 18 cells .mil*.
Cells were inoculated into 3-liter glass vessdk {fottom) with 2 | of ASM-1 medium
(control) or ASM-1 with high calcium concentratiam, triplicates. Sampling of each
experimental culture condition was done every 3sd&yring 15 days, under sterilized
conditions. Estimation of cellular concentrationidg growth was performed according
to Carneiroet al (7). Briefly, the length of 30 cells was measubgdight microscopy
using an ocular rule. Filaments’ lengths were messuon a Fuchs-Rosenthal

hemocytometer. The number of cellsimivas obtained from the total length of
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filaments divided by the average cellular lengtmov&h rates were calculated during
the exponential phase and are presented as rettiveth rate (p.da3) according to
Fogg and Thake (16).

STX analysis

STX concentrations were determined from the intratagllfraction. Culture samples of
500 ml were harvested on the™@ay (stationary phase). These samples were filtere
on borosilicate filter (45 mm diameter, Milliporaipd stored at -20°C until the moment
of HPLC analysis, which was performed within 24bnfr the extraction procedure.
Extraction of toxins was performed using acetiadaaccording to Carneiret al (7).
STX was analyzed according to Oshima (34), usii@hi@nadzu HPLC system with a
silica-base reversed phase column (125 mm x 4.0 Bnam; Lichrospher 100 RP 18).
The chromatographic condition was: mobile phasemM heptanesulfonate in 30 mM
ammonium phosphate and 6% acetonitrile, pH 7.1. S¥as detected using a
fluorometric detector, with excitation at 330 nmda@mission at 390 nm. STX was
identified and quantified by comparison with knovetention time and integrated areas
of STX standard. The standard was purchased frenintitute of Marine Bioscience —
National Research Council of Canada (Halifax, Cajhad

Protein purification

Samplesof soluble proteins were obtained from stationpinase cultures (I2day).
Cells were harvested from a volume of 500ml by rifergtation (10000 g, 15 min,°4€)
and stored at -20°C. For protein extraction, cgise defrosted in ice; 0.5 M acetic acid
was added and samples were incubated aiC2for 1h. An aliquot of 2 ml of the
resulting suspension was combined with 18 ml oblat®n containing 90% acetone,
10% trichloroacetic acid and 0.0784mercaptoethanol, mixed, and maintained at -20°C

overnight. The precipitated proteins were recovdngdentrifugation (15000 g, 45 min,
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4°C) and the resulting pellet was washed three tiwids 90% acetone. Proteins were
solubilized at 2%C for 1h in a solution of 2 M thiourea, 7 M ure& £haps, 40 mM
DTT, 0.5% Pharmalyte 3-10, 1 mM PMSF. After cenigiition (10000 g, 45 min;, €)
the supernatant was collected and proteins wetkeiupurified using the 2D-Clean up
kit (GE Healthcare). The resulting sample had rstean content determined (5) and
was stored in liquid nitrogen until use.

2D gel eletrophoresis (2D-PAGE)

Samplescontaining 150 ug of soluble proteins (in 200 12 & thiourea, 7M urea, 4%
Chaps, 40 mM DTT, 0.5% Pharmalyte 3-10, 0.002% loqmmenol blue) were used to
rehydrate strips of 11 cm, pH 4-7 (Immobiline Dryii® GE Healthcare) for 16 hours
at room temperature. Proteins were focused usiegMhltiphor 1l equipment (GE
Healthcare) according to the manufacturer recommaugmas. After focusing, proteins
were reduced and alkylated (strips were equilibrate DTT and iodoacetamide
solutions) and the strips were placed on a 12% BBGE gel (38). For separation of
proteins on the second dimension, electrophoreass aarried out on the Multiphor II
equipment (GE Healthcare) as a flatbed systengviatig the conditions recommended
by the manufacturer. The gels were stained withnGassie blue G-250, digitalized, and
images were analyzed using the ImageMaster 2D nilfati v5.0 software (GE
Healthcare). For each condition tested (controtalcium) three gels were produced,
two of them loaded with protein samples extractednfthe same culture and a third
one with a protein sample extracted from a diffecerture. Isoelectric point (pl) values
of the proteins of interest were determined usinfjnear 4—7 distribution and the
molecular mass (MM) was estimated based on préag@irmolecular mass markers (GE

Healthcare).
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Spotson 2D gels were initially detected automaticallgpmageMaster 2D Platinum
v5.0 software and then manually confirmed. In egelhclass (control or calcium) spots
intensities were normalized and the three replicgtls were matched (17). A set of
spots characteristic of each experimental condiias defined selecting those spots
consistently present in replicate gels, thus geimgyaone control master gel and one
calcium master gel.

In order to identify differently expressed proteilmaages of the two master gels were
matched. Spot intensity was evaluated using thegivel volume parameter, expressed

as:

Vol

%oVol = 3T X 100

sz Vol,

Where, V0L is the volume of sp&in a gel containing spots.

This is a normalized value which minimizes experimentaiations between replicate
gels (Image Master 2D Platinum software version B4er Manual). Spots were
considered differentially expressed (i) if the me&%eVel differed more than two fold
between the control and calcium conditions (i)tiie %Vel values showed little
dispersion (mean squared deviation) in replicais, gend if (jii) dispersion of%Vol
values in each condition did not overlap for mdrant 25%.

Protein identification by mass spectrometry

Protein spots were cut from gels, washed twice in 50%cegiie (ACN) in 25 mM
NH4HCO;, placed in 100% ACN, and dried under vacuum. Gedrhents were treated
with porcine trypsin (15 ng.ft) (Promega) and peptides were extracted with 56fpl
50% ACN, 5% trifluoroacetic acid (TFA), vacuum dfjeand added to 3 ul of 50%
ACN, 0.1% TFA. An aliquot of 0.5 pl of sample wasxed with an equal volume of a
saturated solution af-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix in 50% ACN1%@ TFA.

The mix was spotted onto a MALDI-TOF sample platel allowed to crystallize at

7
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room temperature. MALDI-TOF-TOF analysis was parfed in a 4700 Explorer
Proteomics Analyzer (Applied Biosystems). Precuisarfragmentation was obtained
using N as collision-induced dissociation gas and coltigtell pressure was kept at 2.8
x 10° Torr. Trypsin autolysis peptide masses 842.5 &id 2 and calibration mixture
1 or 2 (Sequazyme Peptide Mass Standard kit, PevBeBiosystems) were used,
respectively, as internal and external standardie fesulting spectra were used to
search the NCBI database (version available onO0208®8) using the MASCOT
program interface (www.matrixscience.com). The deaparameters allowed for
oxidation of methionine, carbamidomethylation oteyne and one mis-cleavage of
trypsin. A mass tolerance of 100 ppm was used. cfheria for identification were a
Mascot score above 50 (P<0.05), and a minimum pé@ides from the mass spectra
with hits in the database. In those cases whergifo@tion was provided by a MS/MS
spectrum of good quality, the other criteria weoé considered.

Statistical analysis

Growth and STX data were expressed as mean values zasthador (SE). Data for
each experimental variable were tested for norgnallifferences among standard
deviations were determined using Kolmogorov andrBovis test and Barlett's test,
respectively. As these data were classified as aranpetric, ANOVA was performed
using the Kruskal-Wallis (KW) test for multiple cgarisons. Dunn’s test was used to
determine the specific differences between twatitneats. For specific comparisons of
STX production, the nonparametric Mann-Whitney Sttevas performed. All tests
were performed with significance of 95% (P<0.05)ngsthe GraphPad Instat 3.0
application. Protein data were analyzed usingttiteeompare the relative volume of
spots on gel images with significance of 80% (Px@g&ing the ImageMaster 2D

Platinum software version 5.0 (GE Healthcare).
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Results

Effect of calcium on cellular growth

Cylindrospermopsis raciborskii (T3) presented an exponential growth phase uml t
9" day, at control condition. The addition of Ca§l0 mM C&") to the medium
reduced cellular growth and an exponential grovitase was observed until thd éay
of culturing (Fig. 1). Relative growth rates (u)easured during exponential growth,
did not present any significant difference betweentrol (1 = 0.26 £ 0.04) and calcium
(u = 0.23 £ 0.22) treatment (U-test; P>0.05). Hogrewhen considering the ratio
between final and initial cell numbers per miltdt it is evident that cell growth was
inhibited by high C& (control = 12.30 + 1.37 and 10 mM €& 1.58 + 0.31; U-test;
P<0.01). Thus, at the stationary phase, the t@hincmber was significantly lower in
the presence of 10 mM €aas in comparison to control (days 12 and 15; tt}-fs0.05
and P<0.01, respectively).

Effect of calcium on STX production byC. raciborskii (T3)

In order to evaluate the effect of exposure to calcion STX production byC.
raciborskii (T3), intracellular STX content was measured fieetis collected at the 12
day of growth, corresponding to the stationary phasid data were normalized to® 10
cells. Exposure to 10 mM €ainhibited the production of STX by 2.7 fold in
comparison to the control condition (20 pM?QgU-test; P<0.001). The STX values
measured were 0.49 + 0.08 ng®i€ells in control and 0.18 + 0.02 ng4@ells in 10
mM C&”* condition.

Differently expressed proteins

For the analysis of differently expressed proteins ganmg calcium and control

conditions, 2D gels were done in triplicate for lraondition. On average 135 spots
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were clearly resolved on each gel. Representativeg@ls from both conditions are
shown in Figure 2.

Considering those spots representing a difference of at leestfold in expression
between the two conditions, a total of 35 proteuwese defined as differently expressed
and selected for identification. From these 35 gins, only 5 were more abundant in
the presence of calcium than in the control cooditFifteen proteins were identified by
MS analysis; some proteins were identified from tipld spots (spots 33 and 34; spots
63, 64 and 67, Table 1, Figure 2). These protgipeared as spots of variable pl values
but same MM, possibly resulting from post transliaél modifications. The remaining
proteins could not be identified due to their lomvaunt in the gel spots or to mixture of
proteins, resulting in poor quality of mass spectra

A homology based search in protein databases pubvideall cases proteins of
cyanobacterial origin as the best results. For gaokein, the values of MM and pl
estimated from the spot position on the gel andseéhof the homologous protein
retrieved were compared (Table 1). In most casesetlvalues were similar. Putative
functions and patterns of differential expressiom @so presented on Table 1. Most of
the proteins were assigned to primary metabolismer@etic metabolism, protein
synthesis, photosynthesis). Except for phycocyaalhthe identified proteins were
more expressed under control in comparison towal@ondition.

The most intense signal in all gels correspondedgooap of clustered spots with MM
of approximately 20 kDa and pl between 4 and 5babby containing a few co-
migrating proteins. A corresponding gel fragmentswprocessed for peptide
identification by MS analysis, which indicated theesence of a phycocyanin subunit
(Table 1, Figure 2).

Discussion

10
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In Bacteria, C4 is involved in many different processes such asteaance of cell
structure, motility, transport, competence, patimeges, cell differentiation and gene
expression (14, 27). The intracellular?Caoncentration [Cd]i in Escherichia coliis
tightly regulated (from 170 to 300 nM), and thesdues change in response to various
external C¥ concentrations (20). Upon exposure to 10 mM*Ci&"i increased to
5.4 pM while depletion of C4 reduced free [Cdi to levels lower than the resting
values. In general [G§i is maintained at 1000 times less than the condésmirautside
the cell (20). Cytosolic free-Caconcentrations are controlled by a balance between
influx of external calcium via calcium channels aflux mechanisms such as ATP-
requiring C&% pumps and C&H" or Cd?%/Na’ antiporters in prokaryotic cells (14, 20,
27, 42).

In this study, a concentration of 10 mM defined ahhigalcium medium. This
concentration was established based on the calcamtent of some Brazilian water
reservoirs in which the dominance ©f raciborskiiis common (3, 8, 9, 10-13), and is
significantly higher than those reported in othéudsges with cyanobacteria. For
example, 0.2 mM CA for C. raciborskii (15) and up to 1.25 mM Gafor Lyngbia
wollei (44) were demostrated as favorable to growth.

In the present study, the addition of 10 mM*Cdid not modify relative growth rate
during exponential growth of. raciborskii (T3). However, cells entered stationary
phase earlier than in control condition and a $icgmt reduction in the final number of
cells.mi* was observed. Reduced growth in response to tyalmas reported for
cyanobacteria as an effect of NaCl concentratign tu40 mM), with inhibition of
photosynthetic and respiratory systems (1, 2). Btuder and colleagues (28) described
a decrease in growth rates of t@oraciborskiistrains at NaCl concentrations of 36 to

108 mM, and Pomati and colleagues (36) showedlihahM NaCl reduced growth of

11
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the T3 strain after 6 days of exposure. These asitiaggest that excess of NaCl
impose an energy dispend due to the intense act¥iNa’/H* antiporters to maintain
cellular homeostasis. Similarly, the required attiof C&* efflux mechanisms would
imply an extra energetic demand to maintaifi’“®@@meostasis, which could explain the
limited growth rate of cells maintained in the @mese of high C#& concentrations.
Cultivation of C. raciborskii(T3) in the presence of 10 mM NaCl caused an irs&iea
cellular Nd, coupled withaccumulation of STX (36). The authors considered th
possibility of regulation of STX metabolism in resise to cellular Naconcentration
and suggested that STX biosynthesis can be relatedellular homeostasis. We
observed that exposure to a highf Gancentration inhibited STX production by 36.7
%. Recently, Kellman and Neilan (21) studi@draciborskii saxitoxin biosynthesis
vitro and showed that it was inhibited by’Cat 1 mM. Alternatively, it is possible that
the accentuated decrease in saxitoxin productiserebd in the presence of €#2.7
fold) is a consequence of the lower cellular growatid reduced metabolic activity
found in this condition, rather than a direct effetthe ion on the toxin synthesis. In
another investigation done by our group on theceftd different ions on growth and
toxicity of C. raciborskii(T3) strain (8), calcium was added in the mediunca€Q (5
mM). After 12 days, cellular growth was inhibiteddaSTX production was reduced as
compared to control (8). In other toxic cyanobaatespecies such aBlicrocystis
aeruginosaandL. wollei biomass production and toxicity are also correldg, 44).

The analysis of protein expression profiles compagogtrol (20 uM C&) and high
c&* (10 mM) conditions was performed in order to eagduthe physiological response
of the cyanobacterium to the presence of diffecemicentrations of this ion. From the
35 proteins differently expressed, only five wererenabundant in G&in comparison

to control. Among the identified proteins, thosevdlved in energy metabolism

12
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represented the majority and all of them were natmendant in control conditions than
upon exposure to €a This picture indicates that exposure to*’Cis a stressful
condition which decreases expression of a numbernafmes involved in the basal
metabolism. In fact, the proteins which showed linghest difference in expression
between control and &aconditions were ATPase beta subunit (10 fold higime
control), pyruvate dehydrogenase subunit E1 (1Qd fbigher in control) and
phosphoglycerate kinase (6 fold higher in contrAl.already mentioned, the reduction
in the basal metabolism @. raciborskiiin high C&" can be due to the extra demand
used for the efflux of G4, using systems that transport this ion acrossrtembrane at
the expense of ATP. Is must also be considered uhder high C& cells entered
stationary phase earlier than in control conditibiis at the moment of sampling {12
day of culturing) it is expected that cells expoge€&" will show a general reduction
in metabolism in comparison to control, even if sospecific enzymes related to’Ca
efflux could be more active.

Two proteins with higher expression in the control dibon (2-3 folds higher) were
DnaK and superoxide dismutase. In bacteria supgeoxismutase is constitutively
expressed, protecting the cell against oxidatixesst and it is also regulated, increasing
as a function of oxygen in stationary phase (39)thle present study;. raciborskii
cells were collected on the "1 2lay, thus oxygen and phase of growth were sinoifar
both experimental conditions. DnaK is a memberhef Hsp70 family of heat shock
induced proteins. These proteins are involved iotgin folding, secretion and
degradation and prevention of protein aggregafitve main signal for the induction of
these proteins is a stressful condition, but theyadso constitutively expressed in the

cell (25). Sod and DnaK were possibly more expreksseontrol conditions due to the
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highest growth rate and metabolic activity of tledin comparison to cultures exposed
to C&*.

Another protein preferentially expressed in control culturgas a homologue of a
TonB dependent receptor. TonB dependent receptersyambrane associated proteins
that participate in the active transport of sidéwaes and nutrients (37). The presence
of this protein was not expected in a soluble pnofeaction as that used for our
analysis and may represent a contamination withntlkeenbrane fraction during the
procedure of protein isolation. Finally, a protéiomologous to a hypothetical protein
from Nostocwas also more abundant in control than in high® @aedium.

The only identified protein more abundant in high “Cahan control was &C.
raciborskii phycocyanin. Phycocyanin is an accessory pigmeatt gharticipates in the
antenna complex, responsible for light harvestmgyanobacteria (33). In waters with
CO,, carbonate precipitation can occur, so it is etgmethat a fraction of added €a
will precipitate as CaCg) which is highly insoluble and increases watebitlity (23,
26, 31). Measurements of free “Caconcentrations in the culture media, before
inoculation, indeed showed a decreased amounti®fidh in relation to the original
concentrations, both in ASM-1 (from 20 pM to 1788.01 pM) and in ASM-1 with
added C& (from 10 mM to 7.86 + 0.88 mM). Addition of Ca@Qb the culture medium
increased turbidity from 3.25 + 0.38 turbidity wih ASM-1 to 7.28 + 0.35 turbidity
units in ASM-1 added G4 The synthesis of pigments may be a responseiso th
situation to improve light capture by the antenoanplex providing extra energy to
compensate for the reduced light intensity.

The present work showed that a high?Ceoncentration (10 mM) limits the growth of
C. raciborskii(T3), decreases STX content and affects the esijoresf proteins related

to primary metabolism, indicating that a continuexposure to CA represents a
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stressful condition to these cells, probably duethe charge to maintain €a
homeostasis. Little is known about®#&ansport in cyanobacteria. 8ynechocystis sp
PCC6803 a mechanosensitive ion channel in the plasembrane can be involved in
C&* homeostasis under temperature stress conditid)sa(® a C&/H" antiporter was
identified that catalyzes the efflux of €and is essential for salt tolerance at alkaline
pH (42). The control of cytosolic free €aconcentration and the use of transient
increases in intracellular free €aas signalling (40, 41), suggests that cytosoke fr
Cc&* above micromolar may be toxic in bacteria, abésdase in eukaryotes (14).

While extrapolation from laboratory conditions to a matuenvironment should be
considered with caution, it can be postulated thdtard waters as those described as
natural habitats of. raciborskiiin Brazil, cells use active &atransport to cope with
Cc&* overload, which possibly poses a considerablesstte the cyanobacterium. It
would be interesting to test in environmental saspf high C&" concentrations can
act as a limiting factor for growth, bloom formatior persistence and toxigenicity.
Studies relating limnologic features with composition ameimporal dynamics of
phytoplankton usually evaluate conductivity, salinior hardness (3, 12). Such
parameters however only poorly define water in gewh specific ionic composition.
The work presented here is a preliminary stepwestigating, under culture conditions,
the effect of different ions individually on the yshology of a toxicC. raciborskii
strain, which may contribute to identify physicootieal factors that can be related to
the dominance and toxigenicity of this speciedhgnénvironment.
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Figure 1 -C. raciborskii (T3 strain) growth variation in batch cultures irSk-1
medium or ASM-1 with C& (10 mM), during 15 days. Error bars are standamts
Figure 2 - 2D protein patterns @f. raciborskii (T3 strain) grown in ASM-1 medium
(A) or in ASM-1 with 10 mM C& (B) for 12 days. Soluble proteins were separated
using a linear pH 4-7 gradient and a 12% SDS-PA@&s were stained with
Coomassie G250. Protein spots are identified bys#mee numbers presented on Table

1.
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Table 1-C. raciborskii(T3 strain) proteins differently expressed (asteafold) at stationary phase (12 days) compagiogvth in ASM-1

medium and ASM-1 medium supplied with®at 10 mM.

MM?® (KDa)/
Apparent
Spot Protein identification pl° of Most
MMP Functional category
no. Accession (based on homology) homologue expressed
(KDa)/plF
protein condition
39 0i|142006 ATPase beta-subunit 56/5.10 50.8/5.10
FOF1 ATP synthase
28 0i|17227501 64/5.1 54.4/5.11
subunit alpha
124 0i[113475215 Inorganic diphosphatase 24/4.9 3/484
Energy metabolism Control
Pyruvate
93 0i|119509590 dehydrogenase E1 beta 39/5.6 36.4/5.31
subunit
Phosphoglycerate
60° 0i|17231623 50/5 42.5/5.15
kinase

23



Fructose-1,6-

63 0i|17232055 45/5.3 38.7/5.49
bisphosphate aldolase
Fructose-1,6-
64 0i|17232055
bisphosphate aldolase 45/5.6 38.7/5.49
Fructose-1,6-
67 gi|17232055 45/5.5 38.7/5.49
bisphosphate aldolase
Transketolase, central
992 0i|186683980 39/5.6 36.3/5.31
region
Ribulose-phosphate 3-
119 gi[22299912 27/5.9 25.1/5.37 Photosynthesis
epimerase
33 0i|417058 Glutamine synthetase 62/5.7 53.5/5.22  Biosynthesis of
34 0i|417058 Glutamine synthetase 58/5.6 53.5/5.22 amino acids
65 0i|159154294 Elongation factor Tu 45/5.0 30764. Protein synthesis
Molecular chaperone
3 0i|17229234 78/4.8 68.0/4.84 Chaperone

DnaK

24



132 0i|6693856 Superoxide dismutase 23/5.5 223/5.4 Detoxification

TonB-dependent Transport,
4 0i|186681644 78/5.6 76/4.68
receptor, plug membrane receptor

Hypothetical protein

115 0i|17232471 28/5.5 24.2/5.70 Unknown
alr4979
Phycocyanin beta
147 0i[20136749 17/6.3 18.4/5.02 Photosynthesis Calcium
subunit

®Proteins with most prominent differential expressié to 10 fold more abundant in control as comgp#wecalcium treatment.
®Molecular mass.

‘Isoecltric

point.
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Anexo 4

O crescimento e a producdo de cilindrospermopsina p or Cylindrospermopsis
raciborskii (Cyanobacteria) sdo afetados pela luz?

“Carneiro, RL, Magalhdes, VF, Azevedo, SMFO. Are gro wth and
cylindrospermopsin production by affected by light? . Manuscrito a ser submetido
ao peridédico Phycologia.
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Are growth and cylindrospermopsin productiorOglindrospermopsis raciborskii
(Cyanobacteria) affected by high light intensity?

Ronaldo Leal Carneiro*, Valéria Freitas de Magath@ed Sandra Maria Feliciano de
Oliveira e Azevedo

Laboratory of Cyanobacterial Ecophysiology and Tolagy, Institute of Biophysics Carlos
Chagas Filho, Health Sciences Center, Federal tsiiyef Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
Brazil

*Corresponding author (rleal@biof.ufrj.br)

Abstract

Low light intensity is reported as an importanttéaaesponsible t&€ylindrospermopsis
raciborskii success, and cylindrospermopsin production carifeeted by light intensity .
Effects of light intensity on growth and cylindr@smopsin production by tw@. raciborskii
strains (strains CYP 011K and CYP 030A) was ingaséd in batch cultures conditions. Four
light intensities 40, 60, 100 and 348 pmol photworfss* were used. CYPO11K strain
(maintained at 40, 60 or 100 pmol photori&sn) presented the highest relative growth rate
at 100pmol photons.fas* and CYPO30A strain (maintained at 100 or 348 pphoitons.m
2.5 did not show any difference in growth rates. €ell CYP011K presented highest
Chlorophylta (Chl-a) concentrations at 40pumol photong.st and when compared to
CYPO30A strain produce twidggherconcentration of Ché, at 100 pmol photons:frs™ at
exponential as well as at stationary phase. Diffeirgerpretations could be done when CYN
production was normalized per®i€ells or per Chh content. However, the two strains
studieddid not present any statistical differences inrajfospermopsin (CYN) production
per cell or per Ché (L g) at different light treatments or between exgial and stationary
phases. These observations are important becawféents of light intensity on

cylindrospermopsin production by CYP011K and CYP®3€rains can be considered. A
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better definition on analysis of CYN production ®yraciborskiiis requested to explain the
physiology ofC. raciborskiiunder different environmental stimuli.

Key words:Cylindrospermopsis raciborskichlorophylta, cylindrospermopsin per cell,
cylindrospermopsin per Chlorophydl growth, light intensity.

Introduction

Cylindrospermopsigsaciborskii (Woloszynska) Seenaya & Subba Raju is a planktonic
nitrogen-fixing, bloom-forming, freshwater cyanotexaum. C. raciborskiihas become a
notorious cyanobacterium, due to its invasive capassociated to global warming and
being described worldwide (Hawkiesal, 1985; Dokulil & Mayer, 1996; Chapman &
Schelske, 1997; Padisak, 1997; Boetwl, 1999; Lago®t al, 1999; McGregor & Fabbro,
2000; Sakeet al, 2003; Briancet al, 2004; Mooreet al, 2004; Burforcet al, 2006;
Wiedneret al, 2007; Haandet al, 2008). The increased proliferation®@fraciborskiiis of
particular concern due to the ability to producerte (Haandest al, 2008). This species was
first associated with a human poisoning incidenPaim Island, Australia, in 1979 (Hawkins
et al, 1985). Subsequently, Ohtani and colleagues tifeeha potent hepatotoxic alkaloid
containing a cyclic guanidine named cylindrospersmoCYN) fromC. raciborskiistrains
(Othaniet al, 1992). Since 1992, several strain€ofaciborskiifrom Australia and Asia
have been frequently described as CYN producerst(al, 2001; Hawkingt al, 1997,
Sakeret al, 1999; Griffiths& Saker, 2003).

C. raciborskiican grow under different nutrient conditions, wdifferent sources of nitrogen
and low phosphate concentrations (Saker & Neil@A12Padisdk, 1997). Optimal growth is
reported at temperatures usually above 25°C (@& Saker, 2003; Masten, 2000). It also
has reported as shade-tolerant, low light intezsiind optically deep mixing are thought to
increase its dominance (Padisak, 1997; Padisakya®ds, 1998; Wiednegt al, 2007;

O’Brienet al, 2009). However, some authors have assumedrtlaffeérent water bodies
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there is not a strong correlation betwé&znmaciborskiibloom and CYN concentration
samples and furthermore associations between gramd CYN concentrations are variable
and unpredictable (Griffith& Saker, 2003).

Despite ofC. raciborskiihas described as adapted to low light intensitiesse cells have
acquiredadvantages both in low and high light isitiegs (Briancet al,, 2002). Blooms of

this species have occurred under unsteady ligahgities in Brazilian reservoirs from 14 to
830 pmol photons.ths® at 0.5 meters of deep (Boueyal, 1999; Bouvyet al, 2003). Light
intensity can be considered as growth and metabakgulator of phytoplankton species and
have major importance for regulating the dynamigsopulations ofC. raciborskii

(Reynolds, 2006; Wiednet al, 2007). Considering this observations, it isozsble to
admit light intensity as a regulator ©f raciborskiigrowth and its ability to produce toxins.
Although few studies have been developed to unaietsihe relation between light intensity
and CYN production b¢. raciborskiiin controlled conditions, results have revealetieo
contradictions.

This report was developed to extend the knowleddleeoeffects of light intensity on growth
and CYN production by tw€@. raciborskiistrains.

Materials and Methods

Strain maintenance and growth conditions

CYPO11K and CYPO30A. raciborskiistrains were used. These strains were kindly geali
by Dr. Andrew Humpage (Australian Water Quality @enAustralia) and confirmed as CYN
producers by high performance liquid chromatograHPLC) techniques. The strains have
been maintained in the culture collection at thbdratory of Cyanobacterial Ecophysiology
and Toxicology (IBCCF° - UFRJ). Nonaxenic batchurds of these strains were maintained
in ASM-1 medium (Gorhaet al, 1964) with aeration, at 24+2°C, with a 12 hdui3 cycle

and photon flux of 40umol photonsas® (provided by common day light fluorescent



76 lamps). The light in maintenance conditions andlirexperiments was measured with a

77 quanta sensor (QST-100 Box — Biospherical Instrumirc.).

78  Growth, Chlorophyll-a and CYN production

79 CYPO011K and CYPO30A strains were maintained aecdkffit high light intensities before

80 experimental tests to verify the highest light ndi¢y they could survive. Cultures of

81 CYPO11K maintained at light intensities above 100potons.rif.s* presented great

82 number of cell lysis. Same was occurred with CYR0a0light intensities above 348umol

83 photons.nf.s*(data not shown). According to these observatibastghest light intensity to
84 each strain has chosen. CYPO011K culture in statiophase was maintained in conditions
85 described above until the end of the exponentiabph This culture was then sub-divided to
86 be exposed to 40, 60 and 100umol photofistrover 5 generations. These adapted cultures
87 were used as inocula for experimental tests. Gagdturere initiated with approximately 1.0 x
88  10° cells per milliliter inoculated into 3-liter glagslloons (straight bottom) with 2 liters of

89 ASM-1 medium. Then, these cultures was expose® 6@ and 100umol photonsas?, at

90 24+2°C with a 12 hours of L:D cycle. Light and tesmggure reflect those that would be

91 expected in natural environments where severahciborskiipopulations are found. Same

92 procedure was performed to adapt and to do expetahest with CYPO30A strain. Light

93 intensities used in experiments with CYPO30A stwéme 100 and 348umol photonZ.st.

94  Each condition was performed in triplicate.

95 To determine cellular growth, samples were hargestery day during 12 days, under

96 sterilized conditions. A few milliliters of eachlewre was harvested and used to determine the
97 length of thirty cells, measured under light miamsy using an ocular rule. Filaments lengths
98 were measured on a Fuchs Rosenthal hemocytoméatgrarsocular rule during the same

99 period. The number of cells per milliliter was abtd from the total length of filaments

100 measured, divided by the average cellular lengtbw@h rates were calculated during the
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exponential phase and are presented as relativetgrate (1. day), estimated according to
Fogg& Thake (1987).

To determine chlorophyth (Chl-a) production, samples were harvested every 3 daysgl

12 days, under sterilized conditions. Ten millig¢®f each culture were filtered onto
borosilicate filter (13mm diameter — Millipore). #action of Chia was performed using
methanol (100%) added to filters during 30 min.-@lslbncentration was determined by
spectrophotometer method and calculated by thefuskackiney’s extinction coefficient
(Mackiney, 1941).

To determine CYN concentrations during the growghiqal, samples of 500mL were
harvested on theé"6day (exponential phase) and™@ay (early stationary phase) of all
cultures at different conditions.

CYN Analysis

Samples for CYN analyses were filtered onto a hibbcate filter (45mm diameter —

Millipore) and stored at -20°C until the momenH#LC analysis. After filtration, cells held
in filters were analyzed as intracellular CYN saegphnd media passed through filters were
analyzed as extracellular CYN samples. For inttalz@ CYN extraction, 20 mL of Milli-Q
water was added on the filters. Material was shd&e@ hours in a magnetic workbench
shaker and then centrifuged (30min, 10000g). Saents was added and passed through
octadecilsilan cartridges (Bond Elutdcregenerated with 20 ml of methanol (100%) and
equilibrated with 20 ml of ultrapure water (Milli)QThe cartridges were eluted with 40 ml of
Milli-Q water (Li et al, 2001, modified method). Eluted fraction was heelried,
ressuspended in 2 ml of Milli-Q water, filteredd5 pm nylon filters (13mm — Millipore)
and analyzed by HPLC according Welker's method @&fedt al, 2002). Samples of
extracellular organic matter released to culturelioma were freeze-dried and toxin extraction

was performed by the same procedure describedtfacellular samples.
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Intracellular and extracellular CYN were analyzgoabShimadzu HPLC system using a
silica-base reversed phase column (125mm x 4.0mm, Richrospher 100 RP 18) with a
photo-diode array detector. The chromatographiditimms were: mobile phase — gradient of
0-50% water:methanol trifluoroacetic acid (TFAQ®%, V/V). CYN was detected at 262
nm, and quantification was based on an externatargspermopsin standard curve. The
standard was kindly provided by Dr. Wayne W. Catrag (Wright State University, USA).
Statistical analysis

Data were expressed as mean values + standard ®@EprData for each experimental
variable were tested for normality. Differences agnetandard deviations were determined
using Kolmogorov and Smirnov’s test and Barlett'stf respectively. As these data were
classified as nonparametric, ANOVA was performedgighe Kruskal-Wallis (KW) test for
multiple comparisons of CYP0O11K strain. Dunn’s teas used to determine the specific
differences between two treatments of CYPO11K strEihe nonparametric Mann-Whitney
U-test was performed to determine specific diffeeenbetween CYPO30A treatments. For
specific comparisons of CYN production between tifterent phases of growth (exponential
and stationary phase), the nonparametric Mann-\@hithtest was performed for both
strains. All tests were performed with significardé®5% (p<0.05) using the GraphPad Instat
3.0 application.

Results

Cellular growth

In all light treatments, cells of both strains havewn exponentially until'day (Figs 1, 2).
Relative growth rates calculated during exponeipligse are presented in table 1. CYP011K
strain presented the highest growth rate at 100l phuons.nf.s* (KW test; p<0.05).

Despite CYP 030A strain maintained under 348 prhotgns.nf.s* presentettighest value
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of growth rate than cells maintained at 100 pmaitphs.n?.s?, any statistical difference was
observed (U-test; p>0.05).

Chlorophylta variation

Chl-a content were normalized to l€ells (Figs 3, 4). CYPO011K strain cells at 40pmol
photons.nf.s* showed significantly highest Gllconcentration, after5day (KW test;
p<0.05). Concentration of Glalin CYPO11K strain cells was duplicated during griowf
cells at 40 and 60umol photon&s* (Fig 3). However at the highest light intensity
(100umol photons.ihs®) Chl-a concentration has not presented prominent vangf 3).
There was also no variation on the @Rdoncentration in CYPO30A cells during growth at
100 as well as 348 pmol photong.st* (Fig 4) and no significantly difference was obsetv
between the two treatments (U- test; p>0.05). Nleedrss, comparisons of Gal
concentration between the two strains at 100 pmolgns.nt.s* disclosed that at early
stationary phase {Band 13' days) CYP011K strain presented double of-&ptoduction
(Table 2; U-test; p<0.05).

Effect of light intensity on CYN production

The extracellular CYN contents were no measurataéies were below the detection limit
(0.02 ug) of the utilized method.

Intracellular CYN were normalized to 46ells and Chh. CYN variation per cells between
two different phases of growth was observed onl@¥P011K strain at 40 pumol photons.m
25! (U-test, p<0.05) when the concentration decreaé® Xrom the &' to the 12% day (Fig
5). Interestingly, increase in CYN content per-@hVvas observed in the same strain at
stationary phase, at 100 pmol photon&sf(Fig 6) (U-test, p<0.05). However, at 100 pmol
photons.rif.s*, CYPO30A (Figs 7, 8) presented a clear tendeneydecrease in CYN

content per cell as well per G&] in stationary phase.
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Tendency to a negative correlation between CYN getdn per cell and light intensity at
exponential and at stationary phase was observ€ R011K strain (Fig 5; KW-test,
p>0.05). However, this interpretation changes WB¥N content was normalized per Gl
(Fig 6). CYN content was reduced only at 100 pntwitpns.nf.s* (KW-test, p>0.05), at
exponential phase and a positive relation betwedN €ontent and light intensity was
observed at stationary phase (KW-test; p>0.05 &@d0®, respectively).

While an increase in CYN content was observed elts ¢Fig 7), in CYPO30A strain, at
stationary phase, at 348 umol photori§sh, it was not possible to observe this behavior
when CYN content was normalized per @hin this condition (Fig 8; U-test, p>0.05).
CYPO30A strain presented a tendency to a negatlation between CYN production per cell
and light intensity only at exponential phase (EidJ-test; p>0.05). When CYN content was
normalized to Chh, CYPO30A strain presented tendency to negativeetairon with light
intensity at exponential and at stationary ph&sg §; U-test; p>0.05).

Significant differences between productions of Ch¥Ntwo strains ofC. raciborskiiwere
observed in same light intensity (100 umol photoifss?). At exponential phase, CYN
production per cell was 2.1 times higher in CYPOZXi#ain than CYPO30A strain (U-test;
p<0.01). At stationary phase, CYN production pdrwas 2.8 times higher in CYP011K
strain than CYPO30A strain (U-test; p<0.01). Whemmalized CYN production per Gl
content, these differences were less evident.ditostary phase, CYN production per &hl
in CYPO11K strain was 1.6 times higher in CYPO11tgia than CYPO30A strain (U-test;
p<0.05). An inversion was also observed at expaalguitase, CYN production per Calin
CYPO30A strain was 1,065 times higher in CYPO1Ihdistthan CYPO30A strain (U-test;
p>0.05).

Discussion



198 According some reports from laboratory and envirental studiesC. raciborskiihas been
199 described with optimal growth in 121 and 240pmadtphs.n¥.s* (Dokulil & Mayer, 1996),
200 80 pmol photons.ihs® (Padisak, 1997; Brianet al, 2004) or 118 pmol photonsas*

201 (Sakeret al, 1999). At light intensities from 6 to around 4060l photons.M.s* and

202 temperature around to 45, a range of growth rates from 0.33 to 1.23 divisiay-1 was

203 reported (Sakeet al, 1999; Saker & Griffiths, 2000; Sak&rNeilan, 2001; Moisandeat al,
204 2002; Neilaret al, 2003; Brianckt al, 2004). Most of the times, growth rate measurdmen
205 are calculated by optical density (OD) of cellsrashomes, Chh or biomass basis (Saketr
206 al., 1999; Moisandeet al, 2002; Briancet al, 2004, respectively).

207 Additionally, a study performed by Saker and cdiess showed that at high light intensity
208 (433 pmol photons.ins™) two strains ofS. raciborskiidecrease their growth rates (Sager
209 al., 1999), also Briand and colleagues observedl iraciborskiistrains from tropical as well
210 as temperate environments the decrease in groveh aalight intensities higher than 200
211 pmol photons.M.s* (Briandet al, 2004). However, Wiedner and colleagues demaestr
212 thatC. raciborskiirequires light intensities from 80 t0120 umol phmt.n.s* for maximal
213 growth, but this cyanobacteria is able to growlatost maximum rates at light intensities up
214 500 ..is able to achieve the maximum grow ragrabst 500 pmol photonsfis?, which
215 indicates a high light tolerance. These reportsatesirated that. raciborskiiis able to grow
216 atlow as well as high light intensities and diffieces of growth rates are strain specific. In
217  our study, relative growth rate found during exptrad phase of CYP011K strain increased
218  with higher light intensity used (100 pmol photoné.s*, Table 1). Additionally, there were
219 differences in growth between the t@oraciborskiistrains studied , at this light intensity
220 (Table 1). These results confirm growth rate€imaciborskiicould be strain specific.

221 C. raciborskiiis able to migrate to deep layers of water dudeégresence of gas vacuoles

222  (Shafik, 2003). This ability could give an advargagC. raciborskiidue to their possibility
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to find the best light intensity for their growthany depth because is possible explore
different light intensities in layers of water. Alghis species could be probably an efficient
light capturer and could survive in conditions @ivllight intensities (Padisak, 1997) and Chl
a production can be sufficient to maintaining tiggiowth. The increase of Ghlin

CYPO11K strain cells at 40 and 60 pmol photorfssthis expected since at very lower light
intensity Chia levels need to be increase for the efficiencygifticapture. High light
intensities energy is sufficient to keep growth anthis situation is expected no increment in
Chl-a production, as showed in CYPO11K cells exposetDfbpmol photons.ins™.

Moreover, despite no significant differences obedrin Chia concentration in CYP0O30A
strain, the average of these concentrations wegteshi(U-teste; p>0.05) in cells exposed to
highest light intensity (348 umol photon& s, Fig 4). This behavior is expected because at
on longer time scale, the order of days, exposuhegh light intensities may increase primary
production, due to an increase in the number ofggymthetic units (O Briept al, 2009),

that can be measured by &htoncentration. However, reports of €&hproduction per cells

of C. raciborskiiare deficient. Generally, data are present inogi@m per liter of culture or
of environmental samples and better comparisona@rpossible.

In cultures, growth phase Gf raciborskiiis important because CYN at different
environmental stimuli could be differentially pramhd at exponential or stationary phase
(Hawkinset al, 2001). Negative relation between growth and @é@x cell dry-weight was
reported to four Australian strains (GriffitesSaker, 2003). Dyble and colleagues described
higher intracellular CYN concentrations per @hin aC. raciborskiistrain maintained in
nitrogen-free medium, at several light intensi@s, 75, 53 or 140 pmol photons?rsY),

from 8 to 16 days of which indicate that CYN accueion in cells after 16 days culturing
(Dybleet al, 2006). Moreover, authors found high CYN concatndn in cultures of &.

raciborskii strain maintained at 140 umol photon$.st, light intensity where cells presented

10
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266

267

268

269

270

271

272

lower growth rate (measured by &hper litter) and assumed that light regulation ¥NC
concentrations is not strictly a function of théeet of light on growth rate. We did not
observe a significant tendency to an increase credse of CYN per cell or per Galcontent
in different stages of growth on the two strainglgtd . However, Dyblet al, (2006) did not
present growth curves of the studied strain, gribt possible to decide which growth stage
each time represent. Nevertheless growth ratey®0T1K and CYPO30A strains are
positively influenced by light intensities (p<0.86d p>0.05, respectively). Higher growth
rates were found in high light intensities (CYPO1dtkain — 100 pmol photonshs™;
CYPO30A strain — 348 pmol photons’rs*) and lower values of CYN concentration, as
normalized per Chkh as per cell was measured at exponential phasé{8)gwhich is in
disagreement to Dyble and colleagues’ hypothesis.

The relation between CYN production and light isignhas already been investigatedin
raciborskii strains. In a revision, Griffiths and Saker (206Bcussed that despite

raciborskii cells couldgrow better at light intensities between 50 and 16®| photons.M.s

! highest CYN cellular content was obtained in kiglight intensities , suggesting a positive
relation between CYN production and increase ihtligtensity. Dyble and colleagues also
described a linear relation between light intenang intracellular CYN production per Gal
content (light from 18 t0 75 umol photon& ) in 8 as and 16 days of culturify

raciborskii strain of grew in nitrogen-free medium (Dyleteal, 2006). Contrary of these
observations above, our results demonstrated ateledency to a negative relation betweem
CYN production per cell and light intensity at exeatial and stationary phase of growth of
CYPO11K strain. The same was observed at expohghigge of growth of CYPO30A strain.
Cells grew in nitrogen-free medium presented higlues in CYN content (on a cell dry-
weight basis) if it was compared with cells grewmadium with nitrogen source (Sak&r

Neilan, 2001; Griffiths& Saker, 2003). Therefore, different interpretatdi€YN production

11
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293

294
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297

by C. raciborskiicould be observed when using medium with or withwimogen source and
our results are not comparable to Dyble and colleagesults.

Otherwise, when our CYN production data was norredlito Chla content there was no
clear relation between toxin production and ligitensity on CYPO11K strain. The lower
average values of CYN production per @hivas observed at extremes light intensity in
different phases of growth in this strain (exporamthase-100 pmol photons’s® and
stationary phase-40 pmol photon%.8T; Fig 6), which indicate no relation with light
intensity and CYN production. The interpretatiors lschanged in CYN production per &l
content in CYPO30A, that which a negative relati@tween increment in light intensity and
CYN production at exponential as well as station@rgise of growth (Fig 8). Results clearly
demonstrated that depending on data normalizati@¥Y® production, different
appointments assessment can be done to explagfféoe of light. However, another
consideration about our results need be considérezhch strain studied, data of light effects
on CYN production obtained did not present anyisttaeal difference. At the time, possible
no influence of light intensity on the two strastsdied must be considered.

Difference in CYN production by sevei@l raciborskiistrain was reported (Saker & Neilan,
2001; Griffiths & Saker, 2003). Neilan and colleag found three separated phylotipe€ of
raciborskii strains in Australian, European and North/Southefican based in 16S r RNA
gene nucleotide sequences (Neiaml, 2003).Chonudomkul and colleagues related that
toxin production by twenty-fou€. raciborskiistrain was polyphyletic when analyzed from
similarity in short tandemly repeated repetitivgsences (Chonudomkat al, 2004).
Recently, Stucken and colleaguesshowed no cowelagtween toxic phenotypes and
phylogenetic association in the Australian strgBtsickeret al, 2009). Results of these
previously studies revealed that different strah€. raciborskiican produce different toxin

content. Production of CYN by the two strains staldshowed significantly different values

12
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322

of CYN (U-test; p<0.01) at a same light intensity00 pmol photons.ths® (Figs 5-8).
CYPO011K strain produced more 52.67% of CYN per ttelh CYPO30A at exponential
phase. At stationary phase this strain producea®4:31% of CYN per cell than CYP0O30A
strain. These data is in agreement with the elsens already discussed because two
different Australian strains produce significardifferent CYN content. Despite the two
strains are from Australia environments, therefreld be th same phylotipe (Neilabal,
2003), the different production of CYN confirm thiaere is no correlation between toxic
phenotypes and phylogenetic association in therAliesh strains (Stuckeet al, 2009) and
these two strain are perfectly separable in diffepdysiology types. In a last analysis, the
fact of the two strains be separated in differdryismology types, could be explained based in
strain specific ability of primary production (O'iBnet al, 2009). At 100 umol photons.m
2s'CYPO11K strain presented twice times more-&fing.10° cells) than CYPO30A strain,
at exponential and stationary phase (Table 4hisfhigher Chia production by CYP011K
strain could confer higher primary production, thlisain could be present higher growth,
consequently higher CYN production (U-test, p<0.0&)n those observed in the CYPO30A
strain.

It also becomes clear that real significance dftligtensity on CYN production continues
obscure and contradictory. Improve studies on whffelight intensities, with different CYN
producer strains looking for a possible light cohtm molecular control of CYN production
IS necessary. Moreover, our observations on difitsficem to analyzing results, clearly
demonstrate variations in interpretation®fraciborkii behavior in culture could be
adopted, depending to which data (e.g.: cells draCwvill be used to interpreting CYN
production. Our observation showed that differeaywf presenting and normalize the results
may lead to diverse interpretations. The improvkemawledge about production of CYN by

C. raciborskiistrains request a better definition to interpretatiata, and this aspect could be
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crucial for determination of physiology behavior@fraciborskiiat different environmental
stimuli.
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424  Table 1 — Growth rates @. raciborskiicells exposed to four different light intensities

425

426

Strain Treatmerit u.day™®@
40 0.313 +0.04
60 0.477 +0.03
CYP 011K
100 0.524 +0.02
100 0.393+0.03
CYP 030A 348 0.375+0.12

"Data are presented with average + standard devigti3).?y is relative growth.day 3

Light intensity in umol photons.fas™.
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427

428

429

Table 2- Values of Cka production byC. raciborskiiafter 9and 12ays of treatmeht

Time

Treatment
Strain 9 12

40 0.324 +0.01 0.310 +0.02

60 0.291 +0.01 0.251 +0.03
CYP 011K

100 0.234 £ 0.01 0.210 +0.02

100 0.113 +0.02 0.108 +0.05
CYP 030A 348 0.277 £0.11 0.305 +0.12

'Data are presented with average of the iycHis + standard deviation (n=3)ays.’Light

intensity in pmol photons.fs®
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430 Table 3 — Values of CYN production I8 raciborskiiat different phases of growth

ng.10 cells ng.pg Chh
Strain Treatmefit
6° 12° 6° 12°
24.687 + 92.033 + 54,764 +
40 17.538 + 3,06
9.51 30.68 4.56
18.853 + 94.118 + 72.566 +
CYP 011K 60 16.524 +1.16
6.00 23.29 11.98
12,112 + 71.175 +
100 14.189 £+ 2.44 48.946 + 3.51
0.55 15.57
5731 52,174 + 45.372 +
100 5.065+1.04
1.40 23.90 5.68
CYP 030A
3.179 + 18.371 18.13 22.216 +
348 5.369 + 2.199
0.67 + 6.41

431 'Data are presented with average of CYN = standavihtion (n=3)7°Values in day.
432 “Exponential phaséStationary phaséLight intensity in umol photons.fas™.

433
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434

435

436

437

438

439

Table 4 — Ratio between tv@ raciborskiistrainsChlorophylta concentratiohduring

growtt’.

Time’ Ratid’

0 1,451 £ 0,40
3 1,492 £ 0,24
6 2,279 £ 0,16
9 2,059 £ 0,40
12 1,884 +0,35

'Data are presented with average of-&lsbncentration YN # standard deviation (n=3).

“Cells maintained at 100 pmol photonZ.gt. 3 Time in day.’Ratio was determined by

dividing CYPO011K Chia concentration by CYP0030a Galconcentration.
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447
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449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

Figure 1 - Growth curves @. raciborskii(CYP011K strainkells exposed to three different
light intensities. The error bars are standardrerfia=3).

Figure 2 - Growth curves @. raciborskii(CYPO30A strainkells exposed to two different
light intensities. The error bars are standardrerfia=3).

Figure 3 - Chlorophyhk variation inC. raciborskii(CYP011K strain) cells exposed to three
different light intensities. The error bars arenstad errors (n=3).

Figure 4 - Chlorophyia variation inC. raciborskii(CYPO30A strain) cells exposed to two
different light intensities. The error bars arenskad errors (n=3).

Figure 5 - Cylindrospermopsin variation in°t@lls ofC. raciborskii(CYP011K strain)
exposed to three different light intensities. Dag &@xponential phase; day 12 is stationary
phase. The error bars are standard errors (n=3).

Figure 6 - Cylindrospermopsin variation per pg-@lf C. raciborskii(CYP011K strain)
exposed to three different light intensities. Dag &@xponential phase; day 12 is stationary
phase. The error bars are standard errors (n=3).

Figure 7 - Cylindrospermopsin variation in°t@lls ofC. raciborskii(CYPO30A strain)
exposed to three different light intensities. Dag éxponential phase; day 12 is stationary
phase.The error bars are standard errors (n=3).

Figure 8 - Cylindrospermopsin variation per pg-@lf C. raciborskii(CYPO30A strain)
exposed to three different light intensities. Dag éxponential phase; day 12 is stationary

phase. The error bars are standard errors (n=3).
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Anexo 5

AS 10 PERGUNTAS MAIS FREQUENTES SOBRE A QUALIDADE D A AGUA: O
QUE VOCE NAO PODE DEIXAR DE SABER.

Azevedo, SMFO, Carneiro, RL. Espaco Ciéncia Viva.
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Milhares de Livros para Download:
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Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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