Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Animal

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Avaliacao da expressao de genes
envolvidos na sintese de microcistinas
em cianobactérias toxicas sujeitas a

diferentes intensidades de luz

Daniel Fernando da Fonseca Salvador

Dissertacao

Mestrado Biologia Humana e Ambiente

2014



Universidade de Lisboa
Faculdade de Ciéncias

Departamento de Biologia Animal

LISBOA

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

Avaliacao da expressao de genes
envolvidos na sintese de microcistinas
em cianobactérias toxicas sujeitas a

diferentes intensidades de luz
Daniel Fernando da Fonseca Salvador

Dissertacao

Mestrado Biologia Humana e Ambiente

Esta dissertacao foi orientada por:

Doutora Elisabete Valério

Laboratorio de Biologia e Ecotoxicologia - Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge
Prof.2 Doutora Deod4lia Dias

Departamento de Biologia Animal — Faculdade de Ciéncias - Universidade de Lisboa

2014



instituto Nacional de Salde

~Doutor Ricardo Jorge

Bloom de cianobctérias na Albufeira de Patudos.
Jornal Publico, Marisa Soares, 09-09-2014.

Trabalho realizado no Laboratério de Biologia e Ecotoxicologia do

Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge.
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As cianobactérias sdo um grupo de microrganismos fitoplanctonicos,
procariotas unicelulares, aerdbios e autotroficos. Encontram-se difundidos numa ampla
variedade de habitats, ainda assim, sdo especialmente comuns em ambientes de 4gua
doce. A maioria das espécies existe normalmente em baixas concentragdes no
ambiente, no entanto, quando as condicdes ambientais sdo favoraveis, as células
podem proliferar massivamente, levando a formacéo de florescéncias (blooms). Os
blooms sdo um problema bastante actual e crescente em todo o mundo, dado que por
vezes podem ser tdxicos e causar intoxicacdes e até a morte. A sua toxicidade resulta
da capacidade que algumas espécies de cianobactérias produzirem toxinas. Dos
varios grupos de cianotoxinas, as hepatotoxinas sdo umas das que mais
frequentemente estdo relacionadas com intoxicagfes. Deste grupo, as microcistinas
sdo0 as mais comuns em corpos de agua doce portugueses. A crescente
consciencializagdo dos seus riscos tem resultado em varios estudos para
compreender o seu mecanismo de sintese e os factores que podem regular/influenciar
0 mesmo. A sintese das microcistinas é nao ribossomal, a partir de um mecanismo
caracteristico de tio-molde, e utilizando complexos multienziméticos codificados pelos
genes mcy. Relativamente aos factores regulatérios, diversos estudos tém vindo a
demonstrar que os factores ambientais podem induzir alteragbes na
concentracao/producao de cianotoxinas, designadamente o] pH, a
concentracdo/proporcdo de nutrientes, a temperatura e a intensidade de luz. No
entanto a informacédo existente ndo é consensual.

Assim, este estudo tem como objectivo principal avaliar a influéncia da
intensidade de luz na transcricdo do gene mcyA e correspondente producdo de
microcistina em diferentes cianobactérias toxicas. Simultaneamente pretendeu-se
avaliar a influéncia das diferentes intensidades de luz na taxa de crescimento e ainda
avaliar diferentes genes de referéncia para a normalizagdo da expressdo génica,
obtida em RT-qPCR.

Foram utilizados dois isolados produtores de microcistina - Microcystis
aeruginosa (LMECYA 7) e Planktothrix agardhii (LMECYA 256). As culturas foram
expostas durante 18 dias a trés diferentes intensidades de luz (4, 20 e 30 pmol de
fotdes m?s™) a uma temperatura de 20 + 1°C. Diariamente recolheram-se amostras
para avaliar o crescimento das culturas, através da medicdo da densidade Optica. Em
cada fase do crescimento colheram-se também amostras (trés vezes) para efectuar a
contagem celular, quantificacdo das microcistinas pela técnica de ELISA e extraccdo

de RNA. Neste trabalho foi avaliada a expressdo do gene mcyA pertencente ao cluster
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mcy, por RT-gPCR. Para além disso, foram ainda estudados genes de referéncia
(rRNA 16S, gltA e rpoC1).

Verificou-se uma correlagéo entre a taxa de crescimento e a intensidade de luz,
quer em M. aeruginosa, quer em P. agardhii. As taxas de crescimento em ambas as
espécies foram menores a 4 umol de fotdes m?s™ e maiores a 30 umol de fotdes
m?s™. As diferencas foram mais acentuadas entre o crescimento na intensidade de
4 pymol de fotdes m? s™ e o crescimento nas intensidades de 20 e 30 ymol de fotbes
m?s™. Ja entre estas Ultimas duas intensidades a taxa foi bastante semelhante. O
efeito das diferentes intensidades de luz foi mais acentuado em M. aeruginosa do que
em P. agardhii.

As concentracdes de microcistina por célula em M. aeruginosa foram
semelhantes entre intensidades de luz, sobretudo nas duas primeiras fases do
crescimento. Apenas na fase estacionaria as concentragbes de toxina diferiram
consideravelmente, tendo a maior producdo ocorrido a 30 umol de fotdes m?s™ e a
menor a 4 umol de fotdes m?s™. Em P. agardhii houve maiores diferencas na
concentracdo de microcistina por célula entre intensidades de luz e fases do
crescimento. A maior produgdo ocorreu a 4 pmol de fotdes m? s™ na fase estacionaria
e a menor a 20 pmol de fotdes m? s™ na fase exponencial de crescimento.

Relativamente a estabilidade dos genes de referéncia, o gene rRNA 16S foi o
menos estavel em M. aeruginosa, mas o mais estavel em P. agardhii, tendo em conta
os algoritmos geNorm e NormFinder. O gene rpoCl foi o mais estavel em
M. aeruginosa e o menos estavel em P. agardhii, tendo em consideragcdo os mesmos
algoritmos. Usando o algoritmo BestKeeper, o gene gltA foi classificado como o mais
estdvel em ambas as espécies. Utilizaram-se assim os genes rpoCl e gltA em
M. aeruginosa e os genes rRNA 16S e gItA em P. agardhii na normalizacdo da
expressao do gene mcyA.

A expressao do gene mcyA nas trés fases do crescimento em M. aeruginosa foi
sempre significativamente diferente entre a intensidade 4 umol de fotdes m? s™ e as
intensidades de 20 e 30 ymol de fotbes m~ s?, sendo gue entre estas duas Ultimas a
expressao foi semelhante. A maior expressédo deu-se na intensidade de 4 ymol de
fotbes m? s*. Em P. agardhii, apenas nas duas Ultimas fases do crescimento a
expressao do mcyA foi significativamente diferente entre as vérias intensidades luz.
Nas duas ultimas fases, o0s niveis de expressdo de mcyA nas intensidades de 20 e 30
umol de fotdes m? s foram inferiores ao nivel de expresséo a 4 ymol de fotdes m? s™.
J& entre as duas intensidades de luz mais altas a expresséao foi muito idéntica.

A andlise da evolucdo temporal da expressdo do gene mcyA em cada

intensidade de luz mostrou que em M. aeruginosa, de uma forma geral, a expresséo

Pagina | iv



Sumario

variou sobretudo entre a fase de adaptacdo e a fase exponencial de crescimento. Os
niveis de expressao foram maximos na fase de adaptacdo nas trés intensidades de
luz. Em P. agardhii, os niveis de expressdo de mcyA ao longo do tempo ndo variaram
igualmente nas trés intensidades de luz. Ainda assim, a maior expresséo observou-se
na fase exponencial de crescimento.

N&o se verificou correspondéncia entre a expressao génica e a quantidade de
microcistina efectivamente produzida por célula em nenhuma das espécies, pois as
alteragcbes verificadas na expressdo de mcyA ao longo do tempo ndo foram
acompanhadas por variacbes no mesmo sentido da quantidade de microcistina por
célula.

Conclui-se assim, que as intensidades de luz testadas influenciaram tanto o
crescimento, como a produgdo de microcistina, como a expressdo do gene mcyA,
ainda que de forma diferente em M. aeruginosa e P. agardhii. Revelando que ainda ha

muitas questdes em aberto que necessitam de ser esclarecidas em estudos futuros.

Palavras-chave: Microcystis aeruginosa; Planktothrix agardhii; intensidade de luz;

microcistina; gene mcyA; RT-gPCR
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Abstract

Cyanobacteria are phytoplanktonic organisms widely occurring in freshwaters,
being frequently associated with the production of toxins, namely microcystins.
Microcystins are produced non-ribosomally, by a multienzyme complex (mcy genes). It
is believed that environmental factors such as pH, temperature, concentration/ratio of
nutrients and light intensity can influence toxin production. The aim of this study was
assess the influence of light intensity, in the transcription of the mcyA gene and
corresponding production of microcystins in toxic isolates of Microcystis aeruginosa
and Planktothrix agardhii.

For that purpose, cultures were exposed to three different light intensities (4, 20
and 30 pymol photons m™ s™) for 18 days at 20 + 1°C. The growth was followed daily
by measuring the optical density. At each growth stage samples were collected for cell
counting, microcystins quantification by ELISA and RNA extraction. The level of
transcripts was quantified by RT-gPCR and the relative expression determined using
three reference genes, rRNA 16S, gltA and rpocl. The most stable reference genes in
M. aeruginosa were rpoC1 and gltA whereas in P. agardhii were rRNA 16S and gltA.

There was a correspondence between the growth rate and intensity of light in
M. aeruginosa and P. agardhii. The growth rates for both species were smaller at 4 and
greater at 30 pmol photons m? s™. The microcystin concentration per cell was similar
among light intensities and over time in M. aeruginosa, while in P. agardhii the
concentration was higher in the stationary phase at 4 pmol photons m? s™.

There were differences in the expression of mcyA between the two species. In
M. aeruginosa, the highest levels of expression occurred at 4 umol photons m™ s in
the adaptation phase, whereas for P. agardhii it was at 4 umol photons m™ s™ in the
exponential growth phase. The mcyA expression was influenced by light intensity and
growth phase. There was no association between gene expression and the quantity of
microcystin produced per cell in any of the species.

Our results indicate that the light intensities tested influenced the growth,
microcystin production and mcyA expression levels, although differently in M.

aeruginosa and P. agardhii.

Keywords: Microcystis aeruginosa; Planktothrix agardhii; light intensity; microcystin;
mcyA gene; RT-gPCR
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1.1. Biologia e habitat das cianobactérias

As cianobactérias apareceram acerca de 2-3 bilides de anos. Acredita-se que
tenham sido dos primeiros organismos fotossintéticos e 0os grandes responsaveis pelo
aparecimento do oxigénio na atmosfera terrestre (Hedges et al., 2001; Rasmussen et
al., 2008).

Originalmente foram classificadas como algas verdes-azuladas ou Cyanophyta
juntamente com as algas eucariéticas no Cédigo de Nomenclatura Botanica (Gupta et
al., 2013; Lee, 2008). Actualmente sabe-se que sdo um grupo de microrganismos
procariotas unicelulares, aerébios e autotroficos, com uma estrutura de gram
negativos, embora alguns géneros apresentem uma camada de peptidoglicanos mais
espessa do que seria espectavel neste grupo (Gupta et al., 2013; Hoiczyk & Hansel,
2000; Whitton & Potts, 2000).

Ao contrario das microalgas eucaribticas, as cianobactérias ndo apresentam
organelos associados a membranas, nem membrana nuclear. Os pigmentos
fotossintéticos como a clorofila a, carotendides, aloficocianina, ficobilinas e ficoeritrina
encontram-se nos tilacéides que, por sua vez, se encontram dispersos no citoplasma

perto da periferia da célula (Figura 1) (Mankiewicz et al., 2003).

Granulos de Regido boxi snulo d
glicogénio Nucleoplasmatica Carboxissomas Gréanulo de

cianoficina

Granulo de
polifosfato

Tilacéide

Ficobilissoma

Vesicula Gasosa Membrana Camada de Membrana  Parede Celular
L Citoplasmética Peptidoglicano Externa de 4 camadas,

1
Envelope Celular

Figura 1 — Representagdo esquematica de uma célula vegetativa de uma cianobactéria. (Adaptado de
Churro et al., 2012a.)

Estes organismos fitoplanctdénicos encontram-se difundidos numa ampla
variedade de habitats, podendo viver com sucesso em ambientes extremos
(Mohamed, 2008). Ainda assim, sdo especialmente comuns em ambientes de agua
doce, salgada ou salobra, onde podem crescer na coluna de &gua (cianobactérias

planctonicas), associadas a outras algas ou ligadas a substratos (cianobactérias
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benténicas) (Quiblier et al., 2013; Martins et al., 2005). Normalmente a maioria das
espécies existe em baixas concentracdes nestes ambientes, no entanto, quando as
condicdes ambientais sdo favoraveis, as células podem proliferar massivamente,
levando a formacéo de florescéncias ou blooms que se podem prolongar por tempo
indeterminado (Figura 2) (Quiblier et al., 2013).

-

Figura 2 — Fotografias de um bloom de cianobactérias na Albufeira de Salvaterra de Magos. (Fotografias
de Catarina Churro.)

1.2. Blooms e factores ambientais favoraveis a sua formacao

Os primeiros blooms foram descritos ha mais de 130 anos (O’Neil et al., 2012),
mas continuam a ser um problema bastante actual e crescente em todo o mundo, quer
em ambientes de agua doce, quer em ambientes marinhos (Ismael, 2012; Paerl et al.,
2011; Sotero-Santos et al., 2006). Em Portugal, o clima mediterranico é favoravel a
formacéo de blooms, desde do inicio dos anos 30 que a presenca de cianobactérias €
relatada (Bellém et al., 2013; Vasconcelos, 1999). E comum encontrar-se
cianobactérias toxicas em lagos, por exemplo, na regido centro, entre Aveiro e
Figueira da Foz ou Mira e Quiaios, em reservatorios de agua doce e em grandes rios
de fluxo lento, como o Minho, Douro, Tejo ou Guadiana (Vasconcelos, 1999;
Vasconcelos, 2006).

Os blooms sédo vulgarmente formados por géneros de cianobactérias como
Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis, Planktothrix e Nodularia (Gupta et al., 2013;
Kahru et al., 2000; Ngwa et al., 2014). No nosso pais, 0s géneros mais comuns sao
Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis e Planktothrix (Bellém et al.,, 2012,
Vasconcelos, 1999).

Nos ultimos anos tem-se procurado identificar quais os factores ambientais que
contribuem para o aparecimento e expansao global dos blooms de cianobactérias. Dos
diversos estudos realizados, os principais factores que mostraram estar envolvidos no

desenvolvimento de blooms sao: a temperatura da agua, a exposicdo a luz e o

Pagina | 3



1. Introducéo

aumento da concentracdo de nutrientes dissolvidos na agua, como apresentado na

Figura 3 (Ismael, 2012; Merel et al., 2013).

Alteracdes
climaticas
‘Temperatura| ‘ Nutrientes \
Crescimento

massivo

Luz

Cianobactérias
presentes na
agua

Figura 3 - Factores ambientais preponderantes na formacg&o de blooms. (Adaptado de Merel et al., 2013.)

As variagbes na temperatura da agua afectam fortemente as taxas de
crescimento das comunidades naturais de fitoplancton. No actual contexto de
alteracdes climaticas, o aumento da temperatura torna-se bastante importante, pois
enguanto as taxas de crescimento de fitoplancton de agua doce tendem a estabilizar
em temperaturas mais elevadas (iguais ou superiores a 20°C), as taxas de
crescimento de muitas cianobactérias tende a aumentar, traduzindo-se
conseguentemente numa vantagem competitiva (Bartram et al., 1999; Merel et al.,
2013; O’Neil et al.,, 2012). Para além da influéncia nas taxas de crescimento, o
aumento da temperatura pode ainda provocar mudancas nas caracteristicas fisicas
dos ambientes aquaticos (aumento da frequéncia e intensidade da estratificacdo da
coluna de agua, e diminuicdo da viscosidade da mesma) favoraveis ao
desenvolvimento massivo das cianobactérias (O’Neil et al., 2012; Paerl et al., 2011).

Quanto a exposicdo a luz, as cianobactérias requerem baixas intensidades
para o crescimento, ao contrario do que acontece com as algas, pois as primeiras sdo
capazes de produzir pigmentos acessoOrios para absorver a luz de forma mais
eficiente. As cianobactérias podem, assim, crescer muito mais rapidamente e com
menos luz do que o restante fitoplancton (Churro et al., 2012a). Em particular, as
pertencentes ao género Planktothrix sdo bastantes sensiveis a altas intensidades de
luz, acima de 180 pmol de fotdes m? s™ o seu crescimento é inibido (Mur et al., 1999).

Habitam geralmente em lagos rasos e turvos, distribuindo-se homogeneamente ao
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longo da coluna de agua (Dittmann & Wiegand, 2006). Ja as do género Microcystis
sdo menos sensiveis as altas intensidades de luz do que as do género anterior,
vivendo preferencialmente em corpos de 4gua com uma profundidade superior a trés
metros e movimentando-se verticalmente ao longo da coluna de agua, como forma de
estarem expostas as melhores intensidades de luz para 0s seus processos vitais
(Dittmann & Wiegand, 2006; Mur et al., 1999). As espécies formadoras de col6nias
neste género mantém-se na maior parte do tempo proximas da superficie da agua
(onde as taxas de fotossintese sdo mais elevadas), acumulando-se e originando
consequentemente densas espumas (Dittmann & Wiegand, 2006; Mur et al., 1999).

Por fim, o aumento da concentragdo de nutrientes dissolvidos na &gua
(principalmente o fésforo e o azoto), associado geralmente ao processo de
eutrofizacdo, leva frequentemente a mudancas na comunidade fitoplanctonica,
colocando as cianobactérias numa posicdo dominante sobre as restantes
comunidades (Merel et al., 2013; O’Neil et al., 2012). A dominancia das mesmas
resulta da sua maior afinidade para a captacdo de azoto e fésforo disponivel no
ambiente, relativamente a outros organismos fotossintéticos aquaticos, existindo
inclusivamente espécies que desenvolveram células especializadas na fixacdo de
azoto — heterocistos. Algum do fésforo captado pode ainda ser armazenado (Chorus &
Mur, 1999; Churro et al., 2012a; Paerl et al., 2011; Whitton & Potts, 2000). A baixa
razao entre as concentracdes de azoto e fosforo no meio também pode favorecer o
desenvolvimento de blooms, uma vez que as razdes ideais destes dois nutrientes para
o crescimento das algas eucaridticas sdo de 16-23 moléculas de azoto para 1
molécula de fosforo, enquanto que as razbes ideais para influenciar a formacéo de
blooms sdo 10-16 moléculas de azoto para 1 molécula de fésforo (Mur et al., 1999)

Apesar destes conhecimentos, continua a existir uma natureza imprevisivel no
aparecimento dos blooms de cianobactérias, sendo a sua previsdo desafiante, uma
vez que falta ainda compreender muitos dos factores que provocam este fenémeno
(Merel et al., 2013; Valério et al., 2010).

Os blooms sdo um motivo de preocupagdo por varias razdes, nomeadamente
pela acumulacdo de biomassa que se forma nas superficies da agua, levando a
diminuicdo do turismo e também pela diminuicdo da utilidade dos corpos de agua
sobretudo para consumo humano, acarretando tudo isto elevadas perdas econémicas
(Bartram et al., 1999; Gupta et al., 2013; O’Neil et al., 2012; Wasmund et al., 2012). Ha
ainda que ter em conta as alteracdes nos aspectos organolépticos da &4gua e o
excessivo consumo de oxigénio aquando da decomposicdo das densas massas e
espumas, que leva ao declinio ou eliminacdo dos peixes, moluscos e outros

organismos, como resultado das condicdes de hipoxia (Fernandes et al., 2009). Para
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além disso, podem ser toxicos e causar intoxicacdes ou morte, quer em animais quer
em seres humanos, sendo esta a razdo mais marcante em contexto de salde publica
(Golubic et al., 2010). Essa toxicidade resulta da capacidade que algumas espécies de
cianobactérias tém em produzir compostos toxicos, designados de cianotoxinas, que
se pensa serem metabolitos secundarios, uma vez que ndo sao parecem ser
essenciais para o seu crescimento e metabolismo primario (Oliver & Ganf, 2002;
O’Neil et al., 2012).

1.3. Cianotoxinas e efeitos em Saude Publica

As cianotoxinas apresentam 0s mais variados riscos para a salde humana e
animal (Codd et al., 2005). Nos ultimos tempos tem-se tentado esclarecer algumas das
suas fungdes ecoldgicas e/ou fisiologicas, supondo-se que possam servir para a
dissuasdo da alimentacdo por organismos herbivoros, ou até mesmo como um
mecanismo de regulacdo de metabolitos em condi¢cdes de stress ambiental (Dittmann
& Wiegand, 2006; Kaebernick & Neilan, 2001).

Estas toxinas podem ser libertadas para o exterior em pequenas quantidades
durante o tempo de vida da célula (Pantelic et al., 2013). Mas é sobretudo apos a
morte celular, ou seja, apés a lise que acontece a saida da maior quantidade de
toxinas para o ambiente (Corbel et al., 2014). Depois de libertadas no ambiente, as
toxinas poderdo entrar em contacto com os seres humanos de varias formas,
nomeadamente através da ingestdo de agua contaminada, inalagdo e/ou aspiracao
pulmonar, contacto dérmico, contacto com mucosas, consumo de alimentos
contaminados ou ainda hemodialise (Codd et al., 2005; Dittmann & Wiegand, 2006;
Figueiredo et al., 2004). Da exposicdo e contacto das toxinas com o corpo humano
resultam os mais variados efeitos na saude, designadamente febre, vomitos, dores de
cabeca, disturbios visuais, tonturas, hipoxia, cianose, paralisia respiratoria, danos nos
rins e figado e ataque cardiaco (Codd et al., 2005; Pantelic et al., 2013).

Existem varias formas de classificar e agrupar as cianotoxinas, por exemplo
quanto a sua estrutura quimica (Kaebernick & Neilan, 2001). Mas é sobretudo tendo
em conta os sistemas fisiolégicos, Orgdos, tecidos ou células que afectam e as
consequéncias que lhes provocam, que mais vulgarmente sdo agrupadas em
hepatotoxicas, neurotéxicas, citotdxicas ou irritantes como assinalado na Tabela 1
(Codd et al., 2005; Teixeira & Rosa, 2006).

As hepatotoxinas sdo o0 grupo de cianotoxinas que mais frequentemente estédo
relacionadas com intoxicac@es (Sivonen & Jones, 1999). Deste grupo importa destacar

as microcistinas, que sao das cianotoxinas mais comuns em corpos de agua doce
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portugueses (Vasconcelos, 2006; Ngwa et al., 2014). Inimeras fatalidades em
humanos e animais selvagens tém sido relatadas nos ultimos anos como desfecho da
exposicao aguda a esta toxina, estimando-se uma dose toxica para humanos de 19,5
Mg/L (Carmichael et al., 2001; Neilan et al., 2013). Mas nao é s6 a exposi¢cao aguda se
torna preocupante, o consumo continuado de &gua potavel contaminada com
microcistina parece estar associado ao aumento da incidéncia do cancro do figado e
colo-rectal (concentracbes de microcistina superiores a 50 pg/mL podem aumentar
7,9x o risco deste cancro) (Hernandez et al., 2009; Lun et al., 2002). Atenta aos riscos
para a saude humana, a Organizacdo Mundial de Saude estabeleceu um nivel
provisorio para microcistina-LR de 1 pg/L em agua potavel (Pantelic et al., 2013). Este
valor também é actualmente aplicado em Portugal pelo Decreto - Lei n.° 306/2007, de
27 de Agosto (http://dre.pt/pdfls/2007/08/16400/0574705765.pdf) (Acedido a 5 de
Julho 2013). A crescente consciencializagdo dos riscos para a saude publica tem dado
uma relevancia global preferencial a microcistina, resultando consequentemente em
esforcos cada vez maiores para compreender o seu mecanismo de sintese e 0s
factores que podem regular/influenciar o mesmo (Merel et al., 2013; Ngwa et al.,
2014).

1.4. Microcistina e sua sintese

Ao longo dos udltimos 15 anos, os avancos da biologia molecular tém permitido
aprofundar os conhecimentos de base genética, dos mecanismos de regulacdo e
producdo das cianotoxinas, sobretudo da microcistina, pelas razdes anteriormente
mencionadas (Kaebernick & Neilan, 2001; Neilan et al., 2013).

O cluster de genes mcy responsavel pela sintese de microcistinas foi o primeiro
a ser totalmente sequenciado nas cianobactérias, em trés estirpes filogeneticamente
distantes, Microcystis aeruginosa, Planktothrix agardhii e Anabaena sp. (Christiansen
et al.,, 2003; Rouhiainen et al., 2004; Tillett et al., 2000). Apresenta um tamanho de
cerca de 55 kpb e é um dos maiores clusters de genes bacterianos descritos até agora
na literatura (Bittencourt-Oliveira, 2003). Este cluster apresenta nove genes no género
Planktothrix e dez nos géneros Microcystis e Anabaena, como representado na
Figura 4 (Kurmayer & Christiansen, 2009). Facilmente se verifica também que a
organizacdo dos genes mcy difere entre os varios géneros (Figura 4). Nos géneros
Microcystis e Anabaena, os genes sdo transcritos a partir de uma regido central do
promotor de forma bidireccional, enquanto que quase todos 0s genes no género
Planktothrix (com excepg¢ao do mcyT) séo transcritos unidirecionalmente a partir de um

promotor localizado a montante do gene mcyD (Kurmayer & Christiansen, 2009).
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Tabela 1 - Principais grupos de cianotoxinas: géneros produtores, estrutura quimica, dose letal (DL50), modo de acgéo e principais efeitos no organismo humano

o Aphanizomenon
Sg)ﬂtc;gg’)‘s Cylindrospermopsis
Lyngbya
Planktothrix

Cylindrospermopsis

G'Ir'zgionga Toxina p%?jnuetgorZs Eqsutlf:#ité;a DLso (em ratos) Modo de ac¢ao Principais efeitos Referéncias
Anabaena Carmichael, 2001
Anabaenonsis Hemorragia hepatica Churro et al., 2012a
Microcistina Microc s?is kg bw** Inibe as fosfatases proteicas PP1 e massiva Dittmann & Wiegand, 2006
Nost)(gc 25 a~1000 pg/kg bw PP2A, e activa a fosforilase b Insuficiéncia hepatica Pantelic et al., 2013
Hepatotoxinas Planktothrix Péptidos ciclicos Promocéo tumoral Slvongr) & Jones, 1999
Valério et al., 2010
Carmichael, 2001
. . Inibe as fosfatases proteicas PP1 e Hemorragia hepética Churro et al., 2012a
** '
Nodularina Nodularia 30-50 pgrkg bw PP2A Insuficiéncia hepética Pantelic et al., 2013
Merel et al., 2013
Anabaena Churro et al., 2012a
Anatoxina-a Aphanizomenon kg bw** Liga-se aos receptores nictinicos da Espasmos musculares Kaebernick & Neilan, 2001
pOsciIIatoria 250 pgrkg bw acetilcolina Asfixia Merel et al., 2013
Teixeira & Rosa, 2006
~ Churro et al., 2012a
. - Convulstes '
) Inibe a actividade da ) - Codd et al., 2005
i - ** 1
Neurotoxinas Anatoxina-a (S) Anabaena 40 ug/kg bw acetilcolinesterase Fra ul?alzserl)rr]r?licular Kaebernick & Neilan, 2001
q Merel et al., 2013
Anabaena Alcal6ide

10-30 pg/kg bw**

Bloqueia os canais de sédio, inibindo
a conducao nervosa

Paragens respiratorias

Carmichael, 2001
Churro et al., 2012a
Kaebernick & Neilan, 2001

250 pg/kg

Carmichael, 2001
210-2100 pg/kg Lesdes necréticas no Carneiro & Leite, 2008
Citotoxinas Cilindrospermopsina Aphanizomenon bw**/dia Inibe a sintese proteica figado, rins e coracao Churro et al., 2012a
Umezakia Genotoxicidade Codd et al., 2005
Corbel et al., 2014
Brandéo, 2008
Lipossacarideo Todos os Generos Lipossacarideo - - Irritagdo e reaccoes Carneiro & Leite, 2008
alérgicas Churro et al., 2012a
Corbel et al., 2014
Toxinas
irritantes o Lyngbya Brandzo, 2008
Aplisiatoxina Schizothrix 107-117 pg/kg bw** B Carneiro & Leite, 2008
Oscillatoria Alcaléide Activam a cinase proteica C Promogao tumoral Churro et al., 2012a
Irritacdo da pele
Lingbiatoxinas Lyngbya

Mankiewicz et al., 2003
Merel et al., 2013

*Dose de toxina necessaria para matar 50% dos animais expostos.

**bw- body weight (peso corporal)
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Planktothrix
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Péptido sintetases . Policétido sintases . Enzimas de modelag&o

Figura 4 - Representagdo esquemética da organizacéo estrutural do cluster de genes mcy dos géneros
Microcystis, Planktothrix e Anabaena. (Adaptado Kurmayer & Christiansen, 2009.)

Relativamente ao processo de sintese, as microcistinas apresentam uma
sintese ndo ribossomal, dando-se a sua producdo através de um mecanismo
caracteristico de tio-molde, necessitando de energia (ATP) e utilizando complexos
multienzimaticos constituidos por moédulos de péptido sintetases (NRPS) codificados
pelos genes mcyA, B, C, E, e G,; modulos de policétido sintases (PKS) codificados
pelos genes mcyD, Ei e Gy, e enzimas de modelagéo codificadas pelos genes mcyF, |,
J e T como indicado na Figura 5 (Dittmann & Bdrner, 2005; Figueiredo et al., 2004;
Kaebernick & Neilan, 2001; Kurmayer & Christiansen, 2009).

As péptido sintetases, tal como o préprio nome indica, sdo enzimas que
catalisam a formacgéo de péptidos, enquanto que as policétido sintases sdo enzimas
que juntam unidades de acetato ou propionato em estruturas de policetidos, sendo
responsaveis pela formacdo da por¢do Adda da microcistina (Bittencourt-Oliveira,
2003; Dittmann & Bdrner, 2005; Kurmayer & Christiansen, 2009). A medida que o
processo de sintese avanca vao sendo incorporados aminoacidos ao péptido em
crescimento pela ordem que se encontra descrita na Figura 5, obtendo-se no fim a
estrutura completa da toxina (Kaebernick & Neilan, 2001). Os componentes
multienzimaticos mencionados sao bastante semelhantes entre os diferentes géneros,
com excepcao das enzimas modeladoras, e dos genes mcyF, mcyl e mcyT (Valério et
al., 2010).

Nishizawa et al. (2000) demonstrou inclusivamente que ao existir muta¢cao nos
genes mcyA, mcyD ou mcyE, ndo se formam os componentes descritos, deixando de

existir qualquer producéo de toxina observavel.
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Gene em estudo
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Figura 5 - Modelo de sintese da microcistina-LR, apresentando a organizagdo do cluster de genes
mcyA-J e a estrutura final da toxina. Os circulos numerados indicam a ordem de incorporagcdo dos
aminoacidos ao péptido em crescimento, os rectangulos numerados indicam a ordem de actuagéo das
policétido sintases e os circulos com a letra T indicam a sintese das enzimas de modelac¢do. (Adaptado
de Kaebernick & Neilan, 2001.)

1.5. Efeito dos factores ambientais na sintese de microcistina

Ao longo dos anos, diversos estudos em cianobactérias tém vindo a
demonstrar que os factores ambientais podem induzir alteracbes na
concentracdo/producéo de cianotoxinas (Neilan et al., 2013; Sivonen & Jones, 1999).
Ainda assim, ndo esta totalmente claro, quais os que realmente afectam a producgéo
de toxina e qual o seu papel concreto, ja que muitos dos estudos existentes utilizaram
diferentes estirpes, diferentes espécies, diferentes condi¢bes de cultura ou, ainda,
diferentes métodos de andlise da toxina produzida (EI-Shehawy et al., 2012;
Kaebernick & Neilan, 2001; Neilan et al., 2013).

Os factores ambientais que se julgam capazes de influenciar a producdo de
microcistinas sdo sobretudo o pH (Jahnichen et al., 2001; Song et al.,, 1998), a
concentracdo/propor¢cdo de nutrientes (como o azoto, fosforo, zinco e o ferro)
(Lukac & Aegerter, 1993; Sevilla et al., 2008; Sevilla et al., 2010; Vézie et al., 2002), a
temperatura (El Semary, 2010; Rapala et al., 1997; Tonk et al., 2009), a intensidade
de luz e o consequente tempo de exposicdo (Kaebernick et al., 2000; Tonk et al.,
2005; Wiedner et al., 2003). Os efeitos dos factores concentracao/propor¢cdo de
nutrientes, temperatura e intensidade de luz sobre o crescimento de estirpes de

cianobactérias e sobre a producdo cianotoxinas tém merecido alguma atencédo
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(Kaebernick et al., 2000). Esses estudos tém sido realizados principalmente nos
géneros Anabaena, Microcystis, Nodularia e Planktothrix (Sivonen & Jones, 1999).

Existem poucos estudos acerca da influéncia do pH. Song et al. (1998)
verificaram o seu efeito na producdo de microcistinas em M. aeruginosa. Verificaram
que a producdo de microcistina variou drasticamente a diferentes valores de pH do
meio, tendo sido a quantidade total de toxina maior nos valores mais baixos e mais
altos de pH testados (7 e 9,2). Ja Jahnichen et al. (2001) apuraram que nas estirpes
estudadas de M. viridis, a producdo de microcistinas se iniciava quando o pH
ultrapassava o valor de 8,4 e que essa sintese acontecia apenas durante a fase
exponencial de crescimento.

O efeito da concentragdo/propor¢cdo de nutrientes é um dos factores mais
estudados, mas também dos mais discrepantes. Em 1990, Sivonen verificou em varias
estirpes de Oscillatoria agardhii (actualmente designado de P. agardhii) a existéncia de
uma correlacdo entre as concentracdes de azoto e de fésforo com a producdo de
microcistina. Mais tarde, Rapala et al. (1997) apurou em duas estirpes fixadoras de
azoto pertencentes ao género Anabaena, que o aumento da concentragdo do fésforo
se traduziu num aumento da concentragdo das toxinas nas células. Por outro lado,
Utkilen & GjdIme (1995) constataram a auséncia de efeito das condi¢es limitantes de
azoto e fésforo estudadas sobre a producdo de toxinas em M. aeruginosa. Enquanto
que Lee et al. (2000) e Downing et al. (2005) mostraram que o conteiddo de
microcistina nesta mesma espécie exibia uma alta correlacdo com o teor de azoto
total, e quanto maior a razdo de N:P maior a quantidade produzida na fase
exponencial de crescimento. Em 2010, Sevilla et al., empregando a recente
metodologia de PCR em tempo real, concluiu que apesar do excesso de azoto
promover o crescimento celular, ndo influenciou directamente a transcricdo do gene
mcyD e a producgéo efectiva de toxina. Também utilizando a mesma técnica Horst et
al. (2014) demonstrou que em condi¢des limitantes de azoto existia uma reducao
substancial da quantidade de microcistina produzida por célula, comparativamente a
outras condi¢des testadas (condi¢fes limitantes de fosforo e condi¢bes saturantes de
nutrientes), porém com a expressdo do gene mcyB verificou-se o contrario, tendo
aumentado em condi¢Bes limitantes de azoto. Em suma, o efeito da variacdo da
concentracdo destes dois nutrientes depende muito das espécies e mesmo estirpes
utilizadas nos estudos (Vézie et al., 2002).

Também o ferro e o zinco parecem influenciar a quantidade de microcistina
produzida. Segundo o estudo de Lukac & Aegerter (1993) o zinco estimulou um
aumento do crescimento e producdo de microcistina em M. aeruginosa, enquanto que

baixas concentracdes de ferro conduziram a uma diminuicdo do crescimento, mas um
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aumento significativo da producdo de microcistina. Posteriormente, Utkilen & GjdIime
(1995) constataram que a diminuicdo das concentracdes de ferro provocava uma
diminuicdo das concentracbes de microcistina produzida, contrariamente as
descobertas do estudo anterior. Em 2008, o estudo de Sevilha et al. veio corroborar os
resultados de Lukac & Aegerter (1993), pois a deficiéncia de ferro induziu um aumento
da sintese de microcistina. Este foi dos primeiros estudos a utilizar a metodologia de
PCR em tempo real para estabelecer uma correlagdo entre o aumento da transcrigéo
de um gene pertencente ao cluster mcy, mais concretamente o gene mcyD, com a
quantidade de microcistina efectivamente produzida (Sevilha et al., 2008). Mais
recentemente, o estudo de Alexova et al. (2011), também recorrendo a técnica de
PCR em tempo real, verificou um aumento na biossintese da microcistina em
condi¢cbes de deficiéncia de ferro, contudo, contrariamente ao observado para o gene
mcyD em Sevilha et al. (2008) n&o se detectou um aumento da transcricdo de mcyA.
Quanto a influéncia da temperatura, a maioria dos estudos indica que a maior
producdo de cianotoxinas acontece sob as condi¢bes que sdo mais favoraveis para o
seu crescimento (Carmichael, 2001; Sivonen & Jones, 1999). Diferentes géneros
apresentam diferentes temperaturas ideais de crescimento, por exemplo
Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium crescem bem a 20°C; Anabaena e
Nodularia entre os 20-25°C; Microcystis e Lyngbya a 25°C; Cylindrospermopsis,
Phormidium e Synechococcus a 30°C, podendo-se esperar assim diferencas no efeito
da temperatura entre diferentes géneros de cianobactérias (O’Neil et al., 2012; Paul,
2008; Sivonen & Jones, 1999). Ainda assim, de uma forma geral, a maior producao de
toxinas nos géneros Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis, Oscillatoria e Nodularia
tem sido associada a temperaturas altas, sensivelmente entre os 18°C e 25°C,
enquanto que as temperaturas mais baixas (10°C) ou muito altas (30°C) reduziram os
teores de toxinas (Sivonen & Jones, 1999). Em 1990, Sivonen percebeu que as taxas
de crescimento e de producéo de microcistinas em P. agardhii eram maximas a 25°C e
minimas a 30°C. Rapala et al. (1997) obtiveram efeitos semelhantes em estirpes de
Anabaena, verificando-se também que as taxas de producdo foram maximas a 25°C e
diminuiam em temperaturas elevadas (entre os 25 e os 30°C) conjugadas com altas
intensidades de luz. O efeito da temperatura tem-se verificado ndo s6 ao nivel das
taxas de producgdo, mas também ao nivel da variante de microcistina produzida, em
que temperaturas superiores a 25°C tendem a estimular a producdo da variante
MC-RR enquanto que temperaturas inferiores tendem a favorecer a producdo da
variante MC-LR (Figueiredo et al., 2004; Rapala & Sivonen, 1998). Tonk et al. (2009)

observaram um efeito negativo das temperaturas mais altas sobre a producéo de
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microcistina-LR em Anabaena, ao contrario do que se sucedeu com a producao de
microcistina-RR.

Relativamente ao efeito da luz, a maioria dos estudos refere que a maior
producdo de cianotoxinas acontece sob as condi¢des que sado mais favoraveis para o
seu crescimento (Carmichael, 2001; Sivonen & Jones, 1999). Sabe-se ainda que
diferentes espécies de cianobactérias tém diferentes necessidades de luz (por
exemplo Planktothrix prefere baixas intensidades de luz para crescer, Anabaena
moderada, Aphanizomenon e Microcistis intensidades de luz mais altas), é, portanto,
de esperar que também o seu efeito na producdo de toxinas seja dependente do
género em causa (Oliver & Ganf, 2002; Sivonen & Jones, 1999). Ainda assim, de uma
forma geral, tem-se verificado que a producdo de toxina é menor em condi¢des de
baixas intensidades de luz (2-20 ymol de fotdes m? s™) e maior em altas intensidades
de luz (20-142 pmol de fotdes m?s™) (Kaebernick & Neilan, 2001). Wiedner et al.
(2003) notaram que o aumento da intensidade de luz estimulava a produgédo de
microcistina em Microcystis até ao valor em que a taxa de crescimento era maxima (80
pmol de fotdes m? s?). Os valores acima de 80 pmol de fotdes m™ s™ resultaram num
declinio da producdo da toxina. E assim, de esperar que intensidades saturantes
diminuam/suprimam a produc¢é@o de microcistinas (Wiedner et al., 2003). De facto, o
estudo de Tonk et al. (2009) confirmou que as taxas de producdo de microcistinas
foram significativamente menores em condi¢des de luz saturantes (150 pmol de fotdes
m?s™) do que em condigdes de luz mais baixas (40 ymol de fotdes m?s™).

Por outro lado existem alguns estudos acerca da influéncia da temperatura e
da luz usando técnicas biologia molecular, mas sdo muito limitados. Kaebernick et al.
(2000) e Tonk et al. (2005) utilizando o ensaio de proteccdo de RNase (RPA)
estudaram o efeito da luz na transcricdo dos genes mcy. Kaebernick et al. (2000)
observou que em M. aeruginosa se registaram maiores niveis de transcricdo do gene
mcyB em culturas expostas a altas intensidades de luz (68 e 400 umol de fotbes
m? s e luz vermelha, comparativamente as células expostas a outras intensidades
(16 e 31 pmol de fotbes m™? s™) e a luz azul. Ja& Tonk et al. (2005) observou um
aumento tanto da transcricdo do gene mcyA como da quantidade de toxina produzida
até aos 60 pymol de fotbes m? s™ em P. agardhii, e uma diminuicdo nas intensidades
de luz superior a 100 umol de fotdes m? s™. Este ultimo foi também um dos primeiros
estudos a verificar uma associacao directa entre o nivel de transcricdo dos genes e a
guantidade de toxina produzida efectivamente.

Os estudos de influéncia da temperatura e da intensidade de luz, recorrendo a
metodologia de PCR em tempo real (RT-gPCR), que se pretende utilizar no presente

trabalho, sdo ainda mais escassos, existindo apenas o de Kim et al. (2005) e, mais
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recentemente, o de El Semary (2010). Ambos avaliaram a influéncia destes factores
na transcricdo do gene mcyB no género Microcystis, denotando um efeito da
temperatura. Contudo, no que se refere a intensidade de luz, os resultados diferiram.
Kim et al. (2005) constataram que os maiores niveis de transcricdo aconteciam em
culturas expostas a temperatura de 25°C (comparativamente as temperaturas de 20 e
30°C também testadas). Para além disso, verificaram também um aumento dos niveis
de transcricdo de mcyB quando as culturas expostas a intensidade de luz de 7,53
passaram para uma exposicdo de 45,15 umol de fotdes m? s™*. No estudo de El
Semary (2010), os maiores niveis de transcricdo aconteceram na fase estacionéria de
crescimento das culturas expostas a 25°C e a intensidade de luz média (14 pmol de
fotdes m? s™), ndo tendo existido um efeito significativo nas outras intensidades de luz
testadas (2,8; 32 e 40 umol de fotdes m? s™). Contudo, a exposicdo prolongada a
intensidade de 40 umol de fotdes m? s™ provocou uma inibicdo da transcricdo do gene
mcyB (El Semary, 2010).

Pagina | 14



2. Objectivos




2. Objectivos

A informacdo disponivel acerca da influéncia dos factores ambientais -
temperatura e luz - na producdo de microcistinas s&o limitados e pouco consensuais,
sobretudo ao nivel da expresséo génica. Ainda se encontra pouco elucidado quais 0s
reais efeitos destes factores a nivel da expressao de alguns genes pertencentes ao
cluster mcy — responsével pela sintese de microcistinas (como o gene mcyA), em
diferentes fases do crescimento e em diferentes condi¢cdes de luz. Assim, neste estudo
pretende-se avaliar a relac@o entre o crescimento, nivel de transcricdo dos genes mcy
e quantidade de toxina produzida em diferentes condi¢des de luz, utilizando técnicas
moleculares quantitativas inovadoras como a PCR em tempo real. Ambiciona-se ainda
ajudar a esclarecer se o crescimento e a toxicidade estdo ou néo relacionados, e de
gue forma estes factores podem desencadear/inibir a producdo de microcistina,
possibilitando posteriormente a investigagdo de novas e melhores estratégias de

gestdo dos blooms de cianobactérias, evitando riscos para salde animal e humana.

Em suma, o objectivo principal deste estudo é:

2 Avaliar a influéncia do factor intensidade de luz, em condi¢Bes controladas, na
transcricio do gene mcyA (em diferentes fases do crescimento) e
correspondente produgcdo de microcistina em diferentes isolados toxicos -
Microcystis aeruginosa (LMECYA 7) e Planktothrix agardhii (LMECYA 256).

Como objectivos secundarios, pretende-se simultaneamente:

2 Auvaliar a influéncia das diferentes intensidades de luz no crescimento das duas
espécies de cianobactérias;

2 Avaliar e seleccionar varios genes de referéncia para a normalizacdo da

expressao do gene mcyA obtida por RT-gPCR.
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3.1. Isolados de cianobactérias e condicdes de cultura

Neste trabalho foram utilizados dois isolados produtores de microcistina -
Microcystis aeruginosa (LMECYA 7) (Figura 6A) e Planktothrix agardhii (LMECYA 256)
(Figura 6B) - pertencentes a colecgéo de culturas ESSACC (Coleccao de Culturas de
Cianobactérias Estela Sousa e Silva — LBE-INSA), descrita em mais detalhe em
Paulino et al. (2009).

Para a propagacao das culturas, estas foram mantidas em balGes de um litro
com arejamento, utilizando meio Z8 (Anexo 1) (Skulberg & Skulberg, 1990), sob ciclos
de 14 h de luz e 10 h de escuro, com uma intensidade de luz de 4 + 4 ymol de fotdes

m? s a uma temperatura de 20 + 1°C.

A - T
Figura 6 — Fotografias das culturas de cianobactérias: A) M. aeruginosa — LMECYA 7. B) P. agardhii -
LMECYA 256.

3.2. CondicOes de cultura testadas

As culturas (100 mL de volume) foram mantidas em trés frascos de cultura de
80 cm? com arejamento continuo na camara de Fitoclima S 600 de acordo com a
Figura 7. Cada frasco foi exposto durante 18 dias a uma intensidade de luz diferente (4
umol de fotdes m?s™, 20 pymol de fotdes m? s™ e 30 ymol de fotbes m?s™) a uma
temperatura constante de 20 + 1°C. O valor da intensidade de luz foi medido usando
um Light Meter TES 1335.

Amostragem

Foram recolhidas diariamente amostras de cada frasco, para avaliar o
crescimento das culturas espectrofotometricamente. Para além disso, foram recolhidas
amostras conforme o esquema apresentado na Figura 8, para efectuar a contagem
celular, quantificagdo das microcistinas e extraccdo de RNA.

No fim dos 18 dias, o volume de cultura evaporado (Veyaporado) de cada frasco

exposto as diferentes intensidades de luz foi quantificado utilizando a seguinte férmula:
Vevaporado (mL) = Vinicial (mL) - [Vutilizado (mL)+Vfinal(mL)]
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Em que Viida representa o volume inicial de cultura nos frascos (100 mL);

Viiizado representa o volume de cultura utilizado nas varias operacdes; € Vina

representa o volume de cultura restante em cada frasco, no fim do ensaio de

exposicao.

%30 pmol de fotdes m2s-1

+ ]
i L]
Filtro de ar %°

T&ZO pmol de fotdes m2 s

i %4 pmol de fotdes m2s-?

M

q 0
Filtro de ar o°

Figura 7 — Desenho experimental do ensaio de exposicao das culturas as diferentes intensidades de luz

(4, 20 e 30 ymol de fotbes m s'l) na camara de Fitoclima. A) Esquema da disposi¢do dos frascos de

cultura e respectivas intensidades de luz. B) Fotografia de um frasco de cultura na camara de Fitoclima.

C) Fotografia da cAmara de Fitoclima com os frascos e sistema de arejamento.

Crescimento

| 32 Colheita I

13° Dia — P. agardhii
14° Dia — M. aeruginosa

l 22 Colheita I I

7° Dia — P. agardhii
8° Dia — M. aeruginosa

¥

l 12 Colheita |

3° Dia — P. agardhii
3° Dia — M. aeruginosa

5
>

Tempo

Figura 8 — Representagdo esquematica das trés colheitas de amostras dos frascos de cultura expostos

as diferentes intensidades de luz, nas varias fases do crescimento, para contagem celular, quantificacéo

das microcistinas e extraccdo de RNA.
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3.3. Curva de crescimento, taxa de crescimento e tempo de duplicacdo

Para determinar a curva de crescimento retiraram-se 600 L de cultura de cada
frasco (200 pL para cada medicdo em triplicado) de 24 h em 24 h, durante os 18 dias.
Mediu-se a densidade 6ptica das culturas a 450 nm (Churro et al., 2010), recorrendo-
se ao espectrofotometro Multiskan Ascend — Thermo Labsystems.

A avaliagdo do crescimento utilizando a taxa de crescimento especifica (Ug) € 0
tempo de duplicacdo (tp) foi realizada de acordo com o referido em Lopes & Fonseca
(1996).

A taxa de crescimento especifica por dia foi determinada a partir do declive da
recta do gréfico de regresséo linear dos valores de InDO correspondentes a fase

exponencial de crescimento (representada pela equagdo InDO, = InDO, + ug4t).

O tempo de duplicacao (por dia) foi calculado de acordo com a férmula:
- In2
D /'lg

Em que In2 = 0,693 e y, representa a taxa de crescimento especifica.

Andlise estatistica

Os dados do crescimento, obtidos as varias intensidades de luz, foram
analisados detalhadamente recorrendo a diversas analises estatisticas (explicadas em
detalhe no Anexo II). Em suma, a fim de averiguar a existéncia de uma associacdo
entre o crescimento e intensidade de luz utilizou-se inicialmente a andlise de
correlacdo simples — correlagdo de Pearson, com uma margem de erro de 5% (El
Semary, 2010). Aferida essa correlacéo, pretendeu-se saber se existiram diferencas
significativas entre o crescimento nas trés intensidades de luz. Para tal, ponderou-se
aplicar a andlise de variancia simples — ANOVA, contudo uma vez que 0s requisitos
para o0 seu uso ndo foram satisfeitos, utilizou-se o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
com uma margem de erro de 5% (Marbco, 2014; McDonald, 2009). Notadas
diferencas, importou perceber entre que intensidades de luz ocorreram essas
desigualdades e, por isso, utilizou-se o teste a posteriori de comparag¢fes multiplas -
teste de Dunn com uma margem de erro de 5% (Mar6co, 2014). Com a sua aplicagéo
foi assim possivel comparar o crescimento entre as diferentes intensidades de luz,
analisando-se as intensidades duas a duas. Por fim empregou-se o teste t-Student
com uma margem de erro de 5%, para avaliar as diferengas entre o crescimento nas
trés intensidades de luz em cada dia, agrupando-se as intensidades duas a duas
(McDonald, 2009).
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3.4. Contagem celular

Antecipadamente preparou-se uma solucdo de lugol, de acordo com a
informacéo referenciada por Utkilen et al. (1999) e referida no Anexo Ill. Em seguida
elaborou-se a solucéo de fixacdo, adicionando-se uma gota de lugol por cada 10 mL
de 4gua destilada.

As aliquotas de 1 mL recolhidas para efectuar a contagem celular foram depois
fixadas nessa mesma solucdo, numa diluicdo inicial de 1:50, embora nas
concentragdes celulares mais elevadas se tenham efectuado diluigbes adicionais.
Colocou-se 1 mL da cultura fixada em lugol na camara de contagem Sedgewick-Rafter
e aguardou-se cerca de 30 min para as células sedimentarem. Passado esse tempo,
para M. aeruginosa contaram-se as células que existiam em 40 quadriculas aleatorias
utilizando o microscopio invertido Olympus PM-PB20. A concentragcdo celular
(células/mL) para a cultura de M. aeruginosa foi depois determinada através das

seguintes férmulas:

, __ Nimero de células existentes em 40 quadriculas * 1000 UL
(1) Cinicial (celulas/mL) - 40 uL

(2) Crinai (células/mL) = Cinjciq * factor de diluigdo

Para P. agardhii mediu-se o comprimento total dos filamentos (utilizando a
escala da ocular) existentes em 40 quadriculas da camara, utilizando o microscépio
anteriormente referido. Posteriormente fotografaram-se vérios filamentos no
microscopio Olympus Bx 60 e determinou-se através das fotografias o comprimento
médio de cada célula utilizando o software ImageJ 1.47h. A concentragdo celular
(células/mL) para a cultura de P. agardhii foi depois estabelecida através das
seguintes férmulas:

(1) Comprimento ¢p¢q;(um) = Compr. dos filamentos em 40 quadriculas (um) * 5,1

Em que 5,1 representa o factor de ampliagdo da escala da objectiva de 20x.

Comprimento total (um)

(2) N2de células existentes em 40 quadriculas = : -
Comprimento de cada célula (um)

Numero de células existentes em 40 quadriculas * 1000 pL
40 uL

(3) Ciniciar (células/mL) =

(4) Crinai (células/mL) = Cipjciqr * factor de diluigdo

3.5. Quantificacdo da microcistina

Para a quantificacdo das microcistinas (mic) produzidas utilizou-se um método
analitico - teste de ELISA. Este ensaio bioquimico utiliza anticorpos e uma mudanca

de cor mediada por uma enzima para detectar a presenca de antigénios ou de
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anticorpos de uma determinada amostra (Gan & Patel, 2013). Neste estudo, foi usado
o kit Microcystins (Adda specific) ELISA (Enzo Life Sciences), que utiliza anticorpos
gue se ligam especificamente a por¢cdo Adda da microcistina. Este método permite
determinar a quantidade de microcistinas totais, com uma sensibilidade de 0,1 ng/mL.
O procedimento experimental foi realizado de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para além da quantificacdo absoluta das microcistinas (ug/mL) em cada
amostra, determinou-se também a concentracdo de microcistina por célula (ug/célula)
recorrendo a formula:

Conc.absoluta de microcistinas (ug/mL)

Concentragio mic por ceuta (kg /cEULA) = Conc. celular (células/mlL)

3.6. Extraccdo de acidos nucleicos

3.6.1. Extraccdo de DNA

Foi necessério proceder a extracdo prévia de DNA das duas culturas, para se
poder optimizar as condi¢cbes de PCR dos varios primers, e para se obter um controlo
positivo no PCR convencional realizado as amostras de RNA como despiste de
contaminacdo com DNA. O protocolo de extracdo de DNA utilizado resultou da
adaptacdo do método usado em Santos & Phillips (2009) e encontra-se descrito em
detalhe no Anexo IV.

Depois da extracdo, as amostras foram quantificadas no NanoDrop 1000
(Thermo Scientific) e as razdes de purezas avaliadas de acordo com o referido em
http://www.ogt.co.uk/resources/literature/483_understanding_and_measuring_variation

s_in_dna_sample_quality (Acedido a 13 de Dezembro 2013).

3.6.2. Extraccado e purificacdo do RNA

O procedimento de extracdo de RNA resultou da compilacdo e adaptacdo dos
métodos utilizados em Pinto et al. (2009), Singh et al. (2010) e Tran et al. (2013). O
protocolo final usado encontra-se descrito no Anexo V.

As amostras de RNA extraido foram posteriormente purificadas com o kit High
Pure RNA Isolation (Roche) de acordo com as instrucbes do fabricante, e
quantificadas no NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). As suas razfes de purezas
foram apreciadas de acordo com 0 descrito em
http://biomedicalgenomics.org/RNA_quality_control.html (Acedido a 12 de Dezembro
2013).
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3.7. Genes em estudo, desenho de primers e amplificacdo especifica

3.7.1. Genes em estudo

Neste estudo foi analisado o gene mcyA pertencente ao cluster mcy,
responsavel pela sintese das microcistinas, e o qual se pretende quantificar a
expressao.

Na técnica de RT-gPCR a quantificacdo do mRNA resultante da transcri¢céo
dos genes em estudo pode ser absoluta ou relativa. Na quantificacdo relativa usam-se
genes de referéncia, expressos em todas as células e essenciais para a sobrevivéncia
de cada uma, apresentando por isso teoricamente uma expressao constante
independentemente das condicbes ambientais (Kozera & Rapacz, 2013; Pfaffl, 2001).
Tendo em conta que se recorrera ao método de quantificacdo relativa para a analise
dos resultados obtidos, foram seleccionados trés genes de referéncia, rRNA 16S, gltA

e rpoC1l, descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Descri¢ao/funcdo dos genes de referéncia utilizados na normalizagdo da expresséo obtida por
PCR quantitativo em tempo real.

s . Referéncia
Gene Descri¢do/Funcéo o .
Bibliogréafica

Constituinte  estrutural da subunidade menor do | Botteldoorn et al., 2006
rRNA 16S | ribossoma. Actua como suporte na definicdo das posicdes Pinto et al., 2012

das proteinas ribossomais. Tran et al., 2013

Codifica a subunidade gama da RNA polimerase Alexova et al., 2011

rpoC1
p dependente de DNA. Churro et al., 2012b
Ngwa et al., 2014

Também designado por cit.

gltA Tran et al., 2013

Citrato sintase que actua ao nivel do Ciclo do Acido

3.7.2. Desenho de primers

Os primers para o gene mcyA foram seleccionados a partir dos descritos na
bibliografia (ver informac¢do detalhada no Anexo VI). A triagem teve em conta trés
principais critérios: codificarem um fragmento entre 100 e 300 pb para assegurar 0
sucesso da reaccdo de RT-gPCR (Fraga et al., 2008), amplificarem um fragmento de
tamanho semelhante entre o género Microcystis e Planktothrix, e amplificarem um
fragmento de dimenséo idéntica aos varios genes utilizados no estudo. A selecgéo
recaiu entdo sobre os primers que constam na Tabela 3, e seu local de hibridag&o

encontra-se representado na Figura 9.
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Tabela 3 — Primers utilizados na amplificacdo dos genes mcyA, rRNA 16S, gltA e rpoC1, e respectivas temperaturas de annealing.

Tamanho
. Temperatura
} Sequéncia do i L o .
Gene Primer o de Annealing | Referéncia Bibliogréfica Observacdes
(5-39) Fragmento
(°C)
(pb)
mcyA-Cd 1F AAAATTAAAAGCCGTATCAAA ) ' Universal para
mcyA 291-297 59 Hisbergues et al., 2003 _ .
mcyA-Cd 1R AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT cianobactérias
CYAL06F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA Adaptado de Universal para
rRNA 16S 258 60 . ]
CYA359F" CCCATTGCGGAARATTCCCC Nubel et al., 1997 cianobactérias
gltA_F793 TATAAAGTTAARGATCCCCGGGC Especifico para
gltA 265 52 Este estudo Microcystis e
gltA_R1039 ASTTGTTCTTTCCAGTGGG Planktothrix
rpoC1_Plank_F271 | TGTTAAATCCAGGTAACTATGACGGCCTA Especifico para
rpoC1 210 58 Churro et al., 2012b _
rpoC1_P_agardhii_R472 GCGTTTTTGTCCCTTAGCAACGG Planktothrix
rpoC1_Mic_F335 GCCTATGTGGTTCTCGATCCGG Especifico para
235 62 Este Estudo

rpoC1l_Mic_R 545

GCCCGTTTTTGCCCYTTACTTTCGAC

Microcystis

Fragmento de 291 pb em M. aeruginosa e um fragmento de 296 pb em P. agardhii.

*k

Apesar de ser um primer forward utilizou-se o complementar reverso deste como primer reverse.
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M. aeruginosa P. agardhii
mcyA ~9500 pb mcyA ~9500 pb
20pb
—23pb o mcyA-Cd 1F —23pb o mcyA—- Cd 1F
mcyA-Cd 1R mcyA—Cd 1R
. 248 pb R 253 pb
N 291 pb - N 296 pb

Figura 9 — Representacdo esquematica do local de hibridagdo dos primers utilizados na amplificagédo do

gene mcyA: A) Local de hibridacdo em M. aeruginosa. B) Local de hibridacdo em P. agardhii.

Os primers utilizados para o gene de referéncia rRNA 16S foram adaptados de
Nubel et al. (1997) e constam da Tabela 3. J& os primers do gene rpoC1 para o género
Planktothrix encontram-se descritos em Churro et al. (2012b) (Tabela 3). Para o
género Microcystis desenharam-se novos primers para o gene rpoCl1, tal como para o
gene gltA. Para o desenho dos primers, retiram-se varias sequéncias dos dois genes
das bases de dados NCBI e Cyanobase. Para cada um, procedeu-se ao alinhamento
das sequéncias com recurso ao software BioEdit© v.7.0.5 (Hall, 1999), apurando-se as
melhores regibes conservadas, com 0 objectivo de obtermos um fragmento com um
tamanho entre 200 e 300 pb e com o menor nimero de nucleétidos variaveis. A
capacidade de poderem gerar hairpins, auto-dimeros e hetero-dimeros foi analisada
com o software OligoAnalyzer 3.1 (Owczarzy et al., 2008). Os primers foram
sintetizados pela Thermo Fisher Scientific. Para testa-los, realizou-se um PCR
convencional, sequenciaram-se o0s fragmentos e confirmou-se a identidade das
sequéncias obtidas recorrendo a ferramenta de Blastn no NCBI. Tal como os primers
anteriores, também estes constam da Tabela 3 e o seu local de hibridagcdo esta

representado na Figura 10.

A Microcystis Microcystis e Planktothrix

rpoC1 ~1305pb gltA ~1150pb

<2lob <23pb. 19ph
moC1_Mic_F33s —20 > gitA_F793 glitA_ R1039
rpoC1_Mic_R545 -
«—>

189 pb _ 223 pb

N 235 pb - N 265 pb

Figura 10 — Representagdo esquematica do local de hibridagédo dos primers rpoC1 e gltA: A) Amplificagédo

do gene rpocl no género Microcystis. B) Amplificacdo do gene gItA nos géneros Microcystis e

Planktothrix.
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3.7.3. Condices do PCR convencional

Seleccionados e validados os primers foi necessario optimizar a sua
temperatura de annealing (temperatura de hibridacdo) com recurso ao PCR
convencional. Para além disso, esta reac¢do foi utilizada também para despiste da
contaminacdo de DNA das amostras de RNA purificadas.

A reaccdo de PCR convencional foi executada numa mistura de reacgao de
25 uL contendo: 1x de PCR Rxn Buffer (Invitrogen); 0,05 mM de dNTPs (Invitrogen);
0,3 uM de cada primer (Thermo Fisher Scientific); 3 mM de MgCI2 (Invitrogen); 0,05%
(v/iv) de W-1; 1U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen); e 2 yL de DNA a 50 ng/uL (nas
reaccOes de optimizagdo da temperatura de annealing dos primers) ou 2 pL de
extracto de RNA (nas reaccdes de despiste da contaminacdo de DNA). A amplificagédo
foi realizada num termociclador TGradient (Biometra) tendo sido utilizado o programa
gue consta na Tabela 4. Os produtos de PCR amplificados foram depois separados
por electroforese em gel de agarose a 1% com 0,25x de GelRed Nucleotic Acid Strain

(Biotium) incorporado, e visualizados por exposi¢éo a luz UV.

Tabela 4 — Programa do PCR convencional utilizado para a optimizagdo de primers e para o despiste de

contaminacéo de DNA nas amostras de RNA purificadas.

Fase Temperatura (°C) | Tempo Ciclo
Desnaturacéo Inicial 95 5 min 1x
Desnaturacao 95 30 seg
Annealing (hibridac&o dos primers) Tann 30 seg 40x
Extensdo 72 30 seg
Extenséo final 72 5 min 1x

*
De acordo com o par de primers usado — ver Tabela 3.

3.8. Expressdo génica

3.8.1. Construcao de rectas padrdao em RT-gPCR

A técnica de PCR em tempo real quantitativa (RT-gPCR) é bastante
semelhante a técnica de PCR convencional, divergindo na possibilidade de quantificar
e observar o DNA amplificado em tempo real em cada ciclo de amplificacdo, sem ser
preciso de esperar pela conclusdo da mesma (Oliveira, 2010; Martins & Vasconcelos,
2011).
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Antes de seguir para a proxima etapa, foi necessério confirmar que as
condigbes de PCR seleccionadas anteriormente, desta vez em RT-gPCR, se dariam
nas condigbes Optimas, nomeadamente com um coeficiente de regressao linear (R?)
superior a 0,95% e uma eficiéncia entre 80-115% (Zhang & Fang, 2006). O método de
optimizagdo baseou-se na construcéo de rectas padréo e resultou de uma adaptacéo
as informacfGes descritas em  http://wwwa3.appliedbiosystems.com/cms/groups/
mcb_marketing/documents/generaldo cuments/cms_042486.pdf (Acedido a 5 de Abiril
2014) e em Perini et al. (2011).

Primeiramente, os produtos de PCR amplificados com cada par de primers
(Tabelas 3 e 4), foram purificados com o kit JetQuick® DNA Purification (Genomed) de
acordo com instrugbes do fabricante. Quantificou-se a concentragdo de DNA nos
produtos purificados, recorrendo ao NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Em seguida,
procedeu-se ao calculo da massa de cada fragmento (m) com a férmula:

1 mole 660 g 1,096 x10—21g
- * =n (pb) *
6,023 * 1023 moléculas (bp) mole bp

Em que n representa o tamanho do fragmento de DNA (pb); 6,023*10% 0 ndmero de

m(g) = n (pb) *

Avogadro; e 660 (g/mole) o peso molecular médio de um par de bases. Calculada a
massa de cada fragmento, e sabendo a concentracdo de DNA nas amostra de
produtos de PCR purificados (quantificados anteriormente), determinou-se a

guantidade de fragmentos na amostra com a férmula:

Concentragdo de DNA nos produtos de PCR purificados (g/uL)

N?de fragmentos =
Massa de cada fragmento (g)

Posto isto, efectuaram-se diluigcdes seriadas de 1:100 e posteriormente 1:10 para obter
uma concentracao final de 1000 000, 100 000, 10 000 e 1000 fragmentos por reacgao.

As varias diluicdes foram usadas em ensaios de RT-qPCR no Rotor-Gene 3000
(Quiagen-Corbett), utilizando-se o kit SensiMix™ SYBR No-ROX (Bioline) (para DNA).
Os seguintes reagentes foram adicionados numa mistura de reaccdo de 12,5 pL:
6,25 pL de SensiMix™ SYBR No-ROX; 0,5 uL de MgCl, (a 50 mM); 0,125 uL de cada
primer (a 10 mM) (Thermo Fisher Scientific) e 4 yL de produtos de PCR purificados, as
concentragdes de 1000 000, 100 000, 10 000 ou 1000 fragmentos por reacgdo. As
amostras foram analisadas em triplicado. O programa de amplificagdo de RT-qPCR
encontra-se na Tabela 5. Para confirmar a especificidade do produto de PCR
amplificado, realizou-se sempre uma curva de melting da fluorescéncia no final dos 40
ciclos, com um aumento gradual da temperatura de 60 para os 99°C, através do
aumento de 1°C a cada segundo. A linha de threshold foi fixada em 0,02 de sinal de
florescéncia para todos os testes de RT-gPCR, usando o software Rotor-Gene 3000

series. Por fim, todos os parametros da reaccao foram avaliados.
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Tabela 5 — Programa de RT-gPCR utilizado na optimizacéo dos primers.

Fase Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacao Inicial 95 3 min 1x
Desnaturacéo 95 20 seg
Annealing (hibridacéo dos primers) Tann 20 seg 40x
Extensdo 72 20 seg
. 60 Comecar com uma
Melting 1x
99 rampa de 1°C / seg

De acordo com o par de primers usado — ver Tabela 3.

3.8.2. Condicoes experimentais em RT-gPCR

A técnica de PCR em tempo real quantitativo, combinada com a reaccdo de
transcricdo reversa, permite sintetizar cDNA a partir de RNA e, assim, quantificar o
RNA transcrito (Smith & Osborn 2009). Esta técnica é cada vez mais recorrente em
estudos de biologia molecular, especialmente nos de expressao génica, devido a sua
alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade na quantificacdo de perfis de
expressao de genes de interesse (Bustin, 2000; Pfaffl, 2001).

Também os ensaios de RT-qPCR foram realizados no Rotor-Gene 3000
(Quiagen-Corbett), e utilizou-se o kit SensiMix™ SYBR No-ROX One-Step (Bioline)
(para RNA). Os seguintes reagentes foram adicionados numa mistura de reaccao de
25 pL: 12,5 pL de SensiMix™ SYBR No-ROX One-Step; 1 yL de MgCl, (a 50 mM);
0,5 uL de cada primer (a 10 mM) (Thermo Fisher Scientific); 0,5 uL de RNase Inhibitor;
e 4 uL de amostra de RNA a 5 ng/ yL. As amostras foram analisadas em triplicado. O
programa de amplificacdo de RT-gPCR encontra-se na Tabela 6. Para confirmar a
especificidade do produto de PCR amplificado, realizou-se sempre uma curva de
melting da fluorescéncia no final dos 40 ciclos, com um aumento gradual da
temperatura de 50 para os 95°C, através do aumento de 1°C a cada segundo. A linha
de threshold foi fixada em 0,02 de sinal de florescéncia para todos os testes de

RT-gPCR, usando o software Rotor-Gene 3000 series.
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Tabela 6 — Programa de RT-gPCR utilizado.

Fase Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Transcricao reversa 42 10 min 1x
Activacao da polimerase 95 10 min 1x
PCR
Desnaturacéao 95 20 seg
Annealing (hibridagéo dos primers) Tamn 30 seg 40x
Extensédo 72 30 seg
Melting 50 Comegar com uma Ix
95 rampa de 1°C / seg

De acordo com o par de primers usado — ver Tabela 3.

3.8.3 Avaliacao da estabilidade dos genes de referéncia

Para avaliar a estabilidade dos genes de referencia rRNA 16S, gltA e rpoC1
durante o periodo de exposicao as diferentes intensidades de luz, os valores de Ct
obtidos pela reaccdo de RT-gPCR foram analisados utilizando-se trés algoritmos
matematicos distintos: geNorm (Vandesompele et al., 2002), Normfinder (Andersen et
al., 2004) e BestKeeper (Pfaffl et al., 2004).

O algoritmo geNorm é o mais utlizado na literatura, baseando-se na
transformacé&o dos valores de “Ct ndo tratados” das amostras, em quantidade absoluta
de cada gene (Q). A medida de estabilidade da expressdo génica (M) para um gene
de referéncia é calculado pela variacdo meédia dos pares de genes testados, uns
contra 0s outros. Quanto menor o valor M, maior a estabilidade. Calculou-se
previamente a quantidade relativa de cada gene, importaram-se 0s dados para o
software geNorm Excel versdo 3 e procedeu-se a sua analise.

O algoritmo NormFinder permite identificar o melhor gene de referéncia entre
varios candidatos, baseando-se na variacao global dos mesmos (variacdo inter-grupo)
e na variacdo entre os subgrupos da amostra (variacdo intra-grupo). Combinados
estes dois dados, resulta um anico valor de estabilidade para cada gene de referéncia.
Para aplicacao deste algoritmo é necessaria a transformacgao dos valores de “Ct ndo
tratados” na quantidade absoluta de cada gene, tal como acontece com geNorm. Os
genes com os valores mais baixos do coeficiente de estabilidade (M) tém a expressao
mais estavel. Calculou-se entdo a quantidade relativa de cada gene, importaram-se 0s
dados para o software NormFinder Excel v0.953 e determinaram-se os coeficientes de

estabilidade.
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A quantidade absoluta de cada gene (Q) utilizada foi antecipadamente

calculada utilizando a formula adaptada de Tran et al., 2013:

Ct=b
[DNA] = 10 m

Em que [DNA] representa a quantidade absoluta de cada gene; Ct representa o ciclo
de threshold da amostra; m o declive da recta e b a ordenada na origem da recta de
eficiéncia de cada par de primers.

O dultimo algoritmo utilizado foi o BestKeeper, que se fundamenta no calculo
dos desvios padrdes e nos coeficientes de variacdo, tendo como base os valores de
“Ct ndo tratados” dos varios genes de referéncia. O coeficiente de correlacdo de
Pearson foi também determinado para cada par de genes. Assim, todos os valores de
Ct obtidos nas vérias reaccdes de RT-gPCR foram importados para o software

Microsoft Excel BestKeeper versao 1 e analisados.

3.8.4 Quantificacdo da expressdo génica

A quantificacdo relativa da expressdo génica baseia-se na comparacdo dos
niveis de expressdo do gene alvo com os niveis de genes de referéncia. Em muitos
trabalhos, este € o tipo de quantificacdo mais utilizado para avaliar as alteracfes
fisioldégicas nos niveis de expressédo de determinados genes (Pfaffl, 2004).

Neste estudo foi utilizado o método matemético de quantificacé@o relativa para
RT-gPCR desenvolvido por Pfaffl (2001). Este método oferece diversas vantagens,
designadamente, a necessidade de elaborar rectas padrao apenas no inicio do estudo,
e a eficiéncia das reaccdes do gene alvo/gene de referéncia ndo ter de ser
obrigatoriamente igual, uma vez que é efectuada a devida correccdo na férmula. Para

além disso, é assumidamente fidvel, preciso e reprodutivel, permitindo calcular a

expressao relativa do gene em estudo através da férmula:

(E gene alvo)ACt gene alvo (controlo—amostra)

R =

(E gene referéncia)ACt gene referéncia (controlo—amostra)

Em que R representa a taxa de expressao relativa do gene alvo mcyA relativamente a
um gene de referéncia, rRNA 16S ou gItA ou rpoC1l; E gene avo representa a eficiéncia
da reacgéo de RT-gPCR do gene alvo (mcyA); E gene referencia representa a eficiéncia da
reac¢do de RT-gPCR do gene de referéncia seleccionado; ACt 4ene avo representa a
variacdo do ciclo de threshold do gene alvo (Ct da condicdo controlo — Ct da amostra a
analisar); e ACt gene referencia fepresenta a variagdo do ciclo de threshold do gene de
referéncia (Ct da condicéo controlo — Ct da amostra do gene de referéncia a analisar).
O valor da expressao relativa apresentado resulta da média de trés valores

medidos. Todos os dados foram tratados no software Microsoft Office Excel.

Pagina | 30



3. Materiais e Métodos

Para analisar a expressdo do gene mcyA, em cada fase do crescimento
utilizou-se como condicao controlo o nivel de expressdo na intensidade de 4 umol de
fotdes m? s™. J4 para o estudo da evolucdo da expressdo ao longo do tempo, fixou-se
como condi¢do controlo o nivel de expressdo existente no terceiro dia de exposi¢do
(fase de adaptacgéo).

As diferencas de expressdo entre as vérias intensidades de luz e entre as
vérias fases de crescimento foram investigadas pelo teste t-Student, com uma margem
de erro de 5% (estudaram-se as intensidades de luz e as fases do crescimento duas a
duas). Avaliou-se a hipétese nula, dos valores médios terem sido iguais, contra uma
hip6tese alternativa dos valores médios terem sido diferentes. Se o p-value obtido for
superior a margem de erro de 5%, aceita-se a hip6tese nula (os valores médios entre
as duas intensidades de luz/ fases do crescimento foram idénticos), se for igual ou

inferior (P < 0,05) rejeita-se a hipo6tese nula.
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4.1. Avaliacdo do crescimento nas diferentes intensidades de luz

4.1.1. Caracterizacao das culturas ao longo do ensaio

Uma vez que o ensaio decorreu durante cerca de 18 dias e sendo necessario
arejamento continuo, era espectavel alguma evaporacao da cultura ao longo dos dias.
Depois de determinar o volume de cultura evaporado em cada frasco, durante o
periodo de exposicdo, as varias intensidades de luz, verificou-se que esta evaporagéo
foi reduzida e bastante semelhante em ambas as espécies de cianobactérias. A maior
evaporacdo (cerca de 14 mL) aconteceu nos frascos expostos a intensidade de
30 pymol de fotdes m? s e a menor nos frascos expostos & intensidade de 4 umol de

fotdes m? s™ (cerca de 11 mL), como se pode observar na Tabela 7.

Tabela 7 — Volume de cultura evaporado em cada frasco durante o periodo de exposicdo as intensidades

de 4, 20 e 30 umol de fotdes m?2st,

Intensidade de luz Volume de cultura

evaporado (mL)

4 pymol de fotdes m? s™ 11
20 pmol de fotdes m? s™ 13
30 umol de fotdes m? s™ 14

Na fase inicial do ensaio as culturas de M. aeruginosa e P. agardhii
encontravam-se verdes e pouco densas, com caracteristicas semelhantes. No fim do
ensaio o0 aspecto e a densidade das culturas diferiram. As culturas de M. aeruginosa
encontravam-se liquidas e com uma cor verde clara/transparente, enquanto que as
culturas de P. agardhii expostas as intensidades de luz de 20 e 30 pmol de fotdes
m? s tinham um aspecto “pastoso” e com uma cor acastanhada, como se constata na
Figura 11.

A M. aeruginosa B P. agardhii

Fase inicial Fase final

Fase final

Fase inicial

Figura 11 — Fotografias dos frascos de cultura na fase inicial e final do ensaio de exposi¢cao a 30 ymol de
fotdes m? s™. A) M. aeruginosa. B) P. agardhii.
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4.1.2. Curvas de crescimento

Durante o ensaio mediram-se as densidades épticas das culturas nas varias
intensidades de luz, tendo resultado trés curvas de crescimento para cada espécie de
cianobactérias (Figura 12).

M. aeruginosa

A cultura de M. aeruginosa exposta & intensidade de 4 umol de fotdes m? s™
exibiu uma curva com um crescimento continuo ao longo do tempo. J& nas curvas de
crescimento das culturas expostas as intensidades de 20 e 30 pmol de fotdes m?s™,
foi possivel identificar facilmente as quatro fases caracteristicas do crescimento
microbiano (fase de adaptacao, fase exponencial de crescimento, fase estacionaria e
fase de morte celular), como se verifica na Figura 12A.

Relativamente a analise estatistica, primeiramente aplicou-se o teste de
correlacdo de Pearson as densidades Opticas medidas nas diferentes condicfes de
luz, identificando-se uma relacdo entre crescimento e intensidade de luz (P = 0,000)
em M. aeruginosa. Comprovada essa associacdo, equacionou-se utilizar a ANOVA
para compreender se existiriam diferencgas significativas entre o crescimento nas trés
intensidades de luz. Contudo, quando se avaliaram 0s dois pressupostos necessarios
para a sua aplicagcdo, percebeu-se ndo ser possivel, uma vez que nenhum dos dois
requisitos para o seu uso foi satisfeito. Por um lado, existiu normalidade nos dados de
crescimento em 4 e 30 umol de fotdes m™ s™ (Teste Kolmogorov-Smirnov, P = 0,200 e
P = 0,200 respectivamente), mas ndo nos dados de 20 pymol de fotdes m? s™ (Teste
Kolmogorov-Smirnov, P = 0,006). N&o existiu também igualdade de variancias das
intensidades de luz testadas (Teste de Levene, P = 0,000). Como alternativa, utilizou-
se o Teste Kruskal-Wallis, tendo-se apurado diferencas estatisticamente significativas
entre o crescimento nas trés intensidades (P = 0,000). Posto isto, aplicou-se o Teste
de Dunn e perceberam-se acentuadas diferencas entre o0 crescimento nas
intensidades de 4 e 20 pmol de fotdes m?s™ e entre 4 e 30 umol de fotdes m?s™
(P =0,000 e P = 0,000 respectivamente). O crescimento entre as intensidades de 20 e
30 pmol de fotdes m?s™ foi idéntico (Teste de Dunn, P = 0,908). Em cada dia
avaliaram-se também as diferencas de crescimento entre as varias intensidades. Nos
18 dias existram sempre diferencas estatisticamente significativas entre as
intensidades de 4 e 20 ymol de fotdes m?s™ e entre 4 e 30 pymol de fotdes m?s™
(Teste t-Student, P < 0,05). Enquanto que entre as intensidades de 20 e 30 ymol de
fotdes m? s existiram diferencas estatisticamente significativas em apenas 10 dos 18
dias de exposicao (Teste t-Student, P < 0,05) (Figura 12A).
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A M. aeruginosa

2,5

450nm)

Crescimento (DO:

0,0

Tempo (dias)

-4 uymol de fotdes m-2 s-1 =e—20 pmol de fotdes m-2 s-1 =230 pmol de fotdes m-2 s-1

B P. agardhii

450nm)

Crescimento (DO:

0,0

Tempo (dias)

-4 ymol de fotées m-2 s-1 —e—20 umol de fotdes m-2 s-1 =4—30 pmol de fotdes m-2 s-1

Figura 12 — Curvas de crescimento das espécies: A) M. aeruginosa e B) P. agardhii durante os 18 dias de
exposicao. O valor da densidade Optica representada em cada dia resulta da média de trés leituras. As
barras de erro representam o valor do erro padrdo. O * denota os dias em que existiram diferengas
estaticamente significativas (Teste t-Student, P < 0,05) entre o crescimento das culturas expostas as

intensidades de 20 e 30 umol de fotdes m?st

P. agardhii

Nas trés curvas de crescimento de P. agardhii ndo foi possivel identificar tdo
facilmente as tipicas fases de crescimento microbiano (Figura 12B). Por exemplo, a
cultura exposta a intensidade de 4 pmol de fotdes m? s™ cresceu continuamente ao
longo do tempo tal como em M. aeruginosa. Para as culturas expostas as intensidades
de 20 e 30 pmol de fotdes m™ s™ ndo foi possivel medir correctamente a densidade
Optica nos dois Ultimos dias do ensaio. Pois apesar de se notar abundante morte
celular na cultura, quer ao nivel das observacdes microscopicas, quer ao nivel do seu
aspecto macroscoépico (aspecto pastoso e cor acastanhada), obtiveram-se medicdes
exageradas da densidade Optica nestes Ultimos dois dias. Estes valores né&o
corresponderam a crescimento celular mas antes num aumento da absorcéo por parte
dos compostos resultantes da lise celular.

Quanto a andlise estatistica, aplicou-se o teste de correlagdo de Pearson as
densidades 6pticas medidas. Também neste caso se apurou uma relagdo entre o

crescimento e a intensidade de luz (P = 0,000), como em M. aeruginosa. Estabelecida
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essa associacdo, tentou-se igualmente utilizar a ANOVA para aferir se existiriam
diferencas significativas. No entanto, tal ndo foi possivel, uma vez que nenhum dos
requisitos para a sua aplicagao foi satisfeito. N&o existiu normalidade nos dados de
crescimento em 4 e 20 umol de fotdes m? s™* (Teste Kolmogorov-Smirnov, P = 0,004 e
P = 0,001 respectivamente), ao contrario dos dados da intensidade de 30 umol de
fotbes m?s™ (Teste Kolmogorov-Smirnov, P = 0,200). Também n&o se verificou a
igualdade de variancias das intensidades de luz estudadas (Teste de Levene,
P= 0,000). Como alternativa utilizou-se o Teste Kruskal-Wallis, tendo-se aferido
diferengas estatisticamente significativas entre o crescimento nas trés intensidades de
luz (P = 0,000). Aplicando o Teste de Dunn verificaram-se diferencas significativas
entre o crescimento nas intensidades de 4 e 20 pmol de fotdes m?s™ e entre 4 e 30
umol de fotdes m?s™ (P = 0,000 e P = 0,000, respectivamente). O crescimento entre
as intensidades de 20 e 30 pmol de fotdes m?s™ foi semelhante (Teste de Dunn,
P = 1,000). Diariamente avaliaram-se também as diferencas de crescimento entre as
varias intensidades. Nos 18 dias existiram sempre diferengas estatisticamente
significativas entre as intensidades de 4 e 20 pmol de fotdes m? s e entre 4 e 30 pmol
de fotdes m? s (Teste t-Student, P < 0,05). Entre as intensidades de 20 e 30 pmol de
fotdes m? s existiram diferencas estatisticamente significativas em 14 dos 18 dias de
exposicao (Teste t-Student, P < 0,05) (Figura 12B).

4.1.3. Parametros das curvas de crescimento

As taxas de crescimento de ambas as espécies foram menores nas culturas
expostas a intensidade de 4 umol de fotdes m? s™ e maiores nas culturas expostas a
intensidade de 30 pmol de fotdes m?s’ como apresentado na Tabela 8.
Consequentemente o tempo de duplicacdo foi maior nas culturas com menores taxas
de crescimento, ou seja, nas culturas expostas a intensidade de 4 pmol de
fotdes m?s™, e menor nas culturas expostas a intensidade de 30 pmol de fotées
m?s™. A maior taxa de crescimento/menor tempo de duplicacdo aconteceu na cultura
de M. aeruginosa exposta a 30 umol de fotdes m? s™. As diferencas entre as taxas de
crescimento/tempo de duplicacdo das culturas expostas a 4 pmol de fotdes m?s™ e
das culturas expostas a 20 e 30 pmol de fotdes m? s™ foram mais acentuadas em

M. aeruginosa do que em P. agardhii (Tabela 8).
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Tabela 8 — Taxa de crescimento e tempo de duplicacdo das culturas de M. aeruginosa e P. agardhii

expostas as intensidades de luz de 4, 20 e 30 pymol de fotdes m?s™.

Espécie Intensidade de |_l:Z . Taxa de crejcimento Tempo de duplicacéo
(umol de fotées m“ s™) (dia™) (dia)

4 0,067 10,345
M. aeruginosa [~ e gyl
................... T B T B

4 0,064 10,830
p.agardhii | g seae s
................... e e B

4.2. Evolucao temporal da concentracao celular e producéao de

microcistina

Tal como seria de esperar, verificou-se um aumento da concentragéo celular ao
longo do tempo de exposicdo em todas as intensidades de luz e em ambas as
espécies, tendo-se atingido as concentracbes méaximas no 13° dia/14° dia de
exposicdo (fase estacionaria) (Figura 13). A concentracdo celular das culturas
expostas & intensidade de 4 umol de fotdes m? s permaneceu relativamente baixa,
comparativamente as outras duas intensidades.

M. aeruginosa

A cultura de M. aeruginosa exposta & intensidade de 30 pymol de fotdes m?s™
apresentou as maiores concentracdes celulares na duas primeiras fases do
crescimento (terceiro e oitavo dia de exposi¢do), enquanto que a cultura exposta a
intensidade de 20 umol de fotdes m? s exibiu a maior concentracdo celular na fase
estaciondria (14° dia de exposi¢éo) (Figura 13A).

P. agardhii

A cultura de P. agardhii exposta a intensidade 20 pmol de fotdes m?s*
apresentou a maior concentracdo celular na fase de adaptacdo (terceiro dia de
exposi¢ao). Ja nas duas ultimas fases do crescimento (sétimo e 13° dia de exposi¢ao)
foi a cultura exposta a intensidade de 30 pymol de fotdes m? s™ que exibiu as maiores

concentracdes celulares (Figura 13B).
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Figura 13 — Concentracao celular média nas vérias fases de crescimento das culturas: A) M. aeruginosa.
B) P. agardhii. As concentracdes celulares apresentadas resultam da média de duas contagens. As

barras de erro representam o desvio padréo.

A correspondéncia entre a concentracdo celular e a concentracdo de
microcistina absoluta produzida (quantificada pelo método de ELISA) néo foi evidente
na maioria das condigdes testadas (Figura 14).

M. aeruginosa

Em M. aeruginosa, a cultura exposta a intensidade de 4 pmol de fotbes
m? s sofreu um aumento do nimero de células ao longo do tempo, embora os niveis
de toxina se tenham mantido inalterados (Figura 14A). Nas culturas expostas as
intensidades de 20 e 30 ymol de fotdes m?s? o aumento do nimero de células
correspondeu a um reduzido aumento da quantidade de toxina produzida, atingindo-se
as maiores concentracdes de microcistina absoluta no 14° dia de exposicéo,
correspondente a fase estacionéria (Figuras 14B e 14C).

P. agardhii

Em P. agardhii, essa equivaléncia foi clara na cultura exposta a intensidade de
4 pmol de fotdes m?s™, a Gnica em gue um aumento do numero de ceélulas
correspondeu a um aumento da quantidade de microcistina produzida (Figura 14D).

Nas culturas expostas as intensidades de 20 e 30 ymol de fotdes m? s® apesar do
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grande aumento da concentracdo celular ao longo do crescimento, a quantidade de
toxina produzida entre o terceiro e sétimo dia permaneceu constante, tendo
aumentado apenas entre o sétimo e 13° dia de exposicdo (Figuras 14E e 14F).
Também nesta espécie as maiores concentracbes de microcistina absoluta

aconteceram na fase estacionaria.
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Figura 14 — Relacdo entre a concentracao celular/ concentragdo de microcistina absoluta produzida nas
culturas: A) Cultura de M. aeruginosa exposta a intensidade de 4 pmol de fotdes m?Zst B) Cultura de M.
aeruginosa exposta a intensidade de 20 pmol de fotbes m?st C) Cultura de M. aeruginosa exposta a
intensidade de 30 pmol de fotdes m?st, D) Cultura de P. agardhii exposta a intensidade de 4 pmol de
fotdes m? s™. E) Cultura de P. agardhii exposta a intensidade de 20 umol de fotées m™? s™. F) Cultura de
P. agardhii exposta a intensidade de 30 pmol de fotdes m?s™. As barras de erro representam o desvio

padrao.

Definida a concentracdo celular das culturas e a concentracdo de microcistina
absoluta, determinou-se entdo a concentracéo de toxina por célula, tendo-se denotado

algumas diferencas entre as duas espécies de cianobactérias (Figura 15).
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Figura 15 — Concentragdo de microcistina por célula nas culturas: A) M. aeruginosa. B) P. agardhii.

M. aeruginosa

Nas trés culturas de M. aeruginosa a concentracdo de toxina por célula foi
proxima, principalmente no terceiro e oitavo dia de exposicdo (fase de adaptacdo e
fase exponencial de crescimento) (Figura 15A). JA no 14° dia (fase estacionaria)
verificaram-se diferencas mais expressivas. A concentracdo de microcistina por célula
na cultura exposta a 4 umol de fotdes m™? s™ aumentou entre o terceiro e oitavo dia, e
diminuiu consideravelmente entre este Ultimo e o 14° dia. Na cultura exposta a 20
umol de fotdes m?s® a concentracdo de microcistina primeiro aumentou entre o
terceiro e o oitavo dia, e posteriormente diminuiu entre este e 0 14° dia. Na cultura
exposta a 30 pymol de fotdes m?s™ a concentracdo de toxina aumentou entre o
terceiro e oitavo dia, e depois manteve-se aproximadamente constante no resto do
crescimento. Foi também esta a intensidade que se registaram os valores maximos de
toxina nas duas Ultimas fases do crescimento (oitavo e 14° dia).
P. agardhii

As culturas de P. agardhii manifestaram um comportamento diferente, entre as
varias intensidades de luz a que estiveram expostas (Figura 15B). A concentracdo de
microcistina por célula na cultura exposta a 4 umol de fotdes m?s™* aumentou ao

longo do tempo, tendo sido sempre a que apresentou valores superiores no sétimo e
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13° dia de exposicdo (fase exponencial de crescimento e fase estacionaria). Nas
culturas expostas a 20 e 30 umol de fotdes m? s™ a concentracdo de toxina diminuiu
no sétimo dia (fase exponencial de crescimento), mas voltou a aumentar no 14° dia

(fase estacionaria).

4.3. Avaliacdo dos parametros das reaccdes de RT-gPCR

Analisada cada reaccao de RT-qPCR referente a optimizacdo dos primers do
gene alvo mcyA e dos genes de referéncia rRNA 16S, gltA e rpoC1 percebeu-se que
em todas as reaccdes o coeficiente de determinacdo na regressdo linear (R? foi
superior a 0,95 e o valor de eficiéncia esteve entre 0,82-1,14 (Tabela 9).

Concluiu-se também pelo estudo da curva de melting que todos os pares de
primers produziram um Unico pico, sendo assim especificos para os fragmentos

pretendidos.

Tabela 9 — Parametros da reaccdo de RT-qPCR do gene alvo mcyA e dos genes de referéncia rRNA 16S,
gltA e rpoC1.

i Eficiéncia da i Ordenada na )
Gene Organismo . Declive . R
reaccao origem
Microcystis aeruginosa 0,99 -3,337 42,907 0,984
meyA  [mis |xagardh|| .............. 114 ............... 3019 ........... " 18 S e 5 99 o
Microcystis aeruginosa 1,00 -3,324 36,824 0,991
(RN V2NN KIS T FRPP [ SR R S,
Planktothrix agardhii 0,82 -3,860 39,647 0,992
Microcystis aeruginosa 0,86 -3,705 44,800 0,995
(o] | VAN O URSTTRRN NURRTSORRY UUPRRRIRRRITY TRRSORRRN SRRRTOTR
Planktothrix agardhii 0,95 -3,441 43,460 0,994
Microcystis aeruginosa 0,97 -3,396 39,303 0,994
poC1  [sis |xagardh|| .............. 5 82 ............... 3846 ........... " 579 FR 5 99 o

4.4. Avaliacdo da estabilidade dos genes de referéncia

Para relacionar os niveis de expressao de cada gene de referéncia, comparam-
se os valores de Ct obtidos nas varias reac¢des de RT-gPCR (Figura 16). O gene
rRNA 16S teve o menor Ct médio (13,1 em M. aeruginosa e 13,7 em P. agardhii), o
que corresponde ao mais alto nivel de expresséo, enquanto o gene gItA mostrou ter os
niveis mais baixos de expressdo, uma vez que apresentou o maior valor de Ct médio

(31,8 em M. aeruginosa e 29,8 em P. agardhii). O nivel de expressao do gene rpoC1
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apresentou um valor intermédio, com um Ct médio de 22,6 em M. aeruginosa e 27,6
em P. agardhii.

O nivel de expresséo do gene alvo mcyA (Ct médio de 22,9 em M. aeruginosa
e 23,9 em P. agardhii) foi mais préximo do nivel dos genes de referéncia gltA e rpoC1
do que do nivel do gene rRNA 16S.

A M. aeruginosa
40 -
30 | =
5 . =
10 i
0 T T :
rRNA 16S gitA rpoC1
B P. agardhii
40
30 [ ] I
I:I
O 20
10 A ;
0 T . :
rRNA 16S gltA rpoC1

Figura 16 — Valores de Ct obtidos para os genes de referéncia rRNA 16S, gItA e rpoC1l nas espécies:
A) M. aeruginosa. B) P. agardhii. A distribuicdo dos niveis de expresséo dos genes de referéncia é
mostrada pela mediana (linha preta), quartis inferior e superior (caixa) e pela gama de valores (bigodes)
(n=29).

M. aeruginosa

A estabilidade dos genes de referéncia em cada espécie e em cada
intensidade de luz foi avaliada (Figura 17). Em M. aeruginosa percebeu-se que
indiscutivelmente o gene de referéncia rRNA 16S foi o0 menos estavel, uma vez que a
sua expressdo variou entre as varias intensidades de luz e entre as varias fases do
crescimento (Figuras 17A, 17B e 17C). A expressdo do gene gltA manteve-se
praticamente inalterada entre as varias intensidades de luz e entre as vérias fases do
crescimento. J4 a expressao do gene rpoC1 variou ligeiramente entre as varias fases

do crescimento, mas manteve-se semelhante entre as diferentes intensidades de luz.
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Figura 17 — Valores de Ct médios nas varias fases do crescimento (fase de adaptacao, fase exponencial

de crescimento e fase estacionaria) dos genes de referéncia rRNA 16S, glItA e rpoCl das reaccgbes de

RT-gPCR: A) Cultura de M. aeruginosa exposta a intensidade de 4 ymol de fotdes m?Zst B) Cultura de

M. aeruginosa exposta a intensidade de 20 ymol de fotées m?st C) Cultura de M. aeruginosa exposta a

intensidade de 30 umol de fotbes m?Zst D) Cultura de P. agardhii exposta a intensidade de 4 ymol de

fotdes m™? s™. E) Cultura de P. agardhii exposta a intensidade de 20 umol de fotées m™? s™. F) Cultura de

P. agardhii exposta a intensidade de 30 ymol de fotbes m?s™. As barras de erro representam o desvio

padrao.

P. agardhii

Ao contrario de M. aeruginosa, em P. agardhii a expressdo do gene rRNA 16S

foi bastante semelhante entre as diferentes intensidades de luz, tendo variado

ligeiramente apenas entre as varias fases do crescimento (Figuras 17D, 17E e 17F),

ainda assim, essa estabilidade foi maior na cultura exposta a 30 pmol de fotdes m? s™.

A expressdo do gene gItA foi semelhante entre as varias intensidades de luz,

alterando-se ligeiramente entre as varias fases do crescimento. A expressdo do gene

rpoC1 variou moderadamente entre as diferentes intensidades de luz e as diferentes

fases do crescimento.
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Para confirmar e complementar os resultados representados na Figura 17
utilizaram-se trés algoritmos matematicos, geNorm, NormFinder e BestKeeper, para
avaliar a estabilidade de expressado de cada gene de referéncia.

As informacfes obtidas com os algoritmos geNorm e NormFinder confirmaram
que o gene de referéncia com a expressdo menos estavel em M. aeruginosa foi o
rRNA 16S e em P. agardhii o rpoCl1, ao apresentarem o maior coeficiente de
estabilidade (Tabela 10). J& o melhor gene de referéncia para M. aeruginosa foi o
rpoC1, e para P. agardhii o rRNA 16S, ambos manifestaram o menor coeficiente de
estabilidade (sombreados a cinzento na Tabela 10).

Tabela 10 — Coeficientes de estabilidade dos genes de referéncia rRNA 16S, gltA e rpoC1, resultantes da
aplicacdo dos algoritmos geNorm e NormFinder.

Coeficiente de estabilidade (M)

Gene de referéncia M. aeruginosa P. agardhii

geNorm | NormFinder | geNorm | NormFinder

16S rRNA 2,703 i 1,774 0922 i 0,222
gltA 2225 i 1,211 1010 i 0,494
rpoC1 1,829 i 0,468 1,150 i 0,701

Também segundo o algoritmo BestKeeper, o gene rRNA 16S foi o menos
estavel em M. aeruginosa (Desvio padréo = 2,80; Coeficiente de variacdo = 21,29) e 0
rpoCl o menos estavel em P. agardhii (Desvio padrdo = 2,47; Coeficiente de
variacdo = 8,96). Porém, ao contrario dos dois algoritmos anteriores, em que o melhor
gene de referéncia divergiu entre as duas espécies, neste caso o0 gene gltA foi
considerado o mais estavel quer em M. aeruginosa (Desvio padrao = 0,89; Coeficiente
de variagdo = 2,8) quer em P. agardhii (Desvio padrdo = 1,87; Coeficiente de
variagdo = 6,28). Aplicando-se a correlagdo de Pearson do referido software aos
possiveis pares de genes de referéncia, verificou-se que o melhor par a utilizar na
normalizacdo em M. aeruginosa seria gltA e rpoC1 (Coeficiente de correlacédo = 0,810)
e em P. agardhii seria rRNA 16S e gltA (Coeficiente de correlacdo = 0,946).

Em suma, dos trés genes de referéncia estudados, em M. aeruginosa o melhor
foi o rpoC1 (indicado por dois dos trés algoritmos aplicados - geNorm e NormFinder),
mas também o gItA (seleccionado por um dos trés algoritmos — BestKeeper). Em
P. agardhii o melhor gene de referéncia foi o rRNA 16S (determinado por dois dos trés
algoritmos aplicados - geNorm e NormFinder), assim como o gltA (apurado por um dos

trés algoritmos — BestKeeper).
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4. 5. Expressao relativa do gene alvo mcyA

4.5.1. Avaliacdo da expressdo do gene mcyA em cada fase do crescimento

Para avaliar a expressdo do gene mcyA, em cada fase do crescimento fixou-se
como condi¢do controlo o nivel de expressdo na intensidade de 4 ymol de fotdes
m? s e utilizaram-se como genes de referéncia para a normalizagéo o rpoC1 e gltA
para M. aeruginosa e o rRNA 16S e gItA em P. agardhii (Figura 18).
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Figura 18 — Expresséo relativa média do gene mcyA em cada fase do crescimento, usando como
condigdo controlo o nivel de expressdo na intensidade de 4 pymol de fotdes m™? s™ (Expressdo = 1). A)
Expresséo nas culturas de M. aeruginosa expostas as intensidades de luz de 4, 20 e 30 ymol de fotées m’
2 s utilizando como gene de referéncia — rpoC1. B) Expresséo nas culturas de M. aeruginosa expostas
as intensidades de luz de 4, 20 e 30 ymol de fotbes m? s utilizando como gene de referéncia — gltA. C)
Expresséo nas culturas de P. agardhii expostas as intensidades de luz de 4, 20 e 30 pmol de fotbes m?s
! utilizando como gene de referéncia — rRNA 16S. D) Expresséo nas culturas de P. agardhii expostas as
intensidades de luz de 4, 20 e 30 ymol de fotdes m? s utilizando como gene de referéncia — gItA.O *
denota as diferengas estatisticamente significativas (Teste t-Student, P < 0,05) na expressdo de mcyA
relativamente a condi¢do controlo. O } assinala as diferencas estatisticamente significativas (Teste
t-Student, P < 0,05) na expressdo de mcyA relativamente a intensidade de 20 ymol de fotées m?2st As

barras de erro representam o desvio padréo.

Os resultados da expressdo relativa do gene mcyA obtidos quer pela
normalizacdo com o gene de referéncia rpoC1 (Figura 18A), quer pela normalizacdo

com o gene gltA (Figura 18B) foram equiparaveis em M. aeruginosa, tal como sucedeu
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com os genes de referéncia rRNA 16S (Figura 18C) e gItA (Figura 18D) em
P. agardhii.
M. aeruginosa

Em M. aeruginosa, os niveis de expressdo de mcyA nas intensidades de 20 e
30 umol de fotdes m™ s™ foram sempre inferiores aos niveis da intensidade controlo de

4 pmol de fotdes m? s™.

Para além disso, nas trés fases estudadas existiram
diferencas estatisticamente significativas entre os niveis de expressdo de mcyA na
intensidade controlo e os niveis de expressdo nas intensidades de 20 e 30 pymol de
fotdes m? s™. Ja entre as intensidades de 20 e 30 pymol de fotdes m? s™ a expresséo
de mcyA foi sempre muito semelhante, ndo se tendo verificado diferengas
estatisticamente significativas.
P. agardhii

Relativamente a P. agardhii, na fase de adaptacéo (terceiro dia) as alteragcbes
observadas na expressdo de mcyA entre as diferentes intensidades de Iluz
dependeram do gene de referéncia utilizado na normalizagdo. Tendo em consideragao
o gene de referéncia rRNA 16S, ndo ocorreram diferencas significativas na expresséo
de mcyA entre as varias intensidades de luz. Por outro lado, tendo em conta o gene
gltA como referéncia, verificaram-se diferencas estatisticamente significativas na
expressao entre as trés intensidades de luz. Na fase exponencial de crescimento e
fase estacionaria (sétimo e 13° dia respectivamente) existiram diferencas
estatisticamente significativas entre a intensidade controlo de 4 pmol de fotées m? s
e as intensidades de 20 e 30 pmol de fotdes m? s™. Mas entre as intensidades de 20 e
30 umol de fotdes m? s™ a expressao foi bastante idéntica. Nas duas Ultimas fases do
crescimento a maior expressdo de mcyA ocorreu na intensidade de 4 umol de fotdes

m?2s?

4.5.2. Avaliacdo da expressdo do gene mcyA ao longo do tempo de exposicao

Para se analisar a evolucdo ao longo do tempo da expressdo do gene mcyA,
estabeleceu-se como condi¢cdo controlo os niveis de expressdo no terceiro dia de
exposicao (fase de adaptacéo), e utilizaram-se na mesma os genes rpoC1 e gltA para
M. aeruginosa e o rRNA 16S e gltA em P. agardhii como referéncias para a
normalizacéo (Figura 19).

Também para esta avaliacdo, os resultados da variacdo da expressao relativa
do gene mcyA foram idénticos quer tenham sido normalizados com o gene de

referéncia rpoC1 (Figura 19A), quer com o gene gltA (Figura 19B) em M. aeruginosa.
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O mesmo aconteceu usando o gene de referéncia rRNA 16S (Figura 19C) e gltA em P.
agardhii (Figura 19D).
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Figura 20 — Evolucdo da expressédo relativa média do gene mcyA ao longo do tempo, tendo como
condicéo controlo os niveis de expressdo no terceiro dia de exposicdo (Expresséo = 1). A) Expressdo nas
culturas de M. aeruginosa expostas as intensidades de luz de 4, 20 e 30 pmol de fotdes m? s? utilizando
como gene de referéncia — rpoC1. B) Expresséo nas culturas de M. aeruginosa expostas as intensidades
de luz de 4, 20 e 30 pymol de fotdes m? s™ utilizando como gene de referéncia — gltA. C) Expressao as
culturas de P. agardhii expostas as intensidades de luz de 4, 20 e 30 ymol de fotbes m? s utilizando
como gene de referéncia — rRNA 16S. D) Expressao as culturas de P. agardhii expostas as intensidades
de luz de 4, 20 e 30 ymol de fotdes m? s utilizando como gene de referéncia — gltA. O * denota as
diferencas estatisticamente significativas (Teste t-Student, P < 0,05) na expressdo de mcyA relativamente
a condicao controlo. O F assinala as diferencas estatisticamente significativas (Teste t-Student, P < 0,05)
na expressdo de mcyA relativamente ao sétimo/oitavo dia de exposicao As barras de erro representam o
desvio padréo.

M. aeruginosa

Nas culturas de M. aeruginosa, a evolucdo da expressdo do gene mcyA ao
longo do tempo teve 0 mesmo comportamento nas trés intensidades de luz (Figuras
19A e 19B). Em todas as intensidades de luz observou-se uma diminui¢cdo
(estatisticamente significativa) nos niveis de expressdo de mcyA do terceiro para o
oitavo dia e do terceiro para o 14° dia. Ja entre o oitavo e 0 14° dia observou-se uma
manutenc&o dos niveis de transcricdo a 4 e a 30 umol de fotdes m? s™. Na cultura

exposta a 20 pymol de fotdes m™? s™ os niveis de expressdo de mcyA foram sempre
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diminuindo ao longo do crescimento, tendo estas diferencas sido estatisticamente
significativas.
P. agardhii

Ao contrario do constatado anteriormente em M. aeruginosa, em P. agardhii a
evolucdo da expressdo do gene mcyA ao longo do tempo ndo teve o mesmo
comportamento entre as trés intensidades de luz. Na cultura exposta a intensidade de
4 umol de fotdes m™? s™ a expressdo do gene mcyA aumentou significativamente de
forma acentuada entre o terceiro e o sétimo dia, tendo diminuido de forma significativa
entre o sétimo e 13° dia. Nas culturas expostas as intensidades de 20 e 30 ymol de
fotbes m? s verificou-se uma semelhanca nos niveis de expressdo de mcyA entre o
terceiro e o sétimo dia. Entre este ultimo e o 13° dia existiu uma diminuigéo,
estatisticamente significativa em ambas as intensidades. A expressdo do gene mcyA
na intensidade de luz de 4 umol de fotdes m?2 s foi maxima no sétimo dia,
correspondente a fase exponencial de crescimento, e nas intensidades de 20 e 30

pmol de fotdes m? s a expressdo também foi ligeiramente maior nessa mesma fase.

4.5.3. Avaliacdo da correspondéncia entre a expressao do gene mcyA e a

concentracdo de microcistina por célula

Estabelecido o nivel de expressdao do gene mcyA ao longo do tempo e a
guantidade microcistina por célula, procurou-se averiguar a possivel relacdo entre a
expressdo do gene mcyA e a concentragcdo de microcistina por célula. Para isso,
procedeu-se a comparacéo dos resultados obtidos na expressao, normalizada com 0s
melhores genes de referéncia (rpoCl para M. aeruginosa e rRNA 16S para
P. agardhii) com a concentrag&o de microcistina por célula (Figura 20).

M. aeruginosa

Em M. aeruginosa néo se verificou, em nenhuma intensidade de luz, ligagéo

entre expressdo de mcyA e a concentracao de microcistina produzida por célula. Na

intensidade de 4 pmol de fotdes m? s*

ocorreu uma acentuada diminuicdo da
expressao de mcyA do terceiro para o oitavo dia, € uma manutengdo entre este e 0
14° dia. J& a concentragdo de microcistina por célula, foi constante entre terceiro e
oitavo dia, mas ndo entre o oitavo e o 14° dia (Figura 20A). Na cultura exposta a 20
umol de fotdes m™? s™ existiu uma diminuicdo da expressdo de mcyA ao longo do
tempo, contudo a concentracdo de microcistina por célula aumentou entre o terceiro e
oitavo dia, e diminui entre este Ultimo e 14° dia (Figura 20B). A 30 umol de fotdes
m? s™ observou-se primeiro uma diminuicdo da expressdo e posteriormente uma

manutencdo desta entre o oitavo e 0 14° dia. Apesar disso, a concentragdo de toxina
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por célula aumentou entre o terceiro e o0 oitavo dia, mantendo-se depois constante até
ao 14° dia (Figura 20C).
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Figura 20 — Evolugdo temporal da expresséo relativa média do gene mcyA (normalizada com o gene de
referéncia rpoC1 para M. aeruginosa e com o gene rRNA 16S para P. agardhii) e da concentragdo de
microcistina por célula: A) Cultura de M. aeruginosa exposta a intensidade de 4 ymol de fotées m?Zst B)
Cultura de M. aeruginosa exposta a intensidade de 20 pmol de fotdes m?Zs™t. C) Cultura de M. aeruginosa
exposta a intensidade de 30 ymol de fotdes m?Zst D) Cultura de P. agardhii exposta a intensidade de 4
pmol de fotdes m?s™. E) Cultura de P. agardhii exposta & intensidade de 20 pymol de fotdes m?s™. F)
Cultura de P. agardhii exposta a intensidade de 30 umol de fotdes m?s™. As barras de erro representam
0 desvio padrao.

P. agardhii

Em P. agardhii, também nao foi possivel estabelecer uma correspondéncia
entre expressao de mcyA e a concentragdo de microcistina por célula. Na intensidade
de 4 ymol de fotdes m? s 0 aumento da expressdo de mcyA entre o terceiro e sétimo
dia correspondeu a um aumento da quantidade de toxina por célula. Contudo entre o

sétimo e 0 13° dia apesar da marcada diminuicdo da expressédo, houve um aumento
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da concentracdo de toxina por célula (Figura 20D). Nas culturas expostas as
intensidades de 20 e 30 pymol de fotdes m™ s™ existiu uma manutencéo da expressio
de mcyA entre o terceiro e 0 sétimo dia, e uma posterior diminuicdo na fase final. J4 a
concentracdo de toxina por célula primeiro diminui entre as duas primeiras fases,
tendo aumentado entre o sétimo e o 13° dia (Figuras 20E e 20F). Apesar da nao
correspondéncia entre os niveis de expressdo e a concentragdo de toxina por célula
ao longo do tempo, importa real¢ar que os maiores niveis de transcricdo de mcyA e a
maior quantidade de microcistina por célula observados no sétimo e 13° dia

aconteceram a 4 pymol de fotdes m? s™.
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5.1. Avaliacdo das condicdes experimentais testadas

Numa primeira abordagem, utilizou-se 0 método de microplaca de 96 pocos
para avaliar o crescimento das cianobactérias ao longo do tempo. Cada microplaca foi
inoculada com um isolado e exposta durante nove dias a diferentes intensidades de
luz: 15, 20 e 30 pmol de fotdes m?s™. Diariamente mediu-se o crescimento das
culturas nos pocos, e de trés em trés dias retiraram-se amostras para extraccao de
RNA. Desta metodologia resultaram varios problemas, designadamente a evaporagao
acentuada do meio, dificuldade de homogeneizacdo e reduzida quantidade de cultura
para efectuar a extraccdo de RNA, e também dois outros pardmetros que se
pretendiam determinar: a contagem celular e quantificacdo das microcistinas. Assim,
preferiu-se ao fim de véarios ensaios abandonar este método e desenvolver um mais
completo e que permitisse ultrapassar os entraves anteriormente referidos. A nova
metodologia adoptada e descrita nas paginas 18 e 19 deste trabalho, utilizando
frascos de cultura de 80 cm?, proporcionou diversas vantagens, nomeadamente uma
area de exposicdo maior das culturas, uma boa homogeneizagdo das mesmas,
facilitada pelo fluxo de ar continuo (permitindo medi¢cdes de densidade Optica com
erros menores), um volume de cultura suficiente para as varias operagdes e, por fim,
uma reduzida evaporagcdo (11-14%) que nd&o influenciou significativamente os
resultados. Para além das alteracbes do desenho experimental, repensaram-se
também as intensidades de luz a que os frascos estariam expostos, tendo-se optado
por 4, 20 e 30 pmol de fotdes m?s™. A escolha de 4 em vez de 15 pmol de fotdes
m?s™ deveu-se ao facto desta ser a intensidade de luz a que as culturas estio
habitualmente expostas na camara de manutencdo, crescendo saudavelmente. Ja a
escolha das intensidades de luz mais altas de 20 e 30 umol de fotdes m? s™ teve em
consideragcdo duas principais razbes. A primeira, que as intensidades estudadas
fossem o mais proximas possivel das intensidades de luz a que estas cianobactérias
estdo expostas no meio ambiente. Por exemplo uma intensidade de luz de 40 umol de
fotdes m? s pode ser encontrada a cerca de um metro de profundidade em aguas
com blooms, quando a intensidade medida na superficie € de 400 umol de fotbes
m?s? (Kaebernick et al., 2000). Por outro lado, avaliando os dados descritos na
bibliografia verificou-se que o estudo de Utkilen & Gj@ime (1992), usando
M. aeruginosa, refere que a taxa de produgdo de microcistina aumentava até a
intensidade de luz de 40 ymol de fotdes m?s?, e diminuia em intensidades mais altas.
J& Hesse & Kohl (2001) perceberam que o ponto de saturagdo de luz para as culturas
formadoras de coldnias nesta espécie seria de 80 pymol de fotdes m?s™ e para as

culturas nao formadoras seria de 50 umol de fotdes m?s™. Acima deste ponto de
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saturacdo pode ocorrer fotoinibicdo, ou seja, a reducdo da capacidade fotossintética,
como resultado da exposicdo a intensidades de luz superiores as necessérias para
saturar o processo de fotossintese (Walsh et al., 1997). Relativamente a estudos de
expressao geénica, recentemente El Semary (2010) percebeu que os niveis expressao
de um outro gene também pertencente ao cluster mcy (mcyB) foram maximos na fase
estacionaria em intensidades de luz baixas/médias (2,8 e 14 umol de fotdes m? s™).
Em P. agardhii, Sivonen (1990) apurou que a maior concentracdo de microcistinas
acontecia em intensidades de luz baixas, designadamente em 12 e 24 ymol de fotdes
m?s™. Para além disso, sabe-se ainda as cianobactérias pertencentes a este género
preferem baixas intensidades de luz para crescer (Sivonen & Jones, 1999). Tendo em
conta estes dados, optou-se por utilizar duas intensidades de luz intermédias (20 e 30
pumol de fotdes m?s?), nem muito altas nem muito baixas para ambos, que

permitissem averiguar o efeito da intensidade de luz nas duas espécies.

5.2. Efeito da intensidade de luz no crescimento

Ao longo do ensaio de exposi¢éo, as culturas de M. aeruginosa e de P. agardhii
variaram 0 seu aspecto. Nos primeiros dias de exposicdo apresentaram uma
tonalidade esverdeada e eram pouco densas, enquanto na fase final as culturas de
M. aeruginosa, nas intensidades de luz de 20 e 30 pmol de fotdes m? s exibiram um
certo grau de "palidez" e as de P. agardhii uma cor amarelada/acastanhada em
condicbes semelhantes. O aspecto final resultou, possivelmente, da exposicdo
prolongada as intensidades de luz mais altas, que consequentemente induziram danos
as células e causaram diminuigdo da clorofila. Ao diminuir a quantidade de clorofila
perdeu-se a caracteristica cor verde das culturas saudaveis (Sivonen, 1990). De certa
forma, estes resultados estdo de acordo com o que se verificou na curva de
crescimento na intensidade de 30 pmol de fotdes m?s™ em M. aeruginosa.
Inicialmente, a intensidade de luz mais alta estimulou o crescimento da cultura, mas a
exposicdo prolongada levou a que fase exponencial de crescimento fosse menor,
atingindo mais rapidamente a fase estacionéria e de morte celular do que nas outras
intensidades de luz. Em P. agardhii ndo foram claras as fases estacionaria e de morte
celular nas curvas de crescimento, embora facilmente se tenha notado morte celular
nas observagfes microscopicas e até no proprio aspecto macroscopico da cultura na
fase final do ensaio. Apesar disso, o valor da densidade Optica medido continuou a
aumentar ao longo dos ultimos dias, ndo como resultado de crescimento mas devido

ao aumento da absorg&o por compostos resultantes da lise celular.
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Para além das diferencas no aspecto das culturas, verificaram-se também
diferengas, estatisticamente validadas, entre as trés curvas de crescimento em cada
espécie, sobretudo entre a curva de crescimento das culturas expostas a 4 uymol de
fotdes m? s e as culturas expostas a 20 e 30 pmol de fotdes m? s™. Os resultados
indiciaram assim uma relagdo entre o aumento da taxa de crescimento e o aumento da
intensidade de luz, nas duas espécies testadas. A associagdo entre o crescimento e a
intensidade de luz em M. aeruginosa, ja tinha sido identificada em estudos anteriores.
Utkilen & GjdIme (1992) referiram primeiramente que a luz foi factor limitante do
crescimento até a intensidade de 75 pmol de fotdes m? s™ na estirpe M. aeruginosa
CYA 228/1, propagada em cultura continua. Mais tarde, Kaebernick et al. (2000)
verificaram que as diferentes intensidades de luz estudadas (16, 31 e 68 umol de
fotdes m? s™) tiveram efeito sobre o crescimento de M. aeruginosa PCC 7806, embora
as diferencas entre as intensidades mais baixas ndo tenham sido 6bvias. Hesse et al.
(2001) estudando a mesma estirpe, indicaram que o factor intensidade de luz
influenciou o crescimento até ao ponto de saturacido de luz de 32 ymol de fotbes
m?s?, onde a taxa de crescimento foi maxima. Wiedner et al. (2003) relataram um
efeito da intensidade da luz sobre a taxa de crescimento na mesma estirpe dos dois
estudos anteriores, mas neste trabalho o efeito foi verificado até a intensidade PAR
(radiagéo fotossinteticamente activa) de 80 pymol de fotdes m?s™ e ndo apenas até
aos 32 umol de fotdes m? s™. Contrariamente ao descrito para a estirpe M. aeruginosa
PCC 7806, ElI Semary (2010) aplicando o coeficiente de Pearson as contagens
celulares, verificou uma boa correlagdo entre o crescimento das cianobactérias e a
temperatura, mas ndo entre o crescimento e a luz.

A pesquisa da influéncia da intensidade de luz no crescimento de P. agardhii
tem sido reduzida ao longo dos anos, acabando por existir apenas dois estudos com
resultados contraditérios. Sivonen (1990) nao verificou efeito da intensidade de luz no
crescimento da estirpe P. agardhii 97, uma vez que 0 crescimento nas quatro
intensidades de luz estudadas (12, 24, 50 e 95 pmol de fotbes m s'l) foi semelhante.
J& na investigacao de Tonk et al. (2005) o crescimento da estirpe P. agardhii 126/3 foi
directamente influenciado pela intensidade de luz até, pelo menos, a intensidade de 60
umol de fotdes m? s™. As intensidades superiores a 100 ymol de fotdes m™ s™ inibiram
o crescimento. A correlagdo encontrada no estudo aqui apresentado estd de acordo
com os resultados obtidos por Tonk et al. (2005).

Analisando detalhadamente as diferencas no crescimento entre as varias
intensidades de luz em cada espécie, observou-se que a menor taxa de
crescimento/maior tempo de duplicacdo aconteceu na cultura de P. agardhii na

intensidade de 4 umol de fotdes m™ s e a maior taxa de crescimento/menor tempo de
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duplicacdo em M. aeruginosa na intensidade de 30 umol de fotdes m? s*. As
diferengas nestes dois parametros do crescimento foram bastante mais acentuadas
entre a cultura exposta a intensidade de 4 umol de fotdes m? s* e as culturas
expostas as intensidades de 20 e 30 pymol de fotdes m™? s™. Entre estas duas Ultimas
intensidades verificou-se uma grande semelhanga. As amplitudes das diferencas nas
taxas de crescimento/tempo duplicacédo entre intensidades de luz foram maiores em
M. aeruginosa do que em P. agardhii. Pode-se supor que este comportamento esteja
relacionado com o facto de que a primeira espécie cresce melhor em intensidades de
luz mais altas e da segunda preferir crescer em intensidades baixas, embora
temporariamente se consiga adaptar bem as intensidades de luz mais altas, uma vez
gue no meio ambiente podem habitar os primeiros metros de lagos e lagoas, podendo
ser temporariamente expostos a altas intensidades de luz (Oberhaus et al., 2007;
Sivonen & Jones, 1999).

5.3. Efeito da intensidade de luz na concentracdo celular e producao de

microcistina

As maiores concentra¢gdes celulares nas duas primeiras fases do crescimento
em M. aeruginosa aconteceram na cultura exposta a intensidade de 30 pmol de fotbes
m? s™ enquanto que na Gltima fase ocorreram na cultura exposta a intensidade de 20
umol de fotdes m? s™. J4 em P. agardhii as maiores concentracdes celulares na fase
de adaptagéo verificaram-se na cultura exposta a intensidade 20 ymol de fotdes
m?s?, e nas duas Ultimas fases do crescimento na cultura exposta a 30 umol de
fotbes m?s®’. Em ambas as espécies, a maior concentracdo celular ocorreu nas
culturas expostas as intensidades de luz mais elevadas. Esta observacdo pode ser
atribuida ao facto das intensidades de luz mais altas estimularem mais a divisdo
celular, acabando por naturalmente afectar o ritmo de crescimento das culturas, como
referiu Kaebernick et al. (2000).

Determinada a concentragdo celular das vérias culturas ao longo do tempo,
pretendeu-se entender de que forma o crescimento se poderia relacionar com a
concentracdo de microcistina absoluta produzida em cada intensidade de luz. Em
M. aeruginosa na cultura exposta a 4 pmol de fotdes m? s, o aumento da
concentracdo celular ao longo do tempo ndo se traduziu num aumento dos niveis
absolutos de toxina, que se mantiveram constantes ao longo do tempo para esta
intensidade de luz. Nas culturas expostas as intensidades de 20 e 30 ymol de fotbes

m? s™, o aumento do nimero de células correspondeu a um reduzido aumento da
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gquantidade total de toxina. A auséncia de conexdo entre o crescimento celular e a
quantidade absoluta de microcistina vem contrariar estudos ja realizados. Segundo Orr
& Jones (1998), em condic¢des limitantes de azoto a producéo de toxina dependeu da
taxa de crescimento, pois verificaram que uma diminuicAo do crescimento
correspondeu a uma diminuicdo da quantidade de microcistina. Em Song et al. (1998),
a producéo absoluta de toxina acompanhou o crescimento duma cultura de Microcystis
viridis, mantida a 25°C e a 15 ymol de fotdes m™ s™. Mais tarde, também Wiedner et
al. (2003) descreveram que o conteudo de microcistina estava relacionado com o
crescimento em M. aeruginosa PCC 7806, sob condicbes de PAR limitado
(intensidades de luz inferiores a 80 umol de fotdes m™ s™), mas n&o sob condicdes de
PAR saturante.

No estudo aqui apresentado, foi possivel relacionar claramente o crescimento e
a concentracdo de microcistina absoluta em P. agardhii na cultura exposta a

intensidade de 4 pmol de fotdes m? s

Contudo, nas culturas expostas as
intensidades de 20 e 30 pmol de fotdes m? s™, essa correspondéncia observou-se
apenas entre a fase exponencial de crescimento e a fase estacionaria. A conexao
entre o crescimento celular e a quantidade absoluta de microcistina nesta espécie
nunca foi estudada nos trabalhos ja realizados.

Avaliando os niveis da concentra¢do de microcistina absoluta, verificou-se que
se obtiveram no inicio da fase estacionaria em ambas as espécies estudadas. Estes
resultados sdo opostos ao constatado por Song et al. (1998) na cultura de Microcystis
viridis, em que as maiores concentra¢cdes de microcistina foram obtidas no inicio e
meio da fase exponencial de crescimento. Podemos supor que este facto se pode
dever as diferencas na estirpe aqui testada e no meio de crescimento utilizado.

A maior concentracdo de microcistina na fase estacionaria pode ser explicada
por duas razdes principais, por existir um maior nimero de células produtoras neste
estadio do crescimento e/ou pelo facto das cianotoxinas serem metabolitos
secundarios, que em condicdes normais aumentarao apenas apés o0 metabolismo
primario da célula estar satisfeito, podendo assim despender energia para a sintese
destes compostos (O’Neil et al., 2012; Schatz et al. 2007).

As concentragBes de microcistina por célula entre intensidades de luz e fases
do crescimento diferiram entre as duas espécies. Em M. aeruginosa, a concentragéo
de microcistina por célula nas trés culturas expostas as diferentes intensidades foi
semelhante, sobretudo nas duas primeiras fases do crescimento. Apenas na fase
estacionaria as concentracdes de toxina diferiram consideravelmente. Ainda assim, a

evolucdo temporal da concentracdo de toxina em cada cultura foi ligeiramente

Pagina | 56



5. Discussao

diferente. Na cultura exposta & intensidade de 4 pmol de fotdes m™ s, a concentracéo
de microcistina por célula primeiro aumentou e depois diminuiu, tendo sido esta a
intensidade a que se verificaram 0s menores niveis de toxina por célula em todo o
crescimento. Na cultura exposta a intensidade de 20 pmol de fotdes m? s™, tal como
se verificou na intensidade de 4 umol de fotdes m? s™, a concentrac&o de microcistina
primeiro aumentou e posteriormente diminuiu na fase estacionaria. J4 a cultura
exposta a intensidade de 30 pymol de fotdes m?s® a concentracdo de microcistina
aumentou entre as duas primeiras fases do crescimento, tendo-se mantido semelhante
na fase final do mesmo. Foi nesta intensidade de luz que ocorreu a maior producgéo de
microcistina por célula quer na fase exponencial de crescimento, quer na fase
estacionaria.

Tendo em conta as diferencas verificadas entre as concentracbes de
microcistina por célula nas culturas expostas as diferentes intensidades de luz, ainda
que em menor amplitude do que em P. agardhii, conclui-se que existiu também
alguma influéncia das intensidades de luz testadas (4, 20 e 30 uymol de fotdes m? s™)
sobre a producdo microcistina. A influéncia da luz sobre a producdo de microcistina
nesta espécie ja tinha sido identificada em estudos anteriores. van der Westhuizen &
Eloff (1985) relataram uma influéncia da intensidade luz na toxicidade de
M. aeruginosa UV-006, ainda que reduzida. Verificaram que a concentragdo de
microcistina tendia a ser maior em intensidades de luz mais elevadas (145 e 205 umol
de fotdes m? s™) comparativamente as intensidades mais baixas (21, 35, 51 e 86 uymol
de fotbes m?s™). As alteracBes relativamente pequenas na toxicidade, produzidas
pelo aumento da intensidade de luz, foram explicadas pelas adaptacdes fisiologicas
gue o género Microcystis apresenta para este factor, nomeadamente o aumento dos
vacuolos e alteracdo na composicao dos pigmentos. Utkilen & Gjdime (1992)
observaram que um aumento da intensidade de luz até aos 40 umol de fotdes m?s™
se traduziu num aumento da taxa de producdo de microcistina na estirpe
M. aeruginosa CYA 228/1. Mais tarde, Utkilen & Gjdime (1995) prosseguindo
trabalhos na mesma estirpe, perceberam um efeito da intensidade da luz na absorcéo
do ferro e, consequentemente, sob a producdo de toxina. Propuseram que a
microcistina se ligaria ao ferro e a outros catides, como forma de manté-los em baixas
concentragcdes no meio intracelular. Assim, diminuindo a intensidade de luz, diminuia
igualmente a absorcdo de ferro e consequentemente a quantidade de microcistina
produzida (que seria apenas necessdaria para manter baixos o0s niveis dos catides).
Também Song et al. (1998) identificaram um efeito da intensidade da luz sob a
producdo de microcistinas em M. viridis. A producdo de microcistina-RR a 15°C foi

maior numa cultura mantida a 30 uymol de fotdes m? s comparativamente a outras
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mantidas a 15, 60 e 100 umol de fotdes m? s™. J&4 a 25°C a maior producdo ocorreu
numa cultura exposta a 15 pmol de fotdes m?s™. Adicionalmente, Wiedner et al.
(2003) observaram que as intensidades de luz abaixo da intensidade PAR (80 umol de
fotbes m? s™) afectaram a producéo e teor celular de microcistina em M. aeruginosa
PCC 7806. Estes verificaram que um aumento da intensidade se reflectia no aumento
da producdo e no consequente aumento do contetdo celular, tendo as concentracdes
de microcistina sido 20 vezes maiores a 40 umol de fotdes m? s™ do que a 10 umol de
fotdes m? s™. Contrariamente a estes resultados, Hesse & Kohl (2001) mostraram que
o contetdo de microcistinas em trés estirpes formadoras de colénias e em trés
estirpes nao formadoras, propagadas em cultura continua, nédo foi fortemente regulado
pela intensidade de luz (testado 5 e 150 umol de fotdes m? s™) ou disponibilidade de
nutrientes.

Apesar destas contradigbes, importa ressalvar, que no trabalho aqui
apresentado, a maior producdo de microcistina por célula em M. aeruginosa aconteceu
na mesma intensidade de luz a que se determinou a maior de taxa de crescimento
(30 umol de fotdes m? s™), tal como referido em Sivonen & Jones (1999) e Carmichael
(2001). Ambos os estudos referem que a maior producdo de cianotoxinas acontece
nas condi¢cdes que sdo mais favoraveis para o crescimento do género (Carmichael,
2001; Sivonen & Jones, 1999).

Em P. agardhii houve algumas diferencas na producdo de microcistina por
célula entre intensidades de luz e fases do crescimento. Na cultura exposta a
intensidade de 4 pmol de fotdes m? s™ verificou-se um aumento da concentragéo de
microcistina por célula ao longo do crescimento. Enquanto nas duas culturas expostas
as intensidades de luz mais altas, houve primeiro uma diminuicdo e depois um
aumento da concentracdo de microcistina por célula na fase estacionaria. Apesar da
evolucdo semelhante nas dUltimas fases do crescimento, as concentracdes de
microcistina por célula foram diferentes, tendo sido maiores na cultura exposta a
intensidade de 4 pmol de fotdes m? s™ e menores na cultura exposta a intensidade de
20 umol de fotdes m? s™. Dadas as diferencas entre as concentragdes de microcistina
por célula nas culturas expostas as diferentes intensidades de luz ao longo do tempo,
podemos afirmar que existe influéncia das intensidades testadas (4, 20 e 30 ymol de
fotdes m? s™) sobre a producéo efectiva de microcistina nesta espécie. Tal influéncia
ja tinha sido identificada em Sivonen, 1990. Nesse estudo a concentracdo de
microcistinas foi maior em culturas expostas a intensidades de luz baixas (12 e 24
umol de fotdes m? s™) do que em culturas expostas a intensidades superiores (50 e 95
pumol de fotdes m?s?). Contrariamente ao constatado em M. aeruginosa, em

P. agardhii a melhor intensidade de luz para a maior producdo de microcistina por
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célula (4 pmol de fotdes m? s™) divergiu da intensidade a que se determinou a maior
de taxa de crescimento (30 ymol de fotdes m? s™), contrariamente ao que se presumia
em Sivonen & Jones (1999) e Carmichael (2001). Isto pode ser explicado pela facto
das culturas de P. agardhii expostas as intensidades de luz mais altas, tal como ja se
verificou em M. aeruginosa (Kaebernick et al., 2000), aumentarem bastante a sua
densidade, reduzindo a quantidade de luz que chega eficazmente a cada célula e que
pode influenciar a producdo de microcistina. Na cultura exposta a intensidade de
4 pymol de fotdes m? s™, esse intenso aumento de densidade n&o existe, continuando
a luz a chegar eficazmente a cada célula nos filamentos e podendo continuar actuar

sobre a producéo/exportacdo de microcistina.

5.4. Estabilidade dos genes de referéncia

Um objectivo paralelo do trabalho consistiu na seleccéo e validacdo de genes
de referéncia para a normalizagéo da expressdo génica usando a técnica de RT-gPCR
em cianobactérias. Os estudos existentes sdo reduzidos e muitas vezes utilizam-se
arbitrariamente genes de referéncia classicos, sem grande averiguacdo da sua
estabilidade nas espécies e nas condi¢cdes utilizadas, faltando por isso muita
informac&o sobre o tema (Huggett et al., 2005).

Da informacédo disponivel na literatura foram seleccionados trés genes de
referéncia, correspondente ao nimero minimo aconselhavel para normalizagédo, que
estivessem relacionados com vias independentes para evitar possiveis efeitos de
co-regulacédo celular (Tran et al.,, 2013). Um gene bastante utilizado e considerado
uma referéncia classica para a normalizacdo - rRNA 16S (Botteldoorn et al., 2006;
Pinto et al., 2012; Tran et al., 2013), um utilizado e avaliado apenas uma vez - gltA
(Tran et al., 2013) e por fim, um gene ja utilizado mas ainda ndo avaliado - rpoC1
(Alexova et al., 2011; Ngwa et al., 2014).

Recorreu-se a trés algoritmos matematicos: geNorm, NormFinder e BestKeeper
(Ayers et al., 2007) para se obter informacdes precisas sobre a estabilidade dos genes
de referéncia estudados. Apesar de pequenas diferengas entre os resultados obtidos
nos varios algoritmos, que ja seriam de esperar uma vez que cada software usa
métodos mateméticos diferentes para determinar a estabilidade (Tran et al., 2013), o
gene rRNA 16S foi considerado pelos trés como mais instdvel em M. aeruginosa, e o
rpoC1 como menos estavel em P. agardhii.

O gene rRNA 16S apresentou um comportamento bastante divergente entre as
duas espécies, se por um lado foi o gene de referéncia menos estavel em

M. aeruginosa, por outro foi 0 mais estavel em P. agardhii. Nas duas Unicas avaliagfes
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realizadas a este gene como referéncia para a normalizacdo em RT-gPCR em
cianobactérias, os resultados também ndo foram consensuais. No estudo de Pinto
et al. (2012), o rRNA 16S foi considerado o mais estavel em trés diferentes
organismos: Lyngbya aestuari, Nostoc sp. e Synechocystis sp., usando diferentes
condi¢bes de luz e azoto (luz continua, regime luz/noite; meio com azoto e meio sem
azoto). Resultados distintos obtiveram Tran et al. (2013), onde o gene rRNA 16S foi
classificado como o menos estavel em P. agardhii pelos algoritmos geNorm e
NormFinder. Em suma, a utilizacdo deste gene como referéncia na normalizacdo de
expressdo génica é pouco consensual e deve ser avaliada individualmente em cada
espécie antes da sua efectiva aplicacao.

Tal como o rRNA 16S, também o gene rpoC1, manifestou um comportamento
bastante diferente entre as duas espécies em estudo, tendo sido considerado como o
mais estavel em M. aeruginosa e o0 menos estavel em P. agardhii. Este gene tem sido
sobretudo utilizado no campo da ecologia das cianobactérias, especialmente na
determinagéo de concentracdes celulares por RT-qPCR (Churro et al., 2012; Martins &
Vasconcelos, 2005; Orr et al.,, 2010). Ainda assim, nos ultimos anos, ja tem sido
utilizado também como gene de referéncia na normalizagdo da expressdo génica
(Alexova et al., 2011; Ngwa et al., 2014), embora ainda nao tenha sido alvo de
avaliacao.

Apesar de nos dois algoritmos anteriores 0 melhor gene de referéncia ter
divergido entre as duas espécies, no caso do algoritmo BestKeeper, o gene gltA foi
classificado como o mais estavel em ambas. Os resultados referentes a estabilidade
do gltA estdo de acordo com os obtidos em Tran et al. (2013), que utilizou pela
primeira vez este gene. Nesse estudo, o gene glItA pertenceu ao grupo dos trés mais
estaveis em P. agardhii, sendo aconselhado como uma boa alternativa para a
normalizacdo da expressao em procariotas.

Avaliados os trés genes de referéncia, optou-se por utilizar na normalizacéo da
expressao relativa de mcyA dois genes, em vez de apenas um, a fim de diminuir
possiveis erros (Cruz et al., 2009). Dada a estabilidade obtida para os genes rpoC1 e
gltA em M. aeruginosa e a estabilidade dos genes rRNA 16S e gltA em P. agardhii,
foram estes os pares usados para efectuar a normalizacdo da expressdo do gene

mcyA.

5.5. Efeito da intensidade de luz na expressdo de mcyA

Avaliou-se a variacdo da expressdo do gene alvo mcyA em cada fase do

crescimento, tendo-se observado diferencas no efeito da luz entre as duas espécies.
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Nas culturas de M. aeruginosa, a expressdo do gene mcyA nas varias fases do
crescimento foi sempre estatisticamente diferente entre a intensidade controlo de 4
umol de fotdes m? s™ e as intensidades de 20 e 30 umol de fotdes m? s™. Os niveis
de transcricdo de mcyA nestas duas intensidades foram sempre inferiores ao nivel de
transcricdo da condi¢cdo controlo. Entre as intensidades de 20 e 30 pymol de fotdes
m? s a expressdo de mcyA foi sempre muito semelhante, ndo tendo resultado por
isso diferengas significativas entre ambas. A ocorréncia de diferencas consideraveis
na expressdo entre a intensidade de controlo (4 pmol de fotdes m? s™) e as duas
outras intensidades testadas (20 e 30 pymol de fotdes m? s™), mas néo entre as
intensidades 20 e 30 umol de fotdes m? s™, pode dever-se ao facto das duas maiores
intensidades de luz serem bastante préximas e por isso influenciarem de forma
idéntica a expressdo. Ainda assim, as diferengcas encontradas sugerem que as
intensidades de luz testadas tiveram influéncia sob os niveis de transcricdo de mcyA
em M. aeruginosa. Estes resultados estdo de acordo com o observado por Kaebernick
et al. (2000) utilizando o ensaio de protec¢cdo de RNase (RPA), em que apuraram um
efeito da intensidade de luz nos niveis de transcricdo de mcyB em M. aeruginosa PCC
7806. Estes verificaram que 0s niveis de expressdo, usando intensidades de luz
préximas das testadas neste trabalho, 16 e 31 umol de fotbes m2 s, foram idénticas.
A expresséo foi maior em intensidades de luz mais altas testadas (68 e 400 pymol de
fotdes m? s™) do que nas intensidades mais baixas (16 e 31 pymol de fotdes m?s™).
Kim et al. (2005) empregando a técnica de RT-gPCR, descreveu um efeito da
intensidade de luz também na transcricdo de mcyB na mesma estirpe, tendo referido
um aumento da expressdo quando as culturas expostas a intensidade de luz de
7,53 pmol de fotdes m? s passaram para uma exposicdo de 45,15 pmol de fotdes
m? s*. Mais recentemente, El Semary (2010) aplicando igualmente a técnica de
RT-gPCR concluiu que a expressdo de mcyB foi semelhante entre as varias
intensidades de luz por eles estudadas (2,8; 14; 32 e 40 uymol de fotdes m? s™), quer
em culturas mantidas a uma temperatura de 17°C quer em culturas mantidas a 25°C,
ndo tendo existido por isso um efeito global significativo da luz sobre a expresséo
génica.

Nas culturas de P. agardhii, apenas nas duas Ultimas fases do crescimento a
expressao do gene mcyA variou entre as varias intensidades de luz. Na fase de
adaptacdo, valorizando os resultados da normalizacdo com o gene de referéncia
rRNA 16S, a expressédo foi bastante semelhante entre as trés intensidades. J& nas
duas ultimas fases do crescimento a expressdo do gene mcyA foi estatisticamente
diferente entre a intensidade controlo de 4 umol de fotées m? s e as intensidades de

1

20 e 30 pymol de fotdes m? s™. Os niveis de transcricdo de mcyA nestas duas

Pagina | 61



5. Discussao

intensidades de luz mais altas foram sempre inferiores ao nivel de transcricdo do
controlo de 4 umol de fotdes m? s™. Ja entre as intensidades de 20 e 30 pymol de
fotbes m? st a expressdo de mcyA foi muito idéntica, tal como se observou em
M. aeruginosa e muito provavelmente devido & mesma razdo, das intensidades
testadas serem bastante préximas. Apesar disso, nota-se um efeito das intensidades
de luz testadas sob os niveis de transcricdo do gene mcyA nesta espécie. O efeito
observado esta de acordo com relatado em Tonk et al. (2005). Nesse trabalho houve
um aumento da transcricdo de mcyA até a intensidade de 60 umol de fotdes m?s™ e

uma diminuicdo em intensidades superiores a 100 umol de fotdes m? s™.

Por outro lado, a andlise da evolucdo temporal da expressao do gene mcyA em
cada intensidade de luz mostrou que em M. aeruginosa, de uma forma geral, a
expressao variou sobretudo entre a fase de adaptagdo e a fase exponencial de
crescimento. Nas intensidades de 4 e 30 umol de fotdes m? s a express&o primeiro
diminuiu acentuadamente entre as duas primeiras fases do crescimento e depois
manteve-se constante. Ainda assim o0s niveis de expressao na fase estacionaria foram
significativamente diferentes para os da fase de adaptacéo. Na intensidade de 20 pymol
de fotdes m? s a expressdo diminuiu continuamente ao longo do tempo, tendo os
niveis de transcricdo sido significativamente diferentes entre as trés fases do
crescimento. A maior expressdo de mcyA foi assim observada numa fase precoce do
crescimento, ou seja, na fase de adaptacdo. Os resultados obtidos parecem ir de
encontro com o observado por Kaebernick et al. (2000), que referiram que em
intensidades de luz mais altas (68 e 400 umol de fotdes m?s™) os niveis de
transcricdo de mcyB foram maiores numa fase inicial ou média do crescimento e ndo
numa fase tardia (fase estacionaria). Contrariamente a isto, Schatz et al. (2007)
relataram um maior niumero de transcritos do gene mcyB em células envelhecidas,
sugerindo que a lise das células nessa fase induziu um aumento massivo de mcyB e
estimulou a producdo de microcistinas nas restantes células. Supondo assim que a
microcistina pudesse desempenhar uma funcdo quimica de informacédo e sinalizagcéo
celular, indicadora de morte celular para as células ao redor das que estdo a morrer,
actuando possivelmente ao nivel dos seus parametros fisioldgicos/metabolismo como
mecanismo de defesa. Mais recentemente, El Semary (2010) verificou que a
expressao de mcyB foi maior na fase estacionaria do que na fase exponencial de
crescimento nas varias condi¢fes testadas.

Em P. agardhii, os niveis de expressdo de mcyA ao longo do tempo n&o
variaram igualmente nas trés intensidades de luz. Na intensidade de 4 pmol de fotdes

m?st a expressdo aumentou significativamente entre as duas primeiras fases do
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crescimento, tendo-se atingido na fase exponencial de crescimento 0s maiores niveis
de transcricdo, embora na fase final se tenha verificado uma nova diminuicdo da
expressdo. Nas intensidades de 20 e 30 pmol de fotdes m? s™ os niveis de express&o
de mcyA foram semelhantes entre a fase de adaptacdo e a fase exponencial de
crescimento, mas ndo entre esta e a fase estacionaria, onde houve uma diminuicao
estatisticamente significativa da expressdo. Neste caso, a maior expressdo de mcyA
foi observada na fase exponencial de crescimento contrariamente ao notado em
M. aeruginosa. O efeito da divisdo celular/fase de crescimento na expressdo de genes
pertencentes ao cluster mcy nunca foi estudado em P. agardhii. Ainda assim, com as
diferencas encontradas entre as varias fases do crescimento pode supor-se que a
divisdo celular/fase de crescimento possa afectar a transcricdo destes genes, no

entanto serdo necessarios mais estudos para o confirmar.

Neste trabalho, ndo se verificou uma correspondéncia entre expresséo génica
e a concentragdo de microcistina produzida por célula em nenhuma das condi¢des
testadas. Em M. aeruginosa as alteragfes verificadas na expressdo de mcyA ao longo
do tempo nas vérias intensidades de luz ndo foram acompanhadas por varia¢cdes no
mesmo sentido da concentragdo de microcistina por célula. Observou-se que a
expressao diminuiu acentuadamente entre as primeiras fases do crescimento, mas
manteve-se posteriormente bastante semelhante, no entanto, a concentragdo de
microcistina por célula primeiro aumentou e de seguida diminuiu ligeiramente. A falta
de correspondéncia entre expressdo e producdo efectiva de microcistina identificada
em M. aeruginosa neste trabalho estd de acordo com a maioria dos estudos
efectuados. Em Kaebernick et al. (2000), utilizando o ensaio de proteccdo de RNase
(RPA), ndo observaram associacdo entre 0 aumento da expressao de mcyB e mcyD e
a concentracgdo de toxina celular. Sugerindo-se uma libertagéo da microcistina a partir
da célula, por um transportador putativo (ainda desconhecido na época), em condi¢des
com intensidades de luz alta. Mais tarde, também Alexova et al. (2011) nado relataram
esta associagdo, empregando a técnica RT-gPCR no estudo da influéncia do ferro. As
alteracdes observadas na concentracdo da microcistina ndo se traduziram nos niveis
de transcricdo de mcyA, que se mantiveram constantes. Mais recentemente, Horst et
al. (2014) na investigacdo da influéncia do azoto por RT-gPCR, demonstrou que em
condicdes limitantes existia uma reducdo da quantidade de microcistina produzida por
célula, ao contrario do que detectava na expressao do gene mcyB nessas condicoes.
Contrariamente a tudo isto, Sevilha et al. (2008) verificaram uma correlacéo,

empregando também a técnica RT-gPCR no estudo da influéncia do ferro. Em
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condicBes de deficiéncia, notaram um aumento da transcricdo do gene mcyD tal como
da quantidade de microcistina efectivamente produzida.

Tal como em M. aeruginosa, também em P. agardhii as variacbes da
expressao de mcyA ao longo do tempo nas varias intensidades de luz ndo foram
acompanhadas por modificacbes no mesmo sentido da concentracdo de microcistina
por célula. Na intensidade de 4 pmol de fotdes m? s apesar do aumento inicial da
expressdo de mcyA entre as duas primeiras fases do crescimento e a posterior
acentuada diminuicdo, a concentracdo de microcistina por célula aumentou
continuamente ao longo do tempo. Nas duas intensidades de luz mais altas a
expressao de mcyA primeiro manteve-se constante (entre a fase de adaptacdo e fase
exponencial de crescimento) e depois diminuiu. No entanto, a concentracdo de
microcistina por célula primeiro diminuiu e depois aumentou. Ainda assim os maiores
niveis de transcricdo de mcyA e a maior quantidade de microcistina por célula na fase
exponencial de crescimento e fase estaciondria aconteceram na mesma cultura a
4 pmol de fotdes m? s™. A inexisténcia de relagéo entre estes dois parametros em
P. agardhii constatada neste trabalho esta em desacordo com os resultados descritos
anteriormente. Tonk et al. (2005) notaram uma relagdo directa entre a taxa de
transcricdo de mcyA e a taxa de producdo de microcistina nesta espécie, tendo
existido um aumento de ambas até & intensidade de 60 pmol de fotdes m?s™ e uma
diminuicdo em intensidades superiores a 100 umol de fotdes m? s™.

A auséncia de correspondéncia entre a expresséo do gene alvo e a quantidade
de toxina efectivamente produzida nas varias intensidades de luz nas duas espécies
aqui analisadas, pode ser justificada pela hipotese de existirem mecanismos
regulatérios na célula que actuam apods a transcricdo dos genes pertencentes ao
cluster mcy (Kaebernick et al.,, 2000) e acabem por interferir na construcdo da
molécula de microcistina e por isso, independentemente da maior ou menor

expressao, a quantidade de microcistina produzida pode néo ser equivalente.
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Como conclusdes finais do trabalho realizado, pode afirmar-se que o factor
intensidade de luz em M. aeruginosa influenciou o crescimento, tendo as diferencas
entre intensidades de luz sido bastante maiores entre 4 pymol de fotées m? s e as
duas intensidades mais altas. Verificou-se também um ligeiro efeito da intensidade de
luz sob a concentrac@o de microcistina por célula, principalmente na fase estacionéria.
A seleccdo de genes de referéncia para a normalizacdo da expressdo relativa de
mcyA demonstrou que os mais estaveis nas condi¢es testadas foram os genes rpoC1
e gltA. Com sua utiliza¢@o foi possivel verificar um efeito da intensidade de luz na
expressao do gene mcyA. Nas trés fases do crescimento existiram sempre diferengas
na expressao entre a intensidade mais baixa e as intensidades de 20 e 30 uymol de
fotdes m? s, j4 a maior expressdo deu-se a 4 pmol de fotdes m? s™. A expressdo
deste gene néo foi apenas influenciada pela intensidade de luz mas também pela fase
do crescimento, tendo ocorrido os maiores niveis de transcricdo na fase de adaptacao.
Para além disso, verificou-se ainda uma auséncia de correspondéncia entre a
concentracdo de microcistina produzida por célula e a expressdo de mcyA nesta
espécie.

A intensidade de luz apresentou também em P. agardhii uma conexdo com o
crescimento, tendo as diferencas sido maiores entre a intensidade de 4 ymol de fotdes
m? s e as duas intensidades mais altas. Verificou-se que este factor influenciou
também a concentracdo de microcistina por célula, pois a quantidade de toxina variou
entre intensidades de luz e ao longo do crescimento. A seleccdo de genes de
referéncia para a normalizacdo da expresséo relativa do gene mcyA nesta espécie
evidenciou que os mais estaveis, nas condicbes de luz estudadas, foram os genes
rRNA 16S e gItA. Com a utilizacdo de ambos foi possivel apurar a existéncia do efeito
da intensidade de luz na expressdao de mcyA. Apenas nas duas Ultimas fases do
crescimento existiram diferengas entre a intensidade mais baixa e as intensidades de
20 e 30 ymol de fotdes m? s™, tendo ocorrido a maior expressdo a 4 pmol de fotdes
m? s*. Tal como na espécie anterior, a expressdo deste gene ndo foi apenas
influenciada pela intensidade de luz mas também pela fase do crescimento,
observando-se os maiores niveis de transcricdo na fase de crescimento exponencial.
Verificou-se ainda uma falta de correspondéncia entre a quantidade de microcistina
por célula e a expressdo de mcyA.

Para finalizar, a recente técnica de RT-qPCR utilizada na presente investigagédo
demonstrou ser uma ferramenta com imensas vantagens, e imprescindivel no estudo
da expressdo génica. Conjugando os dados resultantes desta técnica com as

restantes informacdes, foi possivel estudar globalmente a influéncia da intensidade de
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luz, ao nivel do crescimento, da quantidade de toxina produzida e da transcricdo de
um dos genes envolvidos na produgéo de microcistina.

A forma como a intensidade de luz influenciou diferencialmente o isolado téxico
de M. aeruginosa comparativamente ao de P. agardhii, revela que ainda ha muitas

questdes em aberto, que necessitam de ser esclarecidas.
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E sabido que a capacidade das cianobactérias produzirem cianotoxinas
depende ndo s6 do seu patriménio genético, mas também que a activacao/regulagéo
dos genes responsaveis pela sua sintese depende da influéncia dos factores
ambientais. Os diversos estudos realizados até a data sdo por vezes discordantes,
havendo também escassez na abrangéncia das condi¢bes testadas e das espécies de
cianobactérias utilizadas, e até no recurso de técnicas inovadoras e recentes como o
PCR em tempo real (RT-gPCR).

Os resultados obtidos neste trabalho, sobre a influéncia da intensidade da luz
simultaneamente no crescimento, expressao génica e producdo de toxina em duas
espécies de cianobactérias revelou que ha ainda muitas questbes em aberto e que
necessitam de ser esclarecidas. Seria relevante testar a metodologia aqui empregue
num ndamero mais alargado de estirpes da mesma espécie e até em varias outras
espécies de cianobactérias. Fica ainda em aberto testar uma maior amplitude de
intensidades de luz, ou até outros factores como o fotoperiodo, a temperatura e
também a influéncia simultanea e complexa de varios factores, tal como acontece no
meio ambiente.

Com a realizacdo de novas investigacdes, poderdo incorporar-se novos dados
em modelos de prevengdo de blooms toxicos ja existentes ou mesmo na criagdo de
outros, com o objectivo de antever quais 0s periodos em que poderdo existir uma
maior incidéncia da toxicidade, e assim diminuir os riscos de exposicdo para 0s

animais e seres humanos.
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ANEXO |

Composicao do meio de cultura Z8
(Skulberg & Skulberg,1990)

Tabela | - Composicdo do meio Z8 utilizado na cultura das cianobactérias de agua doce. As quantidades

apresentadas em cada solugdo stock foram adicionadas a 1 L de 4&gua bidestilada.

Solucéo stock Componente Quantidade
NaNO; 46,7 g/L agua bidestilada
Solucéo A -10 mL Ca(N0O3)2.4H20 5,9 g/L &gua bidestilada
MgS04.7H20 2,5 g/L agua bidestilada
Solugdo B -10 mL K,HPO, 3,1 g/L &gua bidestilada
Na,CO; 2,1 g/L agua bidestilada
Solucdo Fe-EDTA -10 mL Fe-EDTA (ver composicéo abaixo)
Solucéo de Micronutrientes -1 mL Micronutrientes (ver composicéo abaixo)

Tabela Il - Composicéo da solugéo stock Fe-EDTA utilizada no meio Z8. As quantidades apresentadas de

cada uma das solucgdes FeCls e EDTA foram adicionadas a 1 L de agua bidestilada.

Solucéo Componente e quantidade

Solugéo FeCl; - 10 mL 2,8 g FeCl3.6H,O em 100 mL de HCI 0,1 M
Solugcéo EDTA - 9,5 mL 3,9 g EDTA-Na, em 100 mL de NaOH 0,1 M

Tabela Ill - Composi¢do da solucdo stock de micronutrientes utilizada no meio Z8. As quantidades
apresentadas de cada constituinte foram adicionadas a 1 L de agua bidestilada.
Componente Quantidade
H3BO3 0,31000 g
ZnS0O,.7H,0 0,02870 g
MnSO, 0,22300 g
Na,W0,.2H,0 0,0033 g
V,0s5 0,00089 g
Co(NO3).6H,0 0,01460 g
Cr(NO3)3.9H,0 0,04100 g
(NH4)eM0O7024.4H,0 0,00880 g
Al (S0,4)3K,S04.24H,0 0,04740 g
NiSO4(NH,;)>S04.6H,0 0,01980 g
Kl 0,00830 g
KBr 0,01200 g
CuS0,4.5H,0 0,01250 g
Cd(NO3).4H,0 0,01550 g
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dos dados dos 18 dias de exposicado
A

Teste estatistico
aplicadoaosdadosde Testes estatisticos aplicados a totalidade

cadadia de exposi¢do

ANEXO Il

Figura | - Representacéo esquematica da analise estatistica aplicada na avaliagéo do crescimento.

B Correlagao de Pearson
Averiguar a possivel correlacdo entre crescimento e a intensidade de luz Avaliar os requisitos para aplicagéo daANOVA:
Teste de Kolmogorov-Smirnov
Tentativade aplicacdo da ANOVA |:: > Avaliar a existéncia de normalidade

|:> TestedeLevenne
Avaliaraigualdade de variancias nas trés intensidades de luz

Verificar diferengas significativas entre o crescimento nas trés intensidades de luz

Teste Kruskal-Wallis

Verificar diferencas significativas entre o crescimento nas trés intensidades de luz

Testede Dunn

— Verificar entre que intensidades de luz ocorreram diferencas significativas no crescimento

Teste de t-Student
D
Avaliar as diferencas no crescimento nas trés intensidades de luz em cada dia

1. Correlacdo de Pearson

A fim de averiguar a existéncia de uma associacido entre o crescimento e
intensidade de luz utilizou-se a andlise de correlacdo simples — correlacdo de Pearson
com uma margem de erro de 5% (El Semary, 2010). Esta analise permite perceber se
duas variaveis estédo ou nao relacionadas (McDonald, 2009).

Para investigar tal relacdo, foi necessério avaliar uma hipotese nula versus uma

hip6tese alternativa:

Hipotese nula O crescimento e a intensidade de luz sédo independentes

Hipotese alternativa | O crescimento e a intensidade de luz ndo sédo independentes

Se o p-value resultante for superior a margem de erro de 5%, aceita-se a hipétese
nula, ndo existindo nenhuma associagdo entre a intensidade de luz e o crescimento.
Ja se for inferior (P < 0,05) rejeita-se a hipétese nula, havendo assim, uma

associacao/efeito entre a intensidade de luz e o crescimento.

2. Tentativa de Aplicacdo da ANOVA

Aferida a correlacdo anterior, pretendeu-se saber se existiram diferencas
significativas entre 0 crescimento nas trés intensidades de luz, ponderando-se aplicar
a analise de variancia simples - ANOVA. Antes de se poder aplicar a ANOVA foi

necessario verificar os dois requisitos essenciais a sua aplicacdo (existéncia de

normalidade e igualdade de variancias nas trés intensidades de luz).
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2.1 Teste Kolmogorov-Smirnov

A existéncia de normalidade foi testada recorrendo-se ao teste ndo paramétrico
de ajustamento Kolmogorov-Smirnov, com uma margem de erro de 5%, que permite
apurar se uma populacdo seguiu ou ndo uma determinada distribuicdo, neste caso
concreto uma distribuicdo normal (Lilliefors, 1967). Para tal foi necessario testar a

hipdtese nula versus uma hipotese alternativa:

o Distribuicdo relativa ao crescimento em cada intensidade de luz
Hipotese nula _ o
seguiu uma distribuicdo normal

Hipotese Distribuicdo relativa ao crescimento em cada intensidade de luz

alternativa ndo seguiu uma distribuicdo normal

Se o p-value obtido for superior a margem de erro de 5%, aceita-se a hipotese nula,
tendo a populacdo uma distribuicdo normal, se for inferior (P < 0,05) rejeitar-se a
hipétese nula, ndo tendo a populagédo uma distribuicdo normal.

2.2 Teste de Levene

A igualdade de variancias (também designada de homogeneidade de
variancias) das trés intensidades de luz foi testada utilizando o teste de Levene com a
mesma margem de erro do teste anterior. O teste de Levene tem sido aplicado nas
mais variadas areas do conhecimento, possibilitando verificar os pressupostos de
alguns testes estatisticos como a ANOVA (Gastwirth et al., 2009). Foi indispensavel,

entdo, avaliar a hip6tese nula versus uma hipétese alternativa:

Hipotese nula As variancias das trés popula¢des foram iguais

Hipotese alternativa | Pelo menos duas variancias foram diferentes

Se o0 p-value obtido for superior margem de erro de 5%, aceita-se a hipétese nula e,
assim sendo, as trés populacdes tiveram a mesma variancia, se for inferior (P < 0,05)

rejeita-se a hipétese nula, sendo que existiram pelo menos duas variancias diferentes.

3. Teste Kruskal-Wallis

N&o satisfeitos os requisitos para uso da ANOVA, utilizou-se como alternativa o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com uma margem de erro de 5%. O teste
Kruskal-Wallis é frequentemente utilizado para comparar distribuicdes de trés ou mais
populacdes independentes, quando existe uma variavel nominal (ex. intensidade de
luz) e uma variavel de medicdo (ex. crescimento) em estudo, que nao redne 0s
pressupostos para aplicacdo da ANOVA, como foi o caso (Maréco, 2014; McDonald,

2009). Foi necessario testar a hipotese nula versus uma hipo6tese alternativa:
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o Todas as populacbes estudadas possuiam fungBes de
Hipotese nula o
distribuicéo iguais

Hipotese Duas (ou mais) das popula¢des estudadas possuiam funcdes de

alternativa distribuicéo diferentes

Se o p-value resultante for superior & margem de erro de 5%, aceita-se a hipétese
nula, pelo que as trés populacdes apresentaram a mesma funcéo de distribuicdo, ndo
existindo diferengas entre o crescimento das culturas expostas as diferentes
intensidades de luz. Caso o p-value seja inferior (P < 0,05) a margem de erro, rejeita-
se a hip6tese nula, dado que o crescimento de pelo menos duas culturas expostas as
diferentes intensidades diferiu.

4. Teste de Dunn

Notadas diferencas, importou perceber entre que intensidades de luz
ocorreram essas desigualdades e, por isso, utilizou-se o teste a posteriori de
comparacfes multiplas - teste de Dunn com uma margem de erro de 5% (Maréco,
2014). Com a sua aplicagéo foi possivel comparar o crescimento entre as diferentes
intensidades de luz (analisando-se as intensidades duas a duas). Testou-se a hip6tese

nula versus uma hipétese alternativa:

Hipotese nula O crescimento nas duas intensidades de luz foi semelhante

Hipotese alternativa | O crescimento nas duas intensidades de luz foi diferente

Se o p-value resultante for superior a margem de erro de 5%, aceita-se a hipétese
nula, pelo que o crescimento foi semelhante. Caso o p-value seja inferior (P < 0,05) a

margem de erro, rejeita-se a hipétese nula, ou seja, o crescimento diferiu.

Teste t-Student

Por fim empregou-se o teste t-Student com uma margem de erro de 5%, para
avaliar as diferengas entre o crescimento nas trés intensidades de luz em cada dia,
agrupando as intensidades de luz duas a duas (McDonald, 2009). Investigou-se a

hipétese nula versus a hip6tese alternativa:

Hip6tese nula Valores médios iguais

Hipotese alternativa | Valores médios diferentes

Se o0 p-value obtido for superior a margem de erro de 5%, aceita-se a hip6tese nula e
os valores médios entre as duas intensidades de luz s&o iguais, se for inferior
(P < 0,05) rejeita-se a hipétese nula, e considera-se que as diferencas observadas

foram significativamente diferentes entre si.
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ANEXO Il

Composicao da solucéo de Lugol
(solucéo de fixacao)
(Utkilen et al., 1999)

Tabela IV - Composicao da solugdo de lugol utilizada na fixagéo das culturas de cianobactérias para

contagem celular.

Componente Quantidade
lodedo de potassio (KI) 20 g em 200 mL de &gua destilada
lodo sublimado 10g
Acido acético glaciar (CH;COOH) 20 mL
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ANEXO IV 6 y{ f@

Protocolo de Extrac¢cao de DNA
(Adaptado de Santos & Phillips, 2009) 1 \)/

Material: '

Tubosde 1,5 mLe 2 mL e Isopropanol

Microesferas de vidro 425-600 um e Etanol 70%

Tampao de lise com PVPP e Gelo

Fenol e Agua destilada DNase/RNAse free
Cloroférmio e Micropipetas e pontas
Equipamento:

Hotte

Vortex

Centrifuga

Sonicador

Procedimento:

Colocar uma pequena quantidade de cultura previamente liofilizada em tubos de 2 mL.
Adicionar 0,2 g de microesferas de vidro 425-600 um (SIGMA Life Science).
Pesar a quantidade de PVPP (polyvinyl polypyrolidone) pretendida e adicionar ao

tampéo de lise®.

Juntar 500 pL do tampéo de lise com o PVPP aos tubos de 2 mL.
Sonicar durante 5 - 10 min (dependendo da quantidade de liofilizado).
Transferir as amostras para o gelo.

Adicionar 250 pL de fenol e 250 pL de cloroférmio.

Agitar no vortex durante 20 min, a velocidade maxima.

Centrifugar durante 25 min, a 14500 rpm e a 4°C.

. Transferir o sobrenadante para novo tubos de 1,5 mL.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Adicionar um volume de isopropanol frio igual ao volume de amostra transferido.
Agitar por inversao suave.

Centrifugar durante 10 min, a 14500 rpm e a 4°C.

Descartar o sobrenadante.

Lavar o pellet com 1 mL de etanol 70% frio.

Centrifugar durante 5 min, 14500 rpm e a 4°C.

Descartar o sobrenadante.

Secar o pellet com o tubo aberto e invertido a temperatura ambiente durante 5 -10 min.
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19. Adicionar 50 pL de agua destilada DNase/RNAse free (Gibco).

20. Conservar a -20°C.

Tabela V - Composicéo do tampao de lise utilizado na extracdo de DNA.

Componente Concentragéao
NaCl 100 mM
Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA 1mM
Triton X-100 2%
SDS 1%
PVPP 1% (p/v)
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ANEXO V Ao

Protocolo de Extraccao RNA
(Adaptado de Pinto et al., 2009, Singh et al., 2010 e Tran et al., 2013)

Material:

Seringas e Etanol 75%

Filtros de Papel e Agua DNases/ RNases free
Filtros de plastico e Azoto liquido

Microesferas de vidro 425-600 um e Gelo

Reagente Trizol e Tubosdel5mLe2mL
Cloroférmio e Micropipetas e pontas

Acetato de so6dio 3M

Isopropanol

Equipamento:
Hotte

Vortex

Centrifuga c/temperatura regulavel

Procedimento:

Recolher de cada frasco aproximadamente 4 mL de suspenséo celular para dois tubos
de 2 mL.

Neste ponto o procedimento a seguir para duas espécies é diferente:

Cultura _de M. aeruginosa: centrifugar os tubos com amostra durante 15 min, a

13000 rpm e a 4°C. Retirar 0 sobrenadante, ficando apenas o pellet de células.

Cultura de P. agardhii: recolher a suspensao celular dos dois tubos de 2 mL para uma

seringa de 10 mL. Passar a suspensao celular por um filtro de papel (previamente
colocado num filtro de plastico encaixado na seringa), retendo apenas as células.
Colocar o filtro de papel num novo tubo de 2 mL.

Adicionar 1 mL do Reagente Trizol ao pellet de células (cultura de M. aeruginosa) ou
ao filtro de papel (cultura de P. agardhii).

Colocar as amostras no vortex a velocidade média (para que as células figuem
completamente ressuspendidas no reagente).

Congelar em azoto liquido durante alguns segundos.

Descongelar as amostras num copo com agua a temperatura ambiente.

Repetir os pontos cinco e seis trés vezes.
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10.

11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.
22.

Adicionar 0,2 g de microesferas de vidro 425-600 um (SIGMA Life Science).
Homogeneizar no vortex a velocidade média, realizando seis ciclos alternados de
30 seg no vortex e 1 min no gelo.

Adicionar 200 pL de cloroférmio e homogeneizar no vértex a velocidade média,
durante 30 seg.

Centrifugar durante 15 min, a 12500 rpm e a 4°C.

Transferir 500-600 pyL (maximo de 700 pL) da camada aquosa para novos tubos de
1,5 mL frios.

Adicionar 50 pL de acetato de sédio 3M e um volume de isopropanol igual ao volume
de amostra transferida.

Misturar por inversdo durante 30 seg e armazenar durante 10 min, a -20°C.

Centrifugar durante 5 min, a 12500 rpm e a 4°C.

Remover o sobrenadante por inversao e com pipeta.

Adicionar 1 mL de etanol 75% gelado para lavar o pellet de RNA.

Centrifugar durante 5 min, a 12500 rpm e a 4°C.

Remover o sobrenadante.

Secar o pellet com o tubo aberto e invertido a temperatura ambiente (em cima de
gelo), durante 20-25 min aproximadamente.

Adicionar 30-50 ul de agua DNases/RNases free (Gibco).

Armazenar as amostras -80°C até serem utilizadas.
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ANEXO VI

Primers disponiveis para o gene

Tabela VI — Listagem dos primers universais disponiveis na literatura para o gene mcyA.

Espécie Sequéncia dos primers Tamanho do Ref'erén,c.ia
fragmento (pb) Bibliografica
MSF F
"-ATCCAGCAGTTGAGCAAGC-3’ .
> CCAGCAGTTGAGCAAGC 3 1368 Tillett et al., 2001
MSR R
5-TGCAGATAACTCCGCAGTTG-3
MSF F .
Universal 5'-ATCCAGCAGTTGAGCAAGC-3 L85 Tillett et al., 2001
MSR-2R Furukawa et al., 2006
5"-GCCGATGTTTGGCTGTAAAT-3’ "
mcyA-Cd 1F
-AAAATTAAAA TATCAAA-3’
> GECG < 3 291-297 Hisbergues et al., 2013
mcyA-Cd 1R
5-AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT-3’

Figura Il - Representacdo esquemética da localizacé@o dos primers descritos na bibliografia e passiveis de

serem utilizados na amplificacdo do gene mcyA nas espécies: A) M. aeruginosa. B) P. agardhii.

A M. aeruginosa
mcyA ~9500 pb
b
MSF F 190b, mcyA— Cd 1F
MSR-2R MSRR mcyA—Cd 1R
<> B — > <>
171pb 1179 pb 1181 pb 247 pb
B P. agardhii
mcyA ~9500pb
<20pb
MSFF mcyA—Cd 1F
199b;
MSR-2R mcyA—Cd 1R MSRR
< > < > < «—>
17801pb 16263 pb 253pb 13136 pb
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