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Resumo

As cianobactérias sdo seres procariotas fotossintéticos com uma longa historia evolutiva, o que
possibilitou o desenvolvimento de vérias caracteristicas que permitem a sua adaptacdo perante as
alteraces climaticas e as modificacBes antropogénicas que se verificam nos sistemas aquéticos.
Algumas cianobactérias, perante condi¢bes favoraveis, atingem elevadas densidades celulares
originando os blooms. Este fendmeno esta frequentemente associado a producéo de toxinas. Dentro do
grupo das cianotoxinas, a saxitoxina (STX) e os seus andlogos tém ganho algum destaque uma vez que
a sua ocorréncia nos corpos de dgua doce representa um fendmeno mundial com um nimero crescente
de casos nos ultimos dez anos.

A STX e os seus andlogos sdao um grupo de alcaldides que sdo conhecidos por bloquear
principalmente os canais de sodio das membranas dos axénios dos neurdnios, afetando assim o sistema
nervoso de varios animais, incluindo o Homem. Pode causar severas paralisias, levando inclusivé a uma
falha respiratoria, e consequentemente provocar a morte. Estas toxinas sdo produzidas por uma via
biossintética Unica, sendo o cluster sxt responsavel por codificar as proteinas que permitem a sintese e
0 transporte das toxinas SXTs para o meio extracelular. A presencga destas toxinas nos corpos de dgua
representa uma ameaca para a satide humana, para a estabilidade do ecossistema e economia em todo o
mundo. Muitos estudos laboratoriais tém mostrado que varios fatores ambientais afetam de diferentes
formas a sintese de STXs. Perante o atual contexto de aquecimento global, as temperaturas médias das
aguas estdo a aumentar pelo que muitas cianobactérias estdo a expandir a sua distribuicdo geogréfica,
especialmente algumas espécies produtoras de STXs. Neste contexto torna-se particularmente
importante perceber de que modo a temperatura pode influenciar o crescimento de cianobactérias
produtoras de STXs e a sua respetiva sintese. A nivel molecular, os efeitos que a prépria temperatura
tem sobre os niveis de transcricdo de genes pertencentes ao cluster sxt encontram-se ainda pouco
elucidados, estando descritos apenas numa espécie.

De modo a providenciar novos conhecimentos nesta area, este trabalho teve como objetivo
avaliar a relagdo entre trés temperaturas diferentes (10, 20 e 30 °C) e pardmetros relacionados com o
crescimento [taxa de crescimento, densidade celular e formacéo de células especializadas (heterdcitos e
acinetos)], a producdo de STXs, e o0s niveis de expressdo de genes que permitem sua sintese (sxtA) e o
transporte de SXTs (sxtM e sxtPer) em duas estirpes de cianobactérias, Aphanizomenon gracile
LMECY A40 e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31, isoladas em albufeiras portuguesas.

Os resultados obtidos permitiram estabelecer, para ambas as estirpes, uma relagdo entre as taxas
de crescimento e a temperatura, sendo que este primeiro pardmetro foi menor nas culturas que cresceram
a 10 °C e maior a 20 °C. A 30 °C nenhuma das culturas de A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi
LMECYA31 cresceu. A temperatura de 20 °C, também se verificou que C. issatschenkoi LMECYA31
produziu duas vezes mais STXs totais (toxin quota cell) ao longo das fases do crescimento do que A.
gracile LMECYA40. Em ambas as espécies, a maior producdo de STXs ocorreu a 20 °C na fase
exponencial final.

Em A. gracile LMECY A40, a formacéao de um elevado nimero de heterdcitos ocorreu nas fases
antecedentes as fases de maior producdo de SXTs totais. Detetou-se a formacao de acinetos nas duas
estirpes a 10 °C, e no que diz respeito a C. issatschenkoi LMECYA31, a formagdo de acinetos com
grandes volumes coincidiu com uma menor produgdo de STXs.

Os niveis de expressao génica de sxtM e sxtPer foram influenciados pela temperatura e pela fase
de crescimento correspondente nas duas estirpes. De uma forma geral, os dados obtidos sugerem que ha
uma regulacdo positiva destes genes a temperatura de 10 °C que foi acompanhada por o aumento de
STXs totais, 0 que poderd implicar uma maior concentragdo de STXs extracelulares. Por outro lado,
também se verificou que houve uma maior expressao génica nas fases do crescimento mais tardias.

Portanto, conclui-se, que a temperatura teve influéncia em todos os pardmetros analisados,
afetando de forma diferenciada as estirpes A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi LMECYA3L1. Os



resultados obtidos neste estudo poderdo ser incorporados em modelos preditivos ou empregues no
desenvolvimento de novas técnicas de monitorizacao que permitam gerir o desenvolvimento de blooms
e a producdo de STXs, minimizando assim potenciais riscos para a satde humana e animal.

Palavras-chave: Aphanizomenon gracile, Cuspidothrix issatschenkoi, Saxitoxina, Temperatura, RT-
real-time-qPCR, Heterdcitos, Acinetos.



Abstract

Cyanobacteria are photosynthetic prokaryotes with a long evolutionary history, which enabled
them to adapt to climatic changes and more recently to anthropogenic modifications of aquatic
environments. A few cyanobacterial species, under favorable conditions, form massive surface growths
named ‘blooms’, which are often associated with the production of toxins. Within cyanotoxins, saxitoxin
(STX) and its analogues have gained some prominence, since their occurrence in freshwater bodies
represents a worldwide phenomenon with an increasing number of cases in the last ten years.

Saxitoxins are a group of carbamate alkaloid that are known to inhibit the sodium ion channels
affecting the nervous system in vertebrates, which cause severe paralyses with respiratory failure
ultimately ending in death. They are produced by a unique biosynthetic pathway, where the cluster sxt
is responsible for encoding proteins that allow the synthesis and export of STXs. The presence of these
toxins in water bodies represents a significant threat to human health, ecosystems stability and economy
all over the world. Given these concerns, several environmental factors have attracted attention due to
their potential impact on bloom formation and in the production of STXs. Many laboratory studies have
shown that various environmental factors affect STXs synthesis in different ways. In the current context
of global warming, where the average water temperatures are rising, many cyanobacteria are expanding
their geographical distribution, especially STXs-producing species. It becomes therefore imperative to
understand how temperature can influence the growth of STXs-producing cyanobacteria and their
synthesis. Moreover, the effects of temperature on the transcription levels of genes belonging to the sxt
cluster are poorly understood, being currently only described in one species.

The aim of this study was to access the influence of three different temperatures (10, 20 and 30
°C) on STXs production and transportation during the several growth phases, in two strains producers
of STXs, Aphanizomenon gracile LMECYA40 and Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA3L, isolated
from Portuguese freshwaters. The goal was to establish a relationship between several parameters such
as growth, STXs production, production of specialized cells (heterocytes and akinetes) and expression
levels of genes that allow synthesis (sxtA) and transport of SXTs (sxtM and sxtPer) in these two strains.

The results obtained allowed to establish a relation between the growth rates and the temperature
in both strains. Specifically, the growth rate was lower in the cultures that grew at 10 °C and higher at
20 °C. None of the two isolates grew at 30 °C. At 20 °C, C. issatschenkoi LMECYA31 produced twice
the amount of total STXs (toxin quota cell) throughout the growth stages when compared to the A.
gracile LMECYAA40. In both species the highest STXs production occurred in the final exponential
phase at the temperature of 20 °C.

In A. gracile LMECY A40, the formation of a large number of heterocytes occurred in the phases
preceding a higher production of total SXTs. Akinetes production was detected in both strains at 10 °C.
In the case of C. issatschenkoi LMECY A31, the formation of akinetes with large volume was coincident
with a lower production of STXs.

The expression levels of sxtM and sxtPer genes were influenced by temperature and growth
phase in both strains. Overall, the data obtained suggest an over-regulation of these genes at 10 °C which
was accompanied by an increase in total STXs. This may imply a higher concentration of extracellular
STXs. On the other hand, the highest gene expression occurred in the late growth phases (exponential
and stationary).

Therefore, it can be concluded that the temperature influenced all the parameters analyzed,
although affecting differently the strains A. gracile LMECY A40 and C. issatschenkoi LMECYA3L1. The
results obtained in this study may be incorporated into predictive models or employed in the
development of new monitoring techniques to manage bloom development and STX production, thus
minimizing potential risks for humans and animals.



Keywords: Aphanizomenon gracile, Cuspidothrix issatschenkoi, Saxitoxin, Temperature, RT-real-
time-PCR, Heterocytes, Akinetes
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1. Introducéo

1.1 - Classificacdo, origem e habitats de cianobactérias

As cianobactérias sdo seres procariotas autotroficos e possuem uma parede celular do tipo
gram-negativa, apesar da camada peptidoglicana ser consideravelmente mais espessa que nos
organismos gram-negativo tipicos (Castenholz & Envelope, 2015) .

Como seres fotossintéticos produzem varios pigmentos como clorofila a, ficobilina,
ficocianina e ficoeritrina (Whitton & Potts, 2012). A presenca destes pigmentos em cianobactérias
confere vantagens na realizacdo de fotossintese e permite que exibam uma impressionante gama
de cores e de varios tons, entre os quais o verde, vermelho, castanho, amarelo e rosa (Huisman et
al., 2018). As cianobactérias apresentam diversas morfologias, apresentando formas filamentosas,
unicelulares ou coloniais (Gupta et al., 2013). Por vezes ocorrem associadas a diversos
organismos eucarioticos estabelecendo uma relagéo simbidtica com plantas, fungos e protistas
(Gupta et al., 2013).

Estima-se que as cianobactérias tenham aparecido na Terra ha cerca de 3500 milhdes de
anos atras durante o Pré-Cambrico (Gupta et al., 2013). A sua proliferacdo e o resultado da sua
atividade fotossintética contribuiram de forma significativa para o enriquecimento de oxigénio
(O2) na atmosfera e consequente evolucdo da vida animal e vegetal mais complexa (Paerl & Paul,
2012).

Tendo em conta a longa histéria evolutiva das cianobactérias infere-se que estas foram
expostas a grandes mudancas geoquimicas e climéticas, como longos periodos frios ou quentes,
vulcanismo e mudancas na radiacdo solar, que possibilitaram a formacdo da Terra tal como a
conhecemos hoje (Paerl et al., 2001, 2018). Perante a superacdo destas condi¢fes e a sua
sobrevivéncia, as cianobactérias desenvolveram diversas estratégias adaptativas e ecofisioldgicas
de tal forma eficazes que Ihes facultaram a capacidade de colonizar vérios tipos de habitats e
resistir a condigdes ambientais extremas. Observa-se a sua presenca em todos os habitats
terrestres, incluindo rochas de desertos onde sdo expostas a grandes amplitudes térmicas, ou no
outro extremo em solos antarticos (Paerl & Paul, 2012; Rindi, 2007). Também se desenvolvem
em diferentes tipos de habitats aquaticos, quer em aguas marinhas, doces ou salobras, com
diversas condicGes de temperatura ou pH (aguas quentes, frias, alcalinas ou acidas) (Gupta et al.,
2013).

Na maior parte dos corpos de agua existe uma relacdo entre os fatores bidticos, fisicos e
quimicos que determinam a grande diversidade de fitoplancton e o seu desenvolvimento
proporcional (Paerl et al., 2001). No entanto, em determinadas condi¢cGes ambientais, favoraveis
para as cianobactérias, ocorre um desequilibrio do ecossistema estas sdo capazes de atingir
elevadas concentragdes celulares formando blooms (Figura 1.1).

Figura 1.1 — Exemplos de blooms em sistemas aquaticos (Fotografias de Carina Menezes, 2012).



1.2 - Blooms cianobacterianos: caracteristicas e fatores ambientais que

influenciam a sua ocorréncia

Atualmente, muitos estudos demonstram que os blooms cianobacterianos estdo a
aumentar na sua frequéncia e disseminagdo global na maior parte dos sistemas aquaticos
(Huisman et al., 2018). Um bloom cianobacteriano € um fendmeno geralmente caracterizado pela
grande producdo de biomassa num curto periodo de tempo e estd correlacionado com uma
diminuic&o da diversidade fitoplanctonica (Merel et al., 2013). E descrito como sendo visivel a
olho nu nos corpos de agua, podendo ser composto por uma ou varias espécies dominantes de
cianobactérias (Christoffersen et al., 2002). Os blooms cianobacterianos sdo frequentemente
constituidos pelos géneros Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Microcystis,
Nodularia, Planktothrix e Trichodesmium (Huisman et al., 2018).

A maioria destes géneros possuem acinetos que possibilitam a sobrevivéncia a condigdes
adversas (Cirés et al., 2013a), pigmentos acessorios fotoprotetores (Paerl, 2018) e compostos
absorventes de radiagcbes UV (ultravioleta) que lhes permite a sobrevivéncia perante condi¢des
de radiacOes extremas (Paerl & Paul, 2012). Tém também vesiculas gasosas que permitem alterar
a sua posicao na coluna de agua, otimizando assim o acesso a luz e nutrientes (Huisman et al.,
2018). Alguns deles possuem heterécitos que lhes permitem fixar diretamente o nitrogénio
atmosférico (N2) podendo assim ultrapassar situagdes onde ha uma limitacdo deste nutriente
(Gupta et al., 2013; Paerl, 2018).

Ao longo dos ultimos séculos tem-se assistido a uma intensificacdo de fatores ambientais
como a temperatura, a precipitacdo, o pH e a concentragédo de nutrientes principalmente devido a
acdo do Homem (Paerl & Paul, 2012). Para além das estratégias de adaptacdo descritas
anteriormente, a alteracdo dos padrdes destes fatores tem sido descrita como a grande responsavel
pela expansdo global das cianobactérias, promovendo o aumento da sua frequéncia e permanéncia
ao longo do tempo em muitos dos sistemas aquaticos em todo o mundo (Corbel et al., 2014;
Huisman et al., 2018; O"Neil et al., 2012; Paerl & Huisman, 2009).

As alterages climaticas, em especial o aquecimento global em associagdo com a
alteracdo dos padrdes de precipitacdo, afetam fortemente a taxa de crescimento e a formacéo de
alguns blooms cianobacterianos (Paerl, 2018; Paerl & Paul, 2012). As altas temperaturas
promovem o crescimento da maioria das cianobactérias uma vez que as suas taxas de crescimento
sdo Otimas a temperaturas acima dos 25 °C (Mehnert et al., 2010), ao contrario do que acontece
com os organismos fitoplanctdnicos eucariéticos, cuja temperatura étima é inferior (tipicamente
entre 15-25 °C) (Paerl & Paul, 2012).

Elevadas temperaturas também afetam os processos fisico-quimicos dos sistemas
aquaticos. Neste contexto verifica-se uma estratificacdo vertical acentuada das massas de &gua
com profundidade e uma diminuicéo da viscosidade da dgua (Paerl & Huisman, 2009). Ambas
as condigdes serdo ideais para as cianobactérias flutuarem, recorrendo as suas vesiculas gasosas,
e se deslocarem para a superficie dos corpos de agua. Nesta nova posicao obtém elevados niveis
de radiacdo otimizando as suas necessidades fotossintéticas (Paerl & Paul, 2012).

O conceito de alteracBes climaticas também esta associado a mudancgas nos padrfes de
intensidade e duracdo de precipitagdo e sucessivas secas prolongadas. Apesar das tempestades
serem prejudiciais para a formagéo de blooms cianobacterianos, por impedirem que ocorra uma
estratificacdo vertical das massas de agua, a longo prazo esse mesmo efeito torna-se benéfico.
Tais movimentos de agua enriquecem 0s corpos de agua, e se estes eventos forem seguidos por
longos periodos de seca, estas aguas eutrdficas reinem as condi¢des ideais para a proliferacao das
cianobactérias (Huisman et al., 2018; Paerl & Huisman, 2009; Paerl & Paul, 2012). O aumento
do input de nutrientes nos ambientes aquéticos (particularmente de N, e fosforo - P) de origem



antropogenica provenientes de atividades como a agricultura, a industria e o desenvolvimento
urbano também promovem a eutrofizacao das guas (Paerl & Huisman, 2009).

Perante todas estas condices, as cianobactérias competem de forma mais eficiente face
a organismos fitoplanctonicos eucaritticos estabelecendo a sua dominéancia (Paerl & Huisman,
2009). Os blooms cianobacterianos ndo sdo potenciados apenas por um Unico fator ambiental,
mas sim por multiplos fatores que ocorrem simultaneamente (O’ Neil et al., 2012), estabelecendo-
se uma relacgdo sinergética entre todos eles (Paerl & Paul, 2012).

O desenvolvimento dos blooms cianobacterianos aumenta a turbidez da &gua
impossibilitando a penetracdo da luz nas zonas mais profundas dos ecossistemas aquéticos. Este
facto suprime o crescimento de macrofitas e de microalgas bénticas aquéaticas importantes para o
estabelecimento da flora e fauna sub-aquéticas (Paerl & Paul, 2012). Por outro lado, a propria
senescéncia dos blooms induz uma situacdo de hipoxia e de anoxia, devido a atividade
microbiana. Como efeito, induz a morte de peixes e invertebrados bénticos (Huisman et al., 2018).

Para além de afetar todo o ecossistema aquético, a ocorréncia de blooms também tem
sido associada a perdas econdémicas (O’Neil et al., 2012). A alteracdo das caracteristicas
organoléticas da agua (Fernandes et al., 2009) tem impacto negativo na qualidade da &gua para
consumo humano e custos acrescidos no seu tratamento e monitorizacéo (Merel et al., 2013), bem
como impacto negativo nas atividades de lazer e turismo (EI-Shehawy et al., 2012).

O impacto mais significativo dos blooms, a nivel ambiental, econémico e de salde publica
deve-se ao facto de muitas espécies de cianobactérias produzirem toxinas, sendo estas designadas
por cianotoxinas (Mantzouki et al., 2018; Merel et al., 2013)

1.3 - Cianotoxinas: producdo e o impacto na saide humana e animal

As cianotoxinas afetam bactérias, protozoarios, zooplancton, peixes, aves e mamiferos,
incluindo os humanos (Holland & Kinnear, 2013; Huisman et al., 2018). Foi descrito que as
cianotoxinas sdo ativamente produzidas durante o crescimento cianobacteriano e mantidas dentro
das células (Chorus & Bartram, 1999). A excrecdo das toxinas para o exterior das células ocorre
maioritariamente na fase de senescéncia celular. Isto significa que nas primeiras fases do
crescimento a concentracdo de toxina é mais elevada a nivel intracelular contrariamente ao que
se verifica nas fases estacionaria e de senescéncia, onde a concentracdo de toxina é mais elevada
no meio extracelular (Chorus & Bartram, 1999).

A sua funcdo ndo estd completamente conhecida, mas existem varias suposicdes. Coloca-
se a hipétese de que a toxicidade providencia uma vantagem ecoldgica as estirpes toxicas
comparativamente as ndo toxicas (Pearson et al., 2016) sendo util para a protecdo contra 0s
predadores (Huisman et al., 2018) ou para ganhar vantagem competitiva face a outras espécies de
cianobacteérias (Holland & Kinnear, 2013). Estudos recentes demonstram uma possivel relagdo
entre as cianotoxinas e 0 metabolismo primario celular, como por exemplo a sua participagdo na
sinalizacdo celular (quorum sensing), na absorcdo de nutrientes, ha manutencdo da homeostase e
na protecdo contra o stress oxidativo (Holland & Kinnear, 2013).

O grupo das cianotoxinas inclui mais de 100 compostos que diferem entre si ao nivel da
estrutura quimica e das propriedades toxicoldgicas (Merel et al., 2013). As cianotoxinas dividem-
se em quatro grandes grupos, cada um deles definido em funcdo do 6rgdo-alvo principal e
consequentes sintomas que produzem nos animais (Chorus & Bartram, 1999). Um dos grupos
inclui as citotoxinas que tém a capacidade de danificar especificamente alguns tipos de células.
Neste grupo inclui-se a cilindrospermopsina que é um inibidor da sintese proteica em mamiferos
(Corbel et al., 2014). As dermatotoxinas sdo toxinas que induzem reagoes alérgicas na pele dos
seres vivos, e incluem a aplisiatoxina e a lingbiatoxina (Merel et al., 2013). As hepatotoxinas tém



como 6rgdo-alvo o figado, podendo levar a morte de animais e humanos, quer por chogue
hipovolémico (isto é, diminuicdo do fluxo sanguineo), quer por insuficiéncia hepética
(Carmichael, 1992, 1994). Neste grupo encontram-se as microcistinas, nodularinas e, novamente
a cilindrospermopsina (Pearson et al., 2016). As neurotoxinas interferem com o funcionamento
do sistema nervoso induzindo paralisia muscular, designadamente dos musculos respiratorios.
Neste grupo incluem-se as toxinas PST [paralytic shellfish toxins, onde se encontra a saxitoxina
(STX) e os seus analogos], anatoxina-a, homoanatoxina-a, anatoxina-a(S) e a S-metilamino-L-
alanina (Chorus & Bartram, 1999).

Atualmente, as cianotoxinas s@o um problema crescente a nivel ambiental e de salde
publica uma vez que tém sido associadas a numerosos envenenamentos quer de animais
(aquaéticos, selvagens e domésticos) quer de humanos (Chorus & Bartram, 1999; Merel et al.,
2013). Ja foram reportados casos de intoxica¢do humana na América do Norte e do Sul, Africa,
Oceénia e Europa (Chorus & Bartram, 1999). Existem quatro possiveis vias de exposi¢do humana
a estes metabolitos: 1) a ingestdo de alimentos contaminados, especialmente de marisco
contaminado com cianotoxinas, uma vez que estes organismos possuem a capacidade de filtrar a
agua e acumular as toxinas no seu interior; 2) através de contacto dérmico e ingestao/inalacao de
aguas contaminadas e respetivos aerossois durante atividades recreativas; 3) ingestdo de agua
inadequadamente tratada (Merel et al., 2013) uma vez que, em casos onde 0s blooms
cianobacterianos sdo intensos, 0s processos de tratamento podem ser inadequados e as toxinas
mantém-se presentes nos reservatorios de agua tratada (Carmichael, 2001); 4) por ultimo, a via
parentérica, sendo o0 caso mais conhecido o que ocorreu no Brasil, no centro de dialise de Caruaru,
onde 70 pacientes morreram devido & presenca de cianotoxinas nas &guas de hemodialise
(Carmichael, 2001).

Considera-se gque, a nivel mundial, aproximadamente 75% dos blooms sdo constituidos
por espécies toxicas (Wejnerowski et al., 2018). Estes blooms sdo constituidos por géneros
fixadores de N, tais como Anabaena, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Lyngbya, Nodularia,
Oscillatoria e Trichodesmium e géneros nao fixadores de N2, como Microcystis e Planktothrix
(Paerl & Paul, 2012).

A producdo de cianotoxinas a partir destes blooms é muito variavel no espago e no tempo
(Huisman et al., 2018). Os blooms cianobacterianos nem sempre estéo associados a ocorréncia de
toxinas, uma vez que nem todas as espécies daqueles géneros sdo toxicas (Merel et al., 2013).
Para além disso, sabe-se que os blooms téxicos podem ser formados por estirpes téxicas e ndo
toxicas pertencentes a mesma espécie ou a espécies diferentes. Assim sendo, mesmo que se
identifique uma determinada espécie ndo tdxica num bloom, este pode ser toxico se também
existirem estirpes toxicas dessa mesma espécie (Carmichael, 2001). Por outro lado, a presenca de
estirpes tdxicas ndo significa obrigatoriamente que as cianobactérias estejam sempre a produzir
toxinas, uma vez que se constatou que tém a possibilidade de ativar ou desativar determinados
genes responsaveis pela sintese da toxina dependendo das condi¢fes ambientais (Merel et al.,
2013).

Muitos estudos laboratoriais tém mostrado que Vvérios fatores ambientais afetam de
diferentes formas a sintese de cianotoxinas (Huisman et al., 2018). No entanto, a falta de
consisténcia nos resultados experimentais tem dificultado uma compreensdo acerca da forma
como estes dois parametros se interligam (Mantzouki et al., 2018). O mesmo se verifica ao nivel
molecular, pois os conhecimentos sobre os fatores ambientais que controlam a expressao dos
genes responsaveis pela sintese das cianotoxinas, em estirpes toxicas, continuam a ser escassos e
controversos (Mantzouki et al., 2018; Merel et al., 2013). Estas informagdes seriam Gteis ndo sé
no sentido de compreender a ecologia e biologia das diferentes espécies de cianobactérias, mas
também providenciaria conhecimentos sobre quais as melhores formas de prever e de gerir 0s
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blooms téxicos nos sistemas de agua doce (Holland & Kinnear, 2013), permitindo assim
minimizar os riscos para a satde associados as cianotoxinas (Brentano et al., 2016).

Deste modo, € necessério realizar-se mais estudos sobre os fatores ambientais que causam
a producdo de cianotoxinas ao nivel de cada estirpe toxica (Merel et al., 2013). Poucos estudos
tém sido realizados sobre a forma como a producdo de anatoxinas, STXs e citotoxinas e de que
forma a sua producao é afetada pelas condi¢cGes ambientais (Visser et al., 2016). De destacar, que
a ocorréncia de STXs nos corpos de agua doce representa um fenédmeno mundial com um ndmero
crescente de casos nos Ultimos dez anos (Cirés et al., 2017).

1.4 - STX e seus andlogos: cluster de genes sxt e via biossintética

A STX e 0s seus 57 andlogos (STXs), também conhecidas como PSTs (Cirés et al., 2017),
sdo substancias alcalbides neurotdxicas cuja estrutura se baseia numa perhidropurina triciclica
(Caseroetal., 2014; Pearson et al., 2010, 2016; Wiese et al., 2010). Estes analogos surgem devido
a variacdo que ocorre nos diferentes grupos funcionais em quatro locais (R1 — R4) (Figura 1.2) (
Pearson et al., 2016; Wiese et al., 2010).

As STXs mais comuns sdo classificadas como ndo sulfatadas, como a STX e a
neosaxitoxina (neoSTX), mono-sulfatadas, como as goniautoxinas (GTXs 1-6) ou dissulfatadas
(C1-4 toxinas) (Pearson et al., 2016; Wiese et al., 2010). Também existem variantes
descarboxiladas destes analogos e isto inclui as STXs descarboxiladas (dcSTX, dcneoSTX), as
goniautoxinas descarboxiladas (dcGTXs 1-6) e os derivados 13-deoxy-decarbamoyl (doSTX,
doGTX) (Wiese et al., 2010). A toxicidade pode variar drasticamente dependendo do tipo de
STXs; as ndo sulfatadas sdo as mais toxicas, seguidas pelas mono-sulfatadas e dissulfatadas
(Pearson et al., 2016). S&o responsaveis pela sindrome PSP (paralytic shellfish poisoning) que
tipicamente ocorre apos a ingestdo de moluscos ou de dgua contaminada com SXTs (Mihali et
al., 2009). De entre as STXs, a STX € a mais estudada e uma das toxinas naturais mais potentes
(Llewellyn, 2006).

As STXs ligam-se aos canais de s6dio nas membranas dos axénios dos neuronios,
impedindo a passagem dos ides sodio através da membrana celular (Casero et al., 2014). Como
tal, h4& um bloqueio na transferéncia dos impulsos nervosos. Esta acdo vai resultar numa
perturbacdo na propagacdo do potencial de agdo nas células neuronais (Kellmann et al., 2008).
Também se observou que as STXs sdo capazes de bloquear os canais de célcio nos miécitos
ventriculares de rato, induzindo uma grande diminuicdo do fluxo de ides de célcio,
comprometendo o processo de contracdo do coracdo (Su, 2004). Adicionalmente, as STXs afetam
0s canais de potéssio das células cardiacas, estabilizando a configuracdo fechada do canal de
potéssio, bloqueando assim o fluxo de potassio. Tal efeito conduz a uma arritmia cardiaca fatal
(Wang et al., 2003).

Os sintomas iniciais, apos 30 minutos da ingestdo de STXs, incluem um formigueiro nos
labios, na lingua e garganta alastrando-se para todo o rosto, transpiracdo, vomitos e diarreia. Em
casos mais extremos verifica-se que o formigueiro atinge o pescoco e as extremidades corporais
progredindo para uma fraqueza muscular, perda de coordenacdo motora e por fim paralisia. Uma
dose letal de STXs normalmente resulta numa falha cardiovascular devido a paralisia dos
musculos respiratorios (Pearson et al., 2010). Os analogos de STX mais toxicos exibem um LDso
de 10 Micrograma/Kg depois de serem injetados (i.p.) no murganho (Merel et al., 2010).
Atualmente a STX encontra-se classificada como potencial Agente TZ (designacdo de arma
quimica), devido a sua elevada toxicidade
(https://eurobiotox.eu/science_of toxins/24/index.html). Encontra-se incluida na lista da
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Chemical Weapons Convention (Schedule 1)
(https://www.opcw.org/sites/default/files/documents/SAB/en/sab-21-wp04_e_.pdf).

Figura 1.2 - Estrutura quimica da STX. Os circulos representam os grupos funcionais varidveis (R1 — R4)
(imagem adaptada de Mihali et al., 2011).

As STXs sdo produzidas por organismos pertencentes a dois reinos diferentes,
dinoflagelados eucaridticos e cianobactérias procaridticas, aparentemente pela mesma via
biossintética (Kellmann et al., 2008). Apesar das STXs serem o segundo grupo de cianotoxinas
com mais artigos publicados, a maior parte da literatura referente a producédo destas esta associada
aos dinoflagelados e pouco se encontra descrito no que diz respeito as cianobactérias (Merel et
al., 2013). Os blooms cianobacterianos produtores de STXs sdo um fenémeno mundial, e muitos
desses blooms possuem elevadas concentra¢Ges de toxinas, tendo inclusive causado mortes em
animais domésticos por consumo de agua contaminada (Casero et al., 2014). Até a data ndo houve
nenhuma descri¢do de intoxicagdo humana devido & presenga de STXs em agua doce (van
Apeldoorn et al., 2007). No entanto, € importante realcar que para além destas toxinas serem
solUveis e estaveis na agua, sendo capazes de persistir por mais de 90 dias em dgua doce, analogos
menos toxicos vao sendo progressivamente degradados em analogos mais toxicos (Merel et al.,
2010).

O cluster de genes que é putativamente responsavel pela sintese de STX e seus analogos
foi identificado em cinco espécies diferentes de cianobactérias (Murray et al., 2011), mais
especificamente em Anabaena circinalis AWQC131C, Aphanizomenon gracile NH-5 (Mihali et
al., 2009), Cylindrospermopsis raciborskii T3, Lyngbya wollei (Mihali et al., 2011) e
Raphidiopisis brookii D9 (Stucken et al., 2010).

Os clusters de genes sxt encontrados nestas espéecies variam no seu tamanho (25,7 kb a
35 kb) e no seu nimero de genes (26 a 31) (Cirés et al., 2017). Nas cinco cianobactérias onde este
foi caracterizado, existem 14 genes em comum, sendo que 0s restantes genes sxt variam entre as
espécies (Ballot et al., 2016; Murray et al., 2011). Relativamente & composi¢ao dos genes sxt e a
sua organizacado, A. gracile NH-5 é mais semelhante A. circinalis AWQC131C do que com C.
raciborskii T3, R. brookii D9 e L. wollei (Ballot et al., 2016; Pearson et al., 2016). Isto é
justificado devido ao facto de A. gracile e A. circinalis estarem filogeneticamente mais proximas
relativamente as restantes espécies. As diferencas verificadas na composicéo dos genes poderao
explicar diferentes perfis toxicos (Murray et al., 2011) (Figura 1.3).

Os estudos comparativos entre os clusters de genes sxt tém sido conduzidas sobretudo a
um nivel interespecifico, sendo limitadas ao nivel intraespecifico em diferentes estirpes (Ballot et
al., 2016). Até ao presente, a sequenciacdo e a caracterizacdo do cluster de genes sxt noutras
espécies produtoras de STXs como Cuspidothrix issatschenkoi, Cylindrospermum stagnale,
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Geitlerinema amphibium, Geitlerinema lemmermannii, Phormidium uncinatum e Scytonema
crispum ainda néo foram realizadas (Ballot et al., 2016).

Lyngbya wollei
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Figura 1.3 — Representacdo esquematica dos clusters de genes sxt de cinco espécies de cianobactérias
produtoras de STXs: Anabaena circinalis AWQC131C, Aphanizomenon gracile NH-5, Cylindrospermopsis raciborskii
T3, Raphidiopsis brookii D9 e Lyngbya wollei (esquema adaptado de Murray et al., 2011).

Cada um dos clusters de genes sxt codifica um conjunto de enzimas putativamente
responsaveis pela sintese, transporte e regulacdo de STXs (Pearson et al., 2016). A funcao
proposta de cada uma das enzimas é baseada na homologia da sua sequéncia (Cirés et al., 2017,
Pearson et al., 2016). As STXs sdo sintetizadas de forma nado ribossémica a partir de um grande
complexo enzimatico multifuncional contendo sintase de policetideos (PKS, polyketide synthase)
(Pearson et al., 2016). Resumidamente, a via biossintética é iniciada pela enzima SxtA, que possui
uma estrutura semelhante as PKS, responsavel por incorporar 0 acetato num complexo
enzimatico, metilar a acetil-ACP sucedendo a rara reacdo de condensacdo de Claisen com a
arginina. Catalisada pela aminotransferase SxtG, da-se a adicdo de um grupo amina de um
segundo grupo de arginina. Subsequentes reacGes de condensacdo, epoxidacgdes, ciclizagdes,
hidroxilacGes e desnaturagcdes sdo descritas como as responsaveis pela formagéo de uma estrutura
triciclica, resultando na dsSTX. De seguida, a enzima Sxtl (carbomoiltransferase) adiciona o
grupo carbomoil & molécula dcSTX resultando na molécula final de STX (Pearson et al., 2016)
(Figura 1.4).

Estudos demonstraram a existéncia de proteinas transportadoras que intervém na
exportacdo da STX e seus analogos (Castro et al., 2004; Pomati et al., 2004). De entre as proteinas
transportadoras, salienta-se a SxtM, uma bomba de efluxo pertencente a familia de proteinas
MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion), que até agora foi descrita em todas as
cianobactérias produtoras de STXs. Por outro lado, a proteina transportadora SxtPer, pertencente
a familia DMT (Drug/Metabolite Transporter), s6 foi encontrada nos géneros Anabaena,
Aphanizomenon e Lyngbya (Cirés et al., 2017).
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Figura 1.4 - Via biossintética das STXs (esquema adaptado de Kellmann et al., 2008).

O género Aphanizomenon tem atraido um grande interesse na comunidade cientifica
(Cirés & Ballot, 2016). Vérias espécies pertencentes ao género Aphanizomenon tém suscitado
uma particular preocupacéo uma vez que tém sido descritos, em Varios paises, como responsaveis
pela ocorréncia de blooms toxicos desde o final do século XIX. Sdo capazes de produzir uma
grande variedade de cianotoxinas, entre as quais as STXs (Cirés & Ballot, 2016; Cirés et al.,
2017). Adicionalmente, também tém expandido a sua distribuicdo geogréafica, deslocando-se de
latitudes tropicais para subtropicais e temperadas. Esta situagdo ocorre devido ao aumento da
temperatura média das aguas como consequéncia do aquecimento global (Cirés et al., 2014,
2017). A Europa tem atraido alguma atencdo uma vez que é uma das areas de transicdo de uma
zona tropical/subtropical para uma zona temperada. Varios estudos tém sido conduzidos na
Europa do Norte e Central, mas poucos tém sido dirigidos na Europa do Sul (zona mediterranea),
nomeadamente em Portugal (Cirés et al., 2014).

Em Portugal isolaram-se duas estirpes produtoras de STXs, Aphanizomenon gracile
LMECY A40 e Aphanizomenon issatschenkoi LMECY A31 provenientes de albufeiras no distrito
de Portalegre (Pereira et al., 2000; 2004). A estirpe Aphanizomenon issatschenkoi LMECYA31
(Lietal., 2003) é atualmente designada por Cuspidothrix issatschenkoi, no seguimento da revisao
taxondémica com recurso a técnicas moleculares (Rajaniemi et al., 2005). Por este motivo, alguns
artigos que descrevem a ocorréncia de blooms toxicos do genero Aphanizomenon incluem C.
issatschenkoi, apesar desta atualmente ja ndo pertencer a este género (Cirés & Ballot, 2016).



A presenca destas espécies nao se restringe exclusivamente a Portugal, apresentando uma
ampla distribuicio geografica. A. gracile e C. issatschenkoi encontram-se dispersos pela Asia,
América do Norte, Europa e Oceénia (Cirés & Ballot, 2016) (Figura 1.5). Dada a importancia
toxicoldgica e biogeogréfica das espécies A. gracile e C. issatschenkoi, sdo necessarios estudos
moleculares sobre a regulacéo da sintese e transporte de STXs por fatores ambientais.

A A gracile

C. issatschenkoi

Figura 1.5 — Distribuicdo geografica das espécies Aphanizomenon gracile e Cuspidothrix issatschenkoi
(Cirés & Ballot, 2016).

1.5 - Influéncia de fatores ambientais na sintese de STXs e na sua regulacgéo

génica

Estudos laboratoriais documentam que as cianobactérias produzem preferencialmente
STXs em condi¢6es mais favoraveis para o seu crescimento (Pomati et al., 2004). Varios ensaios
experimentais demonstraram relagdes positivas entre o desenvolvimento de cianobactérias e
fatores ambientais como por exemplo a temperatura, pH, intensidade luminosa, concentracdo de
nutrientes e de cloreto de sodio (Brentano et al., 2016; Pearson et al., 2010). Todavia, sao escassos
os estudos realizados no sentido de perceber quais destes fatores tém efeito na produgdo de STXs
e consequente relagdo com os varios parametros de crescimento como consta na tabela 1.1.

No estudo de Dias et al. (2002), a producdo de STXs duplicou aproximadamente a altas
temperaturas (28 °C) em culturas de Aphanizomenon sp. LMECY A31 (atualmente reclassificada
como C. issatschenkoi) face a condicédo de controlo (22 °C). Verificou-se o contrario em culturas
de A. gracile UAM529 e C. raciborskii C10 cuja maior producdo de STXs ocorreu a temperaturas
abaixo das temperaturas 6timas de crescimento (a 15 e 19 °C respetivamente) (Casero et al., 2014;
Castro et al., 2004). Paralelamente, nestes trabalhos, constatou-se que o aumento de producéo de
STXs néo se correlacionou com o0 aumento das taxas de crescimento cianobacteriano (Castro et
al., 2004; Dias et al., 2002). Em culturas de C. raciborskii T3 também se averiguou o efeito da
intensidade luminosa, tendo-se observado que a maior producédo de STXs ocorreu a 100 pmol
fotdes m? s comparativamente as condigdes de 50 e 150 umol fotdes m2 s (Carneiro et al.,
2009).

A concentragdo de nutrientes, como o P e 0 N, também € um parametro a ter conta no
crescimento cianobacteriano (Kaebernick & Neilan, 2001). Relativamente a concentracéo de Na,
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as espécies C. issatschenkoi LMECYAS31, A. gracile UAM531, R. brookii FURGCYQ001 e A.
circinalis ANA-118A aumentaram a sua producdo de STXs em condigBes onde as concentracdes
de N, eram baixas ou inclusivé nulas (Casero et al., 2014; Dias et al., 2002; Velzeboer et al.,
2001; Yunes et al., 2009). Nas culturas C. issatschenkoi LMECYA31, a diminuicdo da
concentracdo de P néo se traduziu em diferencas estatisticamente significativas na producédo de
STXs quando comparada com a condi¢do controlo (Dias et al., 2002). Em culturas de C.
raciborskii uma elevada razdo entre 0 N2 e 0 P (122N:1P) aumentou a producdo de STXs,
comparativamente a uma razao baixa (7N:1P) ou normal (40N:1P) (Chislock et al., 2014).

Perante diferentes estudos, C. raciborskii T3 respondeu da mesma forma ao aumento de
concentracgdo de cloreto de sédio (10 mM) refletindo-se num aumento de concentracdo de STXs
(Carneiro et al., 2013; Ongley et al., 2016; Pomati et al., 2004). O mesmo ndo se verificou nas
culturas de A. circinalis AWQC131C e R. brookii D9 que quando expostas ao stress iénico (10
mM e 17 mM de cloreto de sodio, respetivamente) produziram menores quantidades de STXs
(Ongley et al., 2016; Soto-Liebe et al., 2012).

Outros estudos laboratoriais demonstraram que culturas de C. raciborskii T3 expostas a
um meio de cultura alcalino (pH=9) aumentaram a sua produgdo de STXs. O efeito contréario
ocorreu quando as culturas de A. circinalis AWQC131C, sob as mesmas condigdes de pH,
diminuiram a sintese de STXs (Ongley et al., 2016).

Pela tabela 1.1 também se pode verificar que a maior producdo de STXs ocorre
essencialmente em duas fases do crescimento cianobacteriano: na fase exponencial e na fase
estaciondria, dependendo do fator ambiental em estudo e da espécie analisada.

Tem sido descrito na literatura que as quantificactes de STXs podem ser comprometidas
por questbes analiticas devido a complexidade quimica desta toxinas, a sua baixa estabilidade sob
a mudanca de pH e devido a interconversdo de analogos através de processos quimicos que
ocorrem durante o processo de extracdo (Casero et al., 2014).

A caracterizacdo do cluster de genes sxt em diferentes generos de cianobactérias
possibilitou o desenvolvimento de investigacdes acerca dos mecanismos moleculares envolvidos
na sua regulacdo (Pearson et al., 2016). Recentemente tem-se recorrido ao metodo RT-real-time-
gPCR (Reverse Transcription-real-time-quantitative PCR) para estudar a expressdo de genes
responsaveis pela producdo de toxinas em cianobactérias. Informagdes quantitativas e qualitativas
sobre a regulagdo dos clusters de genes ajudam na avaliacdo da produgdo de toxinas em resposta
a vérias condi¢cBes ambientais (Kaushik & Balasubramanian, 2013). Perante este contexto, é
importante estudar o cluster de genes sxt uma vez gque ha pouco conhecimento acerca da forma
€omo 0s seus transcritos sdo regulados sob diferentes condigdes ambientais (Boopathi & Ki, 2014;
Neilan et al., 2013). Alguns estudos ja foram feitos neste sentido como esta apresentado na tabela
1.2.

O cluster de genes sxt inclui o0 gene sxtA, que é o mais conhecido (Casero et al., 2014),
sendo o responsavel por codificar proteinas que participam no primeiro passo da via biossintética
das STXs. Até agora este gene foi encontrado em todas as cianobactérias produtoras de STXs
(Figura 1.3). Por todas estas razdes, este gene tem sido escolhido para efetuar andlises de
transcricdo e inferir se a sua expressao relativa se correlaciona com o aumento da concentracdo
de STXs (Cirés et al., 2017; Ongley et al., 2016; Stucken et al., 2014).

Para além deste gene que participa na sintese de STXs, é também importante estudar a
expressdo relativa de genes codificadores de proteinas transportadoras destas toxinas.
Inicialmente considerava-se que as STXs eram estritamente endotoxinas, sendo apenas libertadas
guando ocorresse a lise celular. As STXs intracelulares acabam por entrar em contacto com 0s
organismos, ndo s6 quando ocorre a lise celular, mas também quando estes consomem
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cianobactérias tdxicas. Evidéncias recentes demonstraram que 0 aumento de STXs no meio
extracelular é concomitante a diminuicdo de toxinas intracelulares. Isto verifica-se nas fases
exponenciais do crescimento cianobacteriano, sugerindo uma exportacao dessas toxinas para o
meio extracelular (Castro et al., 2004; Negri et al., 1997; Soto-Liebe et al., 2013).

Varios estudos referem que as STXs extracelulares podem representar uma grande
percentagem da toxina total, como foi observado em culturas de A. gracile UAM529/UAM531
(Casero et al., 2014; Cireés et al., 2017), C. issatschenkoi LMECYA3L (Dias et al., 2002) e R.
brookii D9 (Soto-Liebe et al., 2012). As STXs extracelulares que entram em contacto direto com
0s organismos dos ecossistemas de dgua doce e com os utilizadores de dguas recreativas antes das
cianobactérias atingirem a fase estacionéria e de morte (onde se inicia a lise celular) (Casero et
al., 2014; Cirés et al., 2017). Deste modo, urge a necessidade de perceber que tipo de influéncia
tém os fatores ambientais sobre a expressdo relativa dos transportadores de STXs, o que inclui,
por exemplo, os genes sxtM e sxtPer. Até 2016 foram feitos poucos estudos sobre as implicagdes
de fatores ambientais na expressdo génica dos genes sxtA e sxtM e a sua correlagdo com a
concentragdo de STXs, limitando a sua analise a fatores como a concentragao de cloreto de sodio,
de N2 e o pH (Tabela 1.2).

Em Stucken et al. (2014) foram testadas diferentes fontes de N (nitrato, amoniaco e ureia)
em culturas de R. brooki D9, e comparadas com a condi¢do sem qualquer fonte deste nutriente.
Verificaram que houve uma maior quantidade de STXs totais e de STXs extracelulares nas
condi¢cbes cujas fontes de nitrogénio eram o nitrato ou ureia, contudo isso nem sempre
correspondeu a um maior nivel de expressao dos genes sxtA e sxtM (Stucken et al., 2014).

Ongley et al. (2016) observaram que na estirpe A. circinalis AWQC131C, o stress gerado
pelo aumento de concentragdo de cloreto de sodio (10 mM) e a alteracdo de pH (=9) induziram a
sub-expressdo dos transcritos SxtA e SxtM que se refletiu numa menor concentragdo de STXs
totais, apesar do aumento da concentracdo de STXs extracelulares. Observaram o contrario em C.
raciborskii T3 cuja expressdo dos mesmos transcritos aumentou em ambas as condi¢des de stress
ibnico e de pH, o que correspondeu a elevados niveis de STXs totais e de STXs extracelulares.

Em Cirés et al. (2017), foi descrito pela primeira vez a influéncia da temperatura na
expressao de um gene de sintese (sxtA) e em dois genes transportadores (sxtM e sxtPer) usando
culturas de A. gracile UAM529. Este trabalho avaliou o efeito de trés temperaturas (12, 23 e 30
°C) na expressao relativa dos genes sxtA, sxtM e sxtPer e a sua correlagdo com a concentragéo de
STXs ao longo de oito dias. Os autores verificaram que ao longo do todo o tempo, 0s transcritos
SxtA foram sobre-expressos nas temperaturas de 12 e 30 °C quando comparadas com a condicao
de controlo (23 °C). Detetou-se uma regulagdo positiva do gene sxtA a 30 °C que coincidiu com
maior concentracdo de STXs totais. O mesmo efeito ndo observou a 12 °C onde os elevados niveis
de expressdo corresponderam a uma menor concentracdo de STX total. Relativamente aos
transcritos SxtM, em ambas as temperaturas de teste (12 e 30 °C), as culturas de A. gracile
UAMS529 apresentaram um aumento significativo da expressdo relativa comparativamente a
temperatura de controlo ao longo do tempo. Esta regulacdo positiva do gene sxtM coincidiu com
uma maior concentragdo de STXs extracelulares. No caso de sxtPer, 0 aumento dos niveis de
transcritos a 30 °C néo foi significativo, e, portanto, ndo pode ser evidentemente correlacionado
com o drastico aumento de STXs extracelulares.
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Tabela 1.1 - Fatores ambientais que tém influéncia na producéo de STXs totais em diferentes espécies de cianobactérias e que fase do crescimento cianobacteriano associada.

Espécie Estirpe Fator ambiental Maior producdo de STXs totais Fase do crescimento Referéncia
onde ocorreu maior
producdo de STXs
pH Maior no controlo (valor exato ndo
9 vs. Meio de cultura! (controlo) descrito) Ongley et al., 2016
AWQC131C Cloreto de sodio Maior no controlo (valor exato ndo Exponencial
Anabaena circinalis 10 mM vs. Meio de cultura® (controlo) descrito)
Nitrogénio = 1,5x maior a 0,0028 mg/L Estacionaria Velzeboer et al., 2001
ANA-1181 0,0028 mg/L e 28 mg/L vs. 0,28 mg/L?
Temperatura = 4x maior a 30 °C do que a 23 °C Exponencial Cirés et al., 2017
12°Ce30°Cvs. 23 °C®
UAMS529 15°Ce 20 °Cvs. 28 °C® Maior a 15 °C do que 20 °C e 28 °C NA
Aphanizomenon gracile (valor exato ndo descrito)
UAM531 Nitrogénio 4x maior na auséncia de nitrogénio NA Casero et al., 2014
Auséncia* vs. Meio de cultura® (controlo)
Temperatura 1,6x maior a 28 °C Estacionaria
28 °Cvs. 22 °C?
Nitrogénio 3,6x maior na auséncia de nitrogénio Exponencial
LMECYA3L1 | Auséncia® vs. Meio de cultura® (controlo) Dias et al., 2002
Cuspidothrix issatschenkoi Fosforo
0,10 mg/L e 0,55 mg/L vs. Meio de NS Estacionaria
cultura® (controlo)
c10 Temperatura Maior a 19 °C NA Castro et al. 2004
19 °C vs. 25 °C’
pH Maior a pH 9 (valor exato ndo descrito)
9 vs. Meio de cultura® (controlo) Ongley et al., 2016
Cloreto de sédio Maior a 10 mM (valor exato néo Exponencial
Cylindrc_)spern?_opsis 10 mM vs. Meio de cultura (controlo) descrito)
raciborskii 5 mM e 10 mM vs. Meio de cultura? Maior a 10 mM (valor exato ndo NA Carneiro et al., 2013
T3 (controlo) descrito)
1 mM, 5 mM, 10 mM vs. Meio de cultura? Maior valor a 10 mM (valor exato ndo NA Pomati et al., 2004
(controlo) descrito)
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Intensidade luminosa
100 pmol fotdes m? st e 150 umol fotdes
m2s?vs. 50 umol fotdes m2 s12

Maior a 100 pmol fotdes m? s (valor
exato ndo descrito)

Estacionaria

Carneiro et al., 2009

ND

Razdo entre nitrogénio e fosforo (N:P)
7N:1P e 122N:1P vs. 40N:1P®

Maior valor na razdo 122N:P (valor exato
ndo descrito)

NA

NA

Chislock et al., 2014

Soto-Liebe et al., 2012

Raphidiopsis brookii

D9

Cloreto de Sddio
17 mM vs. Meio de cultura’ (controlo)

Maior no controlo (valor exato ndo
descrito)

Fontes de nitrogénio
Nitrato, Amoniaco e Ureia vs. Auséncia’

Maiores valores nos meios de cultura
com nitrato e amoniaco (valores exatos
ndo descrito)

NA

Stucken et al. 2014

FURGCYO001

Nitrogénio
500 pM, 1000 puM ;1500 pM?

Maior a 500 uM (valor exato ndo
descrito)

Exponencial

Yunes et al., 2009

Legenda:'As culturas foram mantidas em meio Jaworski durante o ensaio experimental; 2As culturas foram mantidas em meio ASM-1 durante o ensaio experimental; 3As culturas foram mantidas

em meio BG11 durante o ensaio experimental; “As culturas foram mantidas em meio BG11o durante o ensaio experimental (corresponde ao meio BG11 sem fonte de nitrogénio); °As culturas
foram mantidas em meio Z8 durante o ensaio experimental; As culturas foram mantidas em meio Z8 sem fonte de NOs™ durante o ensaio experimental; “As culturas foram mantidas em meio MLA

durante o ensaio experimental; 80 ensaio experimental decorreu in situ; NA — pardmetro néo avaliado; NS - diferencas estatisticamente no significativas; ND - N&o foi descrito.
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Tabela 1.2 - Estudos realizados sobre a influéncia de fatores ambientais nos niveis de expressdo de genes pertencentes ao cluster sxt (sxtA, sxtM e sxtPer) em diferentes espécies de

cianobactérias.

Espécie Estirpe Fator ambiental Efeitos nos niveis de expressdo de genes do cluster sxt? Referéncia
SXtA SXtM sxtPer
pH Sub-expresséo (12x) a Sub-expresséo (59x) a NA
9 vs. Meio de cultura? (controlo) pH9 pH 9
L — Ongley et al., 2016
Anabaena circinalis | AWQC131C Cloreto de sodio x x
10 MM vs. Meio de cultura® Sub-expressdo (1,8x) a | Sub-expressdo (2,7x) a NA
) 10mM 10mM
(controlo)
Sobre-expregsao (4.3%) Sobre-expressdo (4,3x) | Sobre-expressao (2,1x)
as30"C a30°C a30°C
Temperatura
° °Cvs. 23 °C8 Sobre-expressdo (5.4x < .
Aphanizomenon gracile 12°Ce30°Cvs.237°C aplZ° C (5.4%) Sobre-expressdo (3,8x) NSal2°C Cirg L 2017
UAM529 al12°C irésetal.,
Nitrogénio
Auséncia* vs. Meio de cultura® NS NS NS
(controlo)
pH Sobre-expressdo a pH 9
9 vs. Meio de cultura? (controlo) (valor exato néo Sobre-expressdo (24x) a NP
descrito) pH9
Cylindrospermopsis T3 Ongley et al., 2016
raciborskii Cloreto de sodio x Sobre-expresséo (2,7x)
. ) Sobre-expressdo a 10 210 mM
10 mM vs. Meio de cultura mM (valor exato ndo NP
(controlo) descrito)
Sobre-expressdo no Sub-expressdo no meio
meio de cultura com de cultura com
Fontes de nitrogénio amoniaco amoniaco
Raphidiopsis brookii D9 Amoniaco®, Ureia®, Auséncia’ vs. NP Chislock et al., 2014

Meio de cultura® (controlo)

ND no meio de cultura
com ureia e auséncia de
nitrogénio

ND no meio de cultura
com ureia e auséncia de
nitrogénio

Legenda: Todos os dados apresentados na tabela s&o referentes ao momento no qual de detetou maior produgéo de toxina total e extracelular; 2As culturas foram mantidas em meio Jaworski
durante o ensaio experimental; 3As culturas foram mantidas em meio BG11 durante o ensaio experimental; “As culturas foram mantidas em meio BG11o durante o ensaio experimental (corresponde
ao meio BG11 sem fonte de nitrogénio; 5As culturas foram mantidas em meio MLA durante o ensaio experimental, mas a fonte de nitrogénio foi modificada de nitrato para amoniaco; ®As culturas
foram mantidas em meio MLA durante o ensaio experimental, mas a fonte de nitrogénio foi modificada de nitrato para ureia; “As culturas foram mantidas em meio MLA durante o ensaio
experimental, mas a fonte de nitrogénio foi retirada; 8As culturas foram mantidas em meio MLA durante o ensaio experimental; NA — gene ndo analisado no respetivo estudo; NS - diferencas
estatisticamente ndo significativas; NP - gene ndo presente nas espécies referidas; ND — Valores da expressao relativa dos transcritos ndo detetados.
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1.6 - Relacgdo entre formacao de células especializadas, temperatura e producéo de
STXs

Os heterdcitos e 0s acinetos sdo células especializadas que algumas cianobactérias sdo capazes
de produzir e que providenciam vantagens competitivas relativamente aos organismos fitoplancténicos
eucarioticos (Huisman et al., 2018). Perante determinadas condi¢des ambientais desfavoraveis, as
espécies de cianobactérias diazotréficas em estudo, A. gracile e C. issatschenkoi produzem heterdcitos
e acinetos.

Os heterdcitos tém a capacidade de fixar N, proveniente da atmosfera (Huisman et al., 2018),
possuindo no seu interior o complexo enzimatico nitrogenase, cuja acdo € inibida pela presenca de
oxigénio (Visser et al., 2016). Esta é a razdo pela qual surge a necessidade de separar espacialmente o
processo fotossintético do processo de captacdo de N2 (Huisman et al., 2018). Os heterécitos, para além
destas diferengas, também possuem uma parede espessa de glicolipidos que diminui a difuséo de O;
para o interior das células, mantendo um influxo suficiente de N, para a fixacdo do mesmo. Contudo, a
camada de glicolipidos néo é totalmente impermedvel, e, inevitavelmente, o O difunde-se para o interior
dos heterdcitos, desta forma, é importante que as suas taxas de respiracdo aumentem para manter as
condigOes de andxia no seu interior. A baixas temperaturas, a taxa de respira¢do diminui ndo tendo, o
heterdcito, a capacidade de contrariar o influxo de O,. Assim, as cianobactérias que se encontram em
ambientes frios, desenvolveram uma camada glicolipidea mais eficiente possibilitando um menor
influxo de Oz, mas também de N (Visser et al., 2016). Esta situacéo traduz-se numa menor produgdo
de biomassa ndo sé porque tém uma menor fixacdo de N2, mas também porque a formagdo da camada
glicolipidea mais eficaz presumivelmente requererd uma maior energia para ser sintetizada (Stal, 2009;
Visser et al., 2016).

Para além disto, o prdprio processo de fixacdo de N é energeticamente dispendioso. Apos a
fixacdo deste nutriente, este é reduzido a amoniaco dentro do heterdcito e € transferido para as células
vegetativas e este fendmeno pode refletir-se numa menor taxa de crescimento (Willis et al., 2015). De
acordo com Padisak (1997) a producdo de heterdcitos ocorre quando hd uma deficiéncia de N2 no
ambiente. No entanto, Bittencourt-Oliveira et al. (2012) descreveram outros parametros, como a
temperatura e intensidade luminosa, que também podem influenciar a sua ocorréncia.

A temperatura também é um fator ambiental implicado na diferenciacdo de acinetos (Cirés et
al., 2013b). Os acinetos sao células capazes de sobreviver a longos periodos de condicOes adversas,
germinando quando as condigdes sdo favoraveis (Cirés et al., 2013b). Possuem uma parede espessa
constituida por varias camadas e contém elevadas quantidades de substancias de reserva como granulos
de glicogénio (reserva de carbono) e de cianoficina (reserva de N2) (Sukenik et al., 2015). A. gracile e
C. issatschenkoi, pertencentes a ordem Nostocales, possuem um ciclo anual complexo e produzem
acinetos que permitem a sua sobrevivéncia durante o inverno (Cirés et al., 2013a).

Apesar da importancia que a temperatura tem na producéo de acinetos, existem poucos estudos
no que diz respeito a este tdpico (tabela 1.3). Pandey e Kashyap (1987) testaram a influéncia de duas
temperaturas (25 e 30 °C) na estirpe Anabaena doliolum AdS. A presenca de acinetos foi verificada em
ambas as condigdes, com uma maior frequéncia a 30 °C. No estudo de Pandey (1989) avaliaram-se trés
temperaturas (25, 32 e 38 °C) e observou-se a inducédo da diferenciacdo de acinetos a 25 e 32 °C. Apesar
de ndo se ter feito uma anélise comparativa entre a frequéncia de acinetos entre as duas temperaturas na
espécie Nodularia spumigena, a diferenciacdo de acinetos iniciou mais precocemente a 32 °C (Pandey,
1989). No estudo de Cirés e Wormer (2013b), a estirpe Aphanizomenon ovalisporum UAM290 foi
estudada a oito temperaturas (10, 15, 20, 25, 27.5, 30, 35 e 40 °C). Apenas se observou a presenca de
acinetos as temperaturas de 15, 20 e 25 °C sendo que a maior producéo foi observada a 20 °C. De uma
forma geral, os estudos anteriores referidos parecem demonstrar que existe uma maior producdo de
acinetos a temperaturas entre 0s 20 e 35 °C. O contrario foi reportado por Li et al. (1997) que avaliaram
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o efeito de cinco temperaturas (10, 15, 20, 30, e 35 °C) em sete estirpes de Anabaena spp. (A. mucosa
TACA426; A. crassa TAC436; A. spiroides TAC443 e TAC444; A. flos-aquae TAC446; A. ucrainica
TAC448 e TAC449) e constataram uma maior produgéo de acinetos a baixas temperaturas (10 e 15 °C).

Estas diferencas sugerem que o efeito da temperatura na diferenciacdo de acinetos é especifica
de espécie para espécie (Cirés et al., 2013b). No entanto, certos estudos demonstraram que
independentemente do fator ambiental que esteja a atuar, a formagdo de acinetos decresce com a
diminuicdo da divisdo celular. Deste modo, a sua maior abundancia verifica-se durante a fase
exponencial do crescimento celular. Durante o desenvolvimento dos acinetos ha um aumento
consideravel no seu tamanho e na sua granulacdo (Adams & Carr, 1981). Para as espécies A. gracile e
C. issatschenkoi os acinetos podem medir entre 7,8 - 14,7 um de comprimento e 3,9 - 5,9 um de largura
e 6 - 20 um de comprimento e 2 - 4,4 um, de largura, respetivamente (Komarek, 2013).

Tabela 1.3 - Espécies de cianobactérias e temperaturas reportadas que induziram a formacéao de acinetos.

Espécie Temperaturas Referéncia
Anabaena doliolum AdS 25e30°C Pandey & Kashyap, 1987
Anabaena spp. 10°Cel5°C Lietal., 1997
Aphanizomenon ovalisporum UAM290 | 15°C,20°Ce25°C Cirésetal., 2013b
Nodularia spumigena 25°Ce32°C Pandey, 1989

Os heterdcitos e os acinetos participam na fixacdo e na acumulacdo de reservas de N,
respetivamente, sendo considerados recursos importantes deste nutriente para as cianobactérias. A
sintese de STXs esta relacionada com a concentracdo de arginina livre, um aminoacido que apresenta
na sua constituicdo atomos de N.. Durante a via biossintética destas toxinas, a arginina é recrutada em
dois passos (Figura 1.4). No primeiro, a enzima SxtA catalisa a rea¢do de Claisen entre a arginina e o
produto formado anteriormente (Propionil-ACP), formando o composto A. De seguida, a enzima SxtG
transfere o grupo amidina de uma segunda arginina para o composto A (Kellmann et al., 2008). No final
de todas as rea¢des ocorre a formagdo da STX e dos seus analogos, que por serem substancias alcaldides,
as suas moléculas sdo altamente nitrogenadas (Stucken et al., 2014).

Em dinoflagelados, a privagdo de N, tem sido reportada como uma possivel causa responsavel
pela diminuicdo das reservas de N intracelulares e, consequentemente, da diminuigdo dos niveis de
arginina e sintese das STXs (Flynn et al., 1994). No entanto, isto ndo se tem verificado no que diz
respeito a sintese destas toxinas por cianobactérias, em que a maioria dos estudos revelou que pequenas
concentragdes de N, ou inclusive a sua auséncia, promove o aumento destas toxinas. Dias et al. (2002)
sugeriu que este facto podia ser explicado devido a capacidade que algumas cianobactérias tém de
produzir heterécitos, tendo verificado que o aumento de STXs por célula foi acompanhado pelo aumento
de frequéncia de heterdcitos. Ainda em Dias et al. (2002), as culturas de C. issatschenkoi LMECYAZ31,
perante uma condicdo de stress (limitacdo de P) produziram uma elevada quantidade de acinetos, com
correspondente diminuicdo de STXs por célula. Nesse trabalho foi colocada a hip6tese de haver uma
menor producdo de STXs quando ocorre a producdo dos granulos de cianoficina que fazem parte da
constituicdo dos acinetos. Este facto talvez esteja ligado com uma menor disponibilidade de arginina
livre para a sintese de STXs.

Pelo exposto, julgou-se também ser importante neste trabalho tentar perceber qual sera o papel
e a relacdo que estes dois tipos de células especializadas (heterdcitos e acinetos) tém na sintese de STXs
e vice-versa.
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No atual contexto das alterac@es climéticas, o efeito do aquecimento global tem induzido um
aumento das temperaturas média das aguas, possibilitando a expansdo geografica de cianobactérias.
Neste contexto, tém particular importancia as espécies de cianobactérias produtoras de STXs e 0 modo
como a temperatura pode influenciar o crescimento destas cianobactérias e a sintese de STXs. A nivel
molecular, os efeitos que a prdpria temperatura tem sobre 0s niveis de transcricdo de genes pertencentes
ao cluster sxt encontram-se também pouco elucidados, tendo sido, até agora, descritos apenas numa
espécie. Presentemente, as publicacdes sobre este tema sdo escassas e 0s poucos estudos existentes sao
controversos.

Pretendeu-se neste trabalho contribuir para a elucidacdo dos pontos acima mencionados, tendo-se
estabelecido os seguintes objetivos para esta dissertacao:

o Avaliar a influéncia de trés temperaturas diferentes (10, 20 e 30 °C) sobre o crescimento
cianobacteriano nas estirpes Aphanizomenon gracile LMECY A40 e Cuspidothrix issatschenkoi
LMECYA31;

o Avaliar a influéncia de trés temperaturas diferentes (10, 20 e 30 °C) sobre a producdo de STXs
nas estirpes A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi LMECYAS3L1 e apurar as respetivas
diferencas nos niveis de transcri¢do de genes do cluster sxt (SxtA, sxtM e sxtPer), ao longo do
crescimento;

o Averiguar a existéncia de uma relacdo entre a producdo de STXs e formacdo de células
especializadas (heterdcitos e acinetos).
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3. Materiais e métodos

3.1 - Origem, caracteriza¢do e manutencdo de culturas de cianobactérias

Neste trabalho utilizaram-se duas espécies de cianobactérias, isoladas a partir de blooms que
ocorreram em reservatdrios de dgua doce portugueses, mantidas na Cole¢do de Culturas de Algas Estela
Sousa e Silva (ESSACC) no Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA), em Portugal. A
estirpe A. gracile LMECYA40 (Figura 3.1 - A) foi isolada da albufeira do Crato, no distrito de Portalegre
(Pereiraetal., 2004) e a estirpe C. issatschenkoi LMECYA31 (Figura 3.1 - B) da albufeira de Montargil
(Pereira et al., 2000), ambas no distrito de Portalegre.

As duas cianobactérias em estudo foram previamente identificadas a partir das suas caracteristicas
morfométricas e da sequenciacdo do gene rRNA 16S (Pereira et al., 2004; Rajaniemi et al., 2005).

Estas culturas ndo axénicas, sdo mantidas em meio Z8 (Skulberg & Skulberg, 1990) (Anexo I), com
um ciclo de 14 horas de luz e 10 horas de escuridéo, intensidade luminosa de 20 + 4 pmol m? s? e
temperatura de 20 £ 1°C.

A

Figura 3.1 - Fotografias das espécies de cianobactérias alvo deste estudo e mantidas na colegdo ESSACC:
Aphanizomenon gracile LMECYA40 (A) e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 (B) (amostras fixadas com Lugol).

3.2 - Condigdes experimentais de incubagéo e plano de amostragem

Numa primeira fase pretendeu-se estabelecer a curva de crescimento das estirpes em estudo, na
situacdo de controlo (20°C), avaliando-se a sua densidade otica (DO) a 450 nm. Identificaram-se as
fases principais do seu crescimento celular — fase de adaptagdo, exponencial (inicial e final) e
estacionaria e determinaram-se as DOs correspondentes.

Para tal, partiu-se de culturas em fase de crescimento exponencial, e iniciou-se cada ensaio com
uma DO = 0,2, inoculadas em frascos de culturas de 75 cm? com meio Z8 estéril num volume final de
100 mL. De seguida, as estirpes foram incubadas na camara Fitoclima S 600. Retiraram-se aliquotas
diarias de 0,6 mL de cada cultura de forma a medir a absorvancia em triplicado numa placa de 96 pocos,
usando o espectrofotdmetro (Multiskan Ascend - Thermo Labsystems).

Apos a construgdo das curvas de crescimento, e para 0s ensaios seguintes, selecionaram-se
quatro pontos de analise (de acordo com as respetivas DOs) que permitissem abranger as fases do
crescimento cianobacteriano descritas acima (Figura 3.2).

18



4° Ponto
Fase

Estacionaria
3° Ponto

Fase Exponencial
Final

2° Ponto I

Fase Exponencial
Inicial

° Ponto
Fase de Adaptacdo

!

DO450nm

>

Tempo (dias)

Figura 3.2 - Representagdo esquematica dos pontos de andlise estabelecidos ao longo do crescimento
cianobacteriano.

Apos o estabelecimento dos pontos de analise, prepararam-se novos T-flasks de 75 cm?de cada
cultura nas condi¢6es descritas no ponto anterior (Figura 3.3 - A). Para cada temperatura prepararam-se
dois T-flasks de cada espécie de forma a assegurar duas amostras independentes (n = 2). Contudo, as
amostras independentes nem sempre foram realizadas em simultaneo (Anexo |1, tabela VI).

As culturas foram expostas a trés temperaturas diferentes (10, 20 e 30 °C) e a uma intensidade
de luz constante de 10 pmol m? s (Figura 3.3 - B). Os testes das duas primeiras temperaturas (10 e 20
°C) foram realizados na camara Fitoclima S 600 (Figura 3.3 - C), enquanto que a temperatura de 30 °C
foi testada primeiramente numa estufa Haraeus (Thermo Labsystems), e uma segunda vez num banho
(Memmert W200) a 30 °C (Figura 3.3 - D).

B

10 ymol m2 st

4 |
10 °C LMECYA40 | | LMECYA31

A 10 pmol m? !

LMECYA40| |[LMECYA31 - -
20 °C LMECYA40 LMECYA31
DO... =02 —

inicial =

10 pmol m2 s°!

& 30 °C | LMECYA40 IME(YABﬂ

40 - 60 dias

Viinar = 100 mL

Figura 3.3 - Representacdo esquematica das condi¢Ges de incubacdo das estirpes Aphanizomenon gracile
LMECYAA40 e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 sob as diferentes temperaturas testadas. (A) Concentragdo e volume
de indculo inicial; (B) Condigdes de luz e temperatura durante o crescimento das culturas; (C) Incubacdo a 10 e 20 °C na
camara Fitoclima; (D) Incubagdo num banho a 30 °C.

Em cada temperatura, para cada estirpe recolheram-se de dois em dois dias aliquotas de 0,6 mL para
determinar a DO espectrofotometricamente a 450 nm. Construiram-se as respetivas curvas de
crescimento a cada temperatura. Quando a DO igualava o valor que foi estabelecido para cada fase de
crescimento recolheram-se aliquotas com um volume total de 11,5 mL de cultura para extrair RNA,
quantificar as STXs, efetuar contagens celulares (células vegetativas e de heterdcitos) e por fim analisar
a morfometria dos acinetos.
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3.3 - Célculo da taxa de crescimento e tempo de duplicagéo

De forma a avaliar o crescimento utilizaram-se dois parametros: a taxa de crescimento especifica
(M) € o tempo de duplicacdo (tp)l. Primeiramente, elaborou-se um grafico com os valores de InDO
correspondentes a fase exponencial do crescimento em funcao do tempo. A partir desse grafico, tragou-
se uma reta de regressdo linear e o declive da reta obtida representava a taxa de crescimento especifica
(Lopes & Fonseca, 1996).

InDO; = InDOy + pgyt
No que concerne ao tempo de duplica¢do foi aplicada a seguinte formula (Lopes & Fonseca, 1996):

to (dia?) =
g

3.4 - Contagem celular

Para a determinacdo da concentragdo celular em cada fase do crescimento fixou-se uma aliquota de
1 mL das culturas com solucéo de Lugol 1% (Figura 3.4 - A). Depois de homogeneizada (Figura 3.5 -
B), colocou-se uma pequena por¢do numa lamina de pocos (Figura 3.4 - C) para observacdo ao
microscépio (Olympus CK40). A partir da densidade observada foi necessario recorrer a diluicdes entre
1:50 e 1:500 em agua destilada. Colocou-se 1 mL de cultura fixada e diluida na cAmara Sedgwick-Rafter
e aguardou-se durante 20 a 30 minutos para que todas as células sedimentassem. Observou-se toda a
camara e selecionaram-se aleatoriamente 10 quadriculas consecutivas que representassem uma zona
homogénea de filamentos (Figura 3.4 - D). Procedeu-se a medi¢do, com o auxilio de uma escala ocular,
de cada um dos filamentos que ocorriam nessas mesmas quadriculas numa ampliacéo de 100x.

Posteriormente, captaram-se fotografias dos filamentos das mesmas aliquotas (microscopio
Olympus BX60 equipado com camara digital Olympus PM-PB20) e recorreu-se ao programa ImageJ
(versdo 1.52a) para se obter o comprimento médio de 40 células vegetativas (Figura 3.4 - E). Com estes
dados calculou-se a concentracdo celular de cada fase do crescimento através das seguintes formulas?:

Comprimento total dos filamentos (um) =Soma dos comprimentos dos filamentos em 10 quadriculas (divisées da ocular) x
fator de conversdo (de divisbes em um)
Neste caso, o fator de ampliacdo da escala da objetiva de 10x corresponde a 10,3

Comprimento total dos filamentos (um)

Nu de célul, istent 10 quadriculas=
umero de células existentes em 10 quadriculas Comprimento médio das células (um)

( célulaS) N?de células existentes em 10 quadrados x 1000 uL
nicial =

Concentragdo celular, L 70 4L

L

élulas

@
Concentragdo celularﬁnal / ——— /= Concentra¢do celular,

mL icia X Jator de dilui¢ao

12 Todos estes dados foram trabalhados no programa Microsoft Office Excel.
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Respetivas D

C diluicoes
A
Gotas de lugol : B Observagao da . )
densidade celular na Medi¢ao do ctirnprlmento dps
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comprimento das
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Figura 3.4 - Representacdo esquematica do processo de contagem celular das culturas: (A) Fixa¢do das culturas com
Lugol; (B) Homogeneizacdo da aliquota; (C) Avalia¢do da densidade celular na ldmina de pocos; (D) Medicéo dos filamentos
em 10 quadriculas da cAmara de Sedgewick-Rafter; (E) Medicéo do comprimento de 40 células vegetativas no programa Image
J.

3.5 - Contagem de heterdcitos

A partir das fotos obtidas anteriormente, para cada aliquota recolhida, observaram-se pelo menos
30 filamentos aleat6rios e contabilizou-se 0 nimero de heterdcitos por cada filamento. De seguida,
calculou-se o nimero total de heterdcitos e a percentagem de filamentos com heterdcitos, para cada
estirpe nas quatro fases do crescimento®,

3.6 - Morfometria dos acinetos

Os acinetos foram observados a partir das ldminas preparadas no ponto 3.4. Capturaram-se imagens
de 30 acinetos aleatorios que foram analisadas no programa ImageJ. Procedeu-se & medi¢do do
comprimento e da largura dos acinetos, e no fim calculou-se o valor médio dessas mesmas medidas, por
cada fase do crescimento cianobacteriano, em cada estirpe*.

Procedeu-se igualmente a determinacgdo do volume médio dos acinetos (em um3) em cada aliquota,
usando a forma geométrica cilindrica. Deste modo, para se calcular o volume dos acinetos recorreu-se
a seguinte formula:

Volume (,umj) =mrih=mx1/2 larguraz x altura

Adicionalmente, dos 30 acinetos observados diferenciaram-se os acinetos ligados aos filamentos
(designados acinetos ligados) dos acinetos dispersos no meio de cultura da amostra (designados acinetos
livres). Desta forma, foi possivel efetuar uma contagem discriminada relativamente a estes dois tipos de
acinetos para cada aliquota permitindo, assim, calcular a percentagem de acinetos livres face ao nimero
total de acinetos observados®.

3.7 - Quantificacdo de STXs
Para quantificacdo de STXs, foram recolhidas aliquotas com um volume de cultura de 4,5 mL (3.2),
congeladas e mantidas a -20° C até analise por ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). Ap6s

345 Todos estes dados foram trabalhados no programa Microsoft Office Excel.
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0 descongelamento das aliquotas e disrupcdo das células por sonicagdo (Sonics Vibra-Cell VCX 750),
os ensaios foram conduzidos utilizando os kits Saxitoxin ELISA Plate (Beacon Analytical Systems Inc.
ou EuroProxima). Estes kits baseiam-se num imunoensaio competitivo direto em que as moléculas de
STXs da amostra competem diretamente com a SXT conjugada HRP (Horseradish peroxidase) para se
ligar ao anticorpo de STX, imobilizado no pogo da microplaca de 96 pocos. Apos a adigdo do substrato
cromogeénico, este liga-se apenas a SXT conjugada HRP associada ao anticorpo de STX, levando a
producdo de cor e a leitura € feita num leitor de placas, a 450 nm (Multiskan Ascent — Thermo
Labsystems). A absorvancia medida sera inversamente proporcional & concentracdo de STXs presente
na amostra.

Todos os padrdes e aliquotas foram realizados em duplicado. O protocolo experimental foi realizado
de acordo com as instrucGes do fabricante. Em cada uma das aliquotas foi possivel determinar a
concentracdo total de STXs (ug/L) e posteriormente a concentracdo de STXs por célula (toxin quota
cell) (ug/célula) através da formula®:
Concentragdo total de STXs (’/;—éLT)

Concentragdo de STXs por célula = -
~ células
Concentragdo celular ( . )

3.8 - Extracdo de acidos nucleicos

3.8.1- Extracdo de DNA

Procedeu-se a extracdo de DNA das estirpes A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi
LMECYAZ31, a partir de culturas stocks em crescimento exponencial, mantidos na colecdo ESSACC.
Com este DNA, realizou-se um PCR convencional para otimizar todas as condi¢des que permitem a
hibridacdo dos primers com as respetivas sequéncias-alvo. Este DNA serviu também como controlo
positivo para o PCR convencional de RNA para averiguar se as amostras continham uma possivel
contaminacgdo de DNA. O protocolo de extracdo de DNA esta descrito em detalhe no Anexo Il e € uma
adaptacdo do método utilizado em Santos & Phillips (2009).

Posteriormente, recorreu-se ao espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) e

H ~ ~ A A A .
determinaram-se as concentragdes de DNA (ng/uL) e as razdes de absorvancia ( % e Aﬂ ) para avaliar
280 230

Az60 _ Az60

a pureza do acido nucleico extraido. Para assegurar o grau de pureza adequado, as razdes, " I
280 230

devem ser aproximadamente 1.8 e 2.0, respetivamente (Desjardins & Conklin, 2011).

3.8.2- Extracdo e purificagdo de RNA
De forma a extrair o RNA de cada aliquota, retiraram-se 6 mL de cultura em cada ponto de
recolha (descrito em 3.2) e o protocolo que se seguiu resultou da adaptacdo do método utilizado em
Valério et al. (2016). Tal procedimento encontra-se descrito no Anexo V. O RNA extraido foi sujeito a
purificacdo usando o kit High Pure Isolation (Roche) de acordo com as instruc¢des do fabricante.
Quantificou-se 0 RNA no espectrofotémetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) e averiguou-se a

A260 e A260

concentracdo de RNA (ng/uL) assim como as suas razdes de absorvancia ( ). Para se

A280 230

considerar que o RNA extraido possuia um grau de pureza dentro dos limites aconselhaveis, os valores
de 2260 g 4260 {inham que ser ~2 (Desjardins & Conklin, 2011).

A280 A230

& Todos estes dados foram trabalhados no programa Microsoft Office Excel.
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3.9 - Selecéo dos genes-alvo e de referéncia, respetivos primers e sua especificidade

3.9.1 - Descrigéo dos genes-alvo e de referéncia

O Real-Time-gPCR € uma técnica que partilha os mesmos principios béasicos do PCR
convencional, no entanto possui uma tecnologia mais avangada que permite observar o DNA
amplificado em tempo real. Isto s6 é possivel devido ao uso de marcadores fluorescentes que sdo
incorporados no produto de PCR ao longo de cada ciclo de amplificacdo. Pelo contrério, no PCR
convencional s é possivel observar a quantidade de DNA amplificado ap6s a sua concluséo e posterior
separacdo dos fragmentos em gel de agarose e coloracdo com um agente intercalante (Martins &
Vasconcelos, 2011).

Para além disso, pode-se também realizar RT-real-time-qPCR, que inclui mais uma etapa em
que a Reverse Transcriptase converte 0 RNA em cDNA, que é seguidamente amplificado no decorrer
dos ciclos. Esta técnica possibilita quantificar os transcritos de mRNA e consequentemente estudar os
perfis de expressdo génica perante diferentes condi¢Bes. Apos a realizacdo destes ensaios de RT-real-
time-gPCR obtém-se valores que representam o threshold cycle (Ct). O Ct corresponde ao nimero de
ciclos necessarios para que a fluorescéncia da reacdo seja detetavel, ultrapasse a linha threshold e
aumente de forma exponencial a partir desse ponto. A linha threshold corresponde ao limiar minimo de
detecgdo de fluorescéncia do equipamento que ¢ interpretado como o “ruido de fundo” (Oliveira, 2010),
a definicdo deste valor é equivalente a definir uma “linha de base”. Caso a amostra de interesse contenha
elevadas quantidades do acido nucleico a quantificar, serdo necessarios poucos ciclos de amplificacdo
para que o sinal de fluorescéncia ultrapasse a linha threshold. Assim, o resultado sera traduzido num
valor de Ct baixo. Por outro lado, quando existe pouca quantidade dos &cidos nucleicos nas amostras,
serdo necessarios mais ciclos de amplificagdo para a fluorescéncia ultrapassar a linha threshold
resultando num elevado valor de Ct (Bio-Rad laboratories, 2006).

No método RT-real-time-gPCR existem duas formas de determinar a quantidade de &cidos
nucleicos: através de uma quantificacdo absoluta ou de uma quantificacdo relativa. Na quantificagcdo
absoluta calcula-se apenas a quantidade de acidos nucleicos da amostra, e € mais utilizada em casos
onde se pretende descobrir uma propriedade intrinseca de uma amostra (por exemplo, 0 nimero de
particulas virais no sangue) (Bio-Rad laboratories, 2006). Na quantificacdo relativa pretende-se
comparar a quantidade de acidos nucleicos entre varias amostras (Bio-Rad laboratories, 2006). A
quantificagdo relativa dos transcritos dos genes-alvo é obtida através da comparagdo com 0s transcritos
de um gene de referéncia (Pfaffl, 2001).

Neste estudo escolheu-se a quantificacdo relativa uma vez que se pretende perceber quais as
diferencas verificadas ao nivel da expressdo génica dos genes-alvo (sxtA, sxtM e sxtPer) nas diferentes
temperaturas (10, 20 e 30 °C) e ao longo do crescimento cianobacteriano (fase de adaptacao, exponencial
inicial, exponencial final e estacionaria). Cada gene possui uma funcéo diferente como esta descrito na
Tabela 3.1. Para se obter uma expressao relativa dos genes-alvo avaliou-se também a expressdo de um
gene de referéncia. Desta forma, consegue-se normalizar a quantificacdo e perceber se os resultados
obtidos na expressdo dos genes-alvo resultam de fatores prévios como a ma pipetagem, integridade e
quantidade de RNA, ou se sdo uma consequéncia direta das condigdes que se estdo a avaliar (Applied
Biosystems, 2008).

O gene rRNA 16S, que também se encontra descrito na Tabela 3.1, foi o considerado mais
adequado para se estipular como um gene de referéncia. Varias raz@es justificam esta escolha, entre as
quais ser um gene que foi usado como referéncia em estudos anteriores no laboratorio; é expresso em
elevadas quantidades em todas as células independentemente das condigdes ambientais e teve uma
expressao constante em diferentes espécies de cianobactérias (Pinto et al., 2012).
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Tabela 3.1 - Descricéo da fungdo dos genes-alvo (sxtA, sxtM e sxtPer) e do gene de referéncia (rRNA 16S).

Gene Fungéo Referéncia
SXtA Catalisa a primeira reacéo da via biossintética Kellmann et al., 2008
SxtM Exporta as STXs Kellmann et al., 2008
sxtPer Exporta as STXs Mihali et al. 2009
rRNA 16S Sintetiza proteinas Pinto et al., 2012

3.9.2 - Descrigéo dos primers usados
Os primers usados neste estudo foram escolhidos com base em publicagdes prévias, como esta
descrito na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Genes em estudo, respetivos primers, e as suas sequéncias de nucleétidos e tamanho do fragmento
amplificado (bp).

Tamanho do
Gene Primer Sequéncia (5" - 3") fragmento Referéncia
amplificado (bp)

JrtPKSF GGAGTGGATTTCAACACCAGAA

SxtA jrtPKSR GTTTCCCAGACTCGTTTCAGG 147 Ongley etal., 2016
qMgrF GAAGCACGAGTCAGCCTACA
SxtM gMgrR CAAAGCACCACCAGCCAAAA 129 Cirés et al., 2017
gPERgrF CTGGGCGAGACATTTGAGA
sxtPer gPERgrR GCACAGAGACAGGCGAACTA 116 Cirésetal., 2017
CYA106F CGGACGGGTGAGTAACGCGTGA
rRNA 16S | CYA359F CCCATTGCGGAARATTCCCC 258 Nubel et al., 1997

3.9.3 - Testes de especificidade

Todos os primers dos genes em estudo foram sujeitos a testes de especificidade. O DNA extraido
na alinea 3.8.1 foi sujeito a um PCR convencional com o intuito de se atingir dois objetivos: verificar a
amplificacdo e especificidade dos primers através da amplificacdo de um Unico produto.

Estes PCRs foram executados num volume total de 25 uL contendo: 13,05 puL de agua
(Invitrogen), 2,5 pL PCR Buffer 10x (Invitrogen), 1,25 pL de W-1 a 1% (Invitrogen), 1 pL dNTPs a
1,25 mM (VWR), 1,25 pL de cada primer a 10 pM (Thermo Fisher Scientific), 0,2 uL Taqg DNA
polimerase (Invitrogen) e 3 uL de DNA a 50 ng/pL. Relativamente a quantidade de MgCl., esta difere
mediante as diferentes otimizacOes para cada gene em estudo (descrito em Anexo V, Tabela XII).
Posteriormente, colocou-se os respetivos tubos de PCR no termociclador Tpersonal (Biometra) em
ciclos de temperatura diferente (descrito em Anexo V, Tabela XII1). Os produtos de PCR amplificados

7 Apesar de ser um primer forward utilizou-se o complementar reverso deste primer reverse.
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foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% com 0,25x de GelRed Nucleotic Acid Strain
(Biotium) incorporado e por fim visualizados através da exposic¢éo a luz UV.

Para confirmar que apenas 0s genes-alvo tinham sido amplificados, todos os produtos de PCR
obtidos foram posteriormente purificados usando o kit ilustra™ ExoProStar™ 1-Step, de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante, e sequenciados (Unidade de Tecnologias e Inovacdo, INSA). As
sequéncias de nucledtidos obtidas foram submetidas no Nucleotide BLAST a partir da base de dados
NCBI (National Center for Biotechnology Information) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e
verificou-se a correspondéncia com os respetivos genes-alvo.

3.10 - Quantificacdo da expressdo génica

3.10.1 - Determinacdo dos parametros 6timos das retas padrdo em RT-real-time-qPCR

Na quantificagdo relativa é necessaria a construcdo de retas-padrdo assegurando que estas
possuam uma eficiéncia de amplificagdo entre 80% - 115% e um coeficiente de regressao linear (R?)
superior a 0,912, de forma a garantir posteriormente uma boa quantificagdo (Pinto et al., 2012).

Para a construgdo das retas-padréo efetuaram-se dilui¢Oes seriadas de 1:2; 1:10; 1:100 a partir
de uma aliquota de DNA a 10 ng/uL. Recorreu-se ao kit SensiMix SYBR no-ROX (Bioline), cujo volume
final da mistura foi de 12,5 pL contendo 1 pL de agua (Invitrogen), 6,25 pL de MasterMix (Bioline);
0,5 pL de MgCl, a 50 mM (Bioline); 0,125 pL de cada primer a 10 UM (Thermo Fisher Scientific) e 4
pL de DNA com respetiva dilui¢cdo. Cada amostra de DNA diluida foi sujeita a uma andlise em triplicado.
Por fim foram inseridas no Rotor-Gene 3000 (Quiagen-Corbett) e este foi configurado de acordo com
0 programa que esta descrito na Tabela XIV do Anexo VI.

A MasterMix usada nestes ensaios contém SYBR Green como corante. Este possui a capacidade
de se ligar a todas as cadeias-duplas de DNA existentes, e, portanto, héa a possibilidade deste marcador
fluorescente ndo se ligar apenas ao DNA-alvo, mas também a dimeros de primers que se possam
eventualmente formar. Desta forma, a especificidade é assegurada através da analise da curva de
melting, programada no final de todos os ciclos do PCR (Martins & Vasconcelos, 2011) e realizada a
partir de um gradiente de temperatura ao longo do tempo, como esta detalhado na Tabela XIV do Anexo
VI.

3.10.2 - Ensaios de RT-real-time-qgPCR

Antes de se prosseguir para a quantificacdo da expressao génica, foi necessario averiguar se as
amostras de RNA nédo estavam contaminadas com DNA. Para isso realizou-se um PCR convencional que
segue todos os procedimentos descritos anteriormente em 3.9.3, diferindo apenas no &cido nucleico
adicionado na mistura de reacdo que neste caso era RNA.

A quantificacdo da expressao genica dos genes sxtA, sxtM, sxtPer e rRNA 16S foi realizada no
equipamento Rotor-Gene 3000 (Quiagen-Corbett) usando o kit SensiFAST SYBR no-ROX One-Step
(Bioline). O ensaio de RT-real-time-qPCR foi realizado numa mistura de reagdo com volume final de
12,5 pL contendo 1,5 pL de agua tratada com DEPC (Bioline), 6,25 pL MasterMix (Bioline), 0,5 puL
MgCl; a 50 mM (Bioline), 0,125 pL de cada primer (Thermo Fisher Scientific) a 10 pM, 0,25 pL
RiboSafe RNase Inhibitor a 10U/uL (Bioline) e 4 uL de RNA a 5 ng/uL. Cada amostra de RNA foi sujeita
a uma andlise em triplicado. Esta mistura de reacdo foi submetida aos pardmetros de temperatura e de
tempo descritos na Tabela XV do Anexo VI.
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Para se verificar a especificidade do produto amplificado construiu-se uma curva de melting no
final dos ciclos, com base de um gradiente de temperatura ao longo do tempo como estéa detalhado na
Tabela XIV do Anexo VI.

No programa Rotor-Gene 3000 series, a linha de threshold foi fixada em 0,02 para todos os
ensaios de RT-real-time-gPCR. No final obteve-se trés valores de Ct para cada amostra, uma vez que se
realizou trés replicados, e calculou-se o respetivo valor de Ct médio®.

3.10.3 - Quantificacdo relativa da expresséo génica

Existem varios modelos matematicos que permitem fazer a analise dos valores de Ct médios
obtidos na quantificacdo relativa da expressao génica (3.10.2), nomeadamente o método Livak, o método
ACt e 0 método Pfaffl (Bio-Rad laboratories, 2006). Neste trabalho recorreu-se ao método Pfaffl uma
vez que possui diversas vantagens face aos outros, sendo a mais relevante o facto de ndo necessitar que
a eficiéncia de amplificacdo dos genes-alvo seja igual a eficiéncia de amplificacdo do gene de referéncia
(Pfaffl, 2001).

Este modelo matemaético segue a seguinte formula (Pfaffl, 2001):

E ACt gene-alvo (controlo-teste)
( gene-alvo)

R= E ACt gene referéncia (controlo-teste)
( gene referéncia)

A incognita R representa a taxa de expressao relativa do gene-alvo pretendido (sxtA, sxtM ou
sxtPer) face ao gene de referéncia rRNA 16S. Egene-avo € Egene referencia representam as eficiéncias de
amplificacdo dos genes-alvo e de referéncia respetivamente. Estes valores foram obtidos através das
retas padrdo determinadas anteriormente (3.10.1); ACt gene-alvo (controlo — teste) representa a
diferenca entre o valor de Ct médio obtido nos genes-alvo na condigdo controlo e o valor obtido de Ct
médio do gene-alvo na condicéo testada (Ct controlo — Ct teste, Cts referentes ao gene referéncia); ACt
gene referéncia (controlo — teste) representa a diferenca entre o valor obtido de Ct médio do gene
referéncia na condicdo controlo e o valor obtido de Ct médio do gene referéncia na condic¢do testada (Ct
controlo — Ct teste, Cts referentes ao gene referéncia).

Pretendeu-se analisar as diferencas nos niveis de expressdo génica nas diferentes condicOes de
temperatura e ao longo do tempo. Para se averiguar o efeito da temperatura estabeleceu-se como situacao
controlo a temperatura de 20 °C, e para investigar o efeito da progressdo do tempo fixou-se como
condicdo controlo a fase de adaptacao.

3.11 - Analise estatistica

De modo a estabelecer uma correlagéo entre o crescimento e a temperatura usou-se o teste de
correlacdo de Pearson. Posteriormente, todos os grupos de dados obtidos foram analisados quanto a sua
normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirov (Lilliefors, 1967) e quanto a homogeneidade de variancia
pelo Teste de Levene (Gastwirth et al., 2009), de forma a garantir que 0s pressupostos necessarios para
a aplicacdo de testes paramétricos eram cumpridos. Para se realizarem comparacdes a pares recorreu-se
ao teste-t: para se avaliar diferencas estatisticamente significativas entre as duas condicGes de
temperatura (10 e 20 °C) recorreu-se ao teste-t de amostras independentes; para avaliar as diferengas
estatisticamente significativas entre as varias fases do crescimento cianobacteriano (fase de adaptacéo,
exponencial inicial e final, e estacionaria) utilizou-se o teste-t de amostras emparelhadas (Anexo I1).
Nesta avaliagdo estatistica agruparam-se os dados, referentes as temperaturas e as fases do crescimento,
dois a dois de forma a ver especificamente em quais grupos existiam essas diferencas (McDonald, 2009).

& Todos estes dados foram trabalhados no programa Microsoft Office Excel.

26

(3.8)



Isto significa que se averiguou diferencas entre todas as fases do crescimento. A exce¢do da expressio
génica em que a analise estatistica foi somente realizada face as condi¢des de controlo, ou seja, em

relacdo a condicdo de 20 °C e a fase de adaptacéo.
O nivel de significancia estabelecido para todos os testes foi de p < 0,05. Todos estes testes

estatisticos foram conduzidos no programa IMB SPSS Statistics (versédo 20).
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4.1 - Definicdo dos pontos de analise

De forma a estipular os pontos de analise acompanhou-se o crescimento das duas estirpes em
estudo em condigdes de temperatura controlada (20 °C).

Ao avaliar-se as curvas de crescimento da estirpe A. gracile LMECYAA40 estabeleceram-se
como DOs representativas da fase de adaptacao, exponencial inicial, exponencial final e estacionaria os
seguintes valores: 0,400; 0,6863; 1,2753; 1,600, respetivamente. Quanto a estirpe C. issatschenkoi
LMECYAZ31 definiram-se como DOs equivalentes a 0,4350; 0,8910; 1,400; 1,8483. Detetou-se que na
fase de adaptacdo, as duas estirpes apresentaram um comportamento semelhante refletindo-se em pontos
de analise com DOs muito préximas. Nas fases finais ja diferiram ligeiramente, sendo que a fase
exponencial (inicial e final) e estacionaria foi atingida em DOs mais baixas em A. gracile LMECYA40
do que em C. issatschenkoi LMECYAZ31 (Figura 4.1).

Por conseguinte, quando as culturas expostas a diferentes temperaturas atingissem os valores de
DO referidos acima recolhiam-se as aliquotas de modo a analisar todos os parametros estabelecidos
neste estudo.

Curvas de crescimento a 20 °C
A. gracile C. issatschenkoi
2
15
£
g
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0 10 20 30 40 50
Tempo (dias)

Figura 4.1 - Curvas de crescimento de Aphanizomenon gracile LMECY A40 (laranja) e Cuspidothrix issatschenkoi
LMECYAS3L1 (verde) a temperatura de 20 °C.

4.2 - Efeito da temperatura nas curvas de crescimento e morfologia das culturas de
A. gracile LMECYAA40 e C. issatschenkoi LMECYA31

4.2.1 - Avaliagdo dos efeitos da temperatura de 30 °C

As culturas das estirpes A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi LMECYA31 ndo atingiram
nenhuma das fases de crescimento pretendidas quando colocadas a uma temperatura de 30 °C. Este
efeito foi observado nos dois locais de incubacdo testados, na estufa e no banho. Relativamente as
culturas incubadas no banho a 30 °C, a estirpe A. gracile LMECYA40 atingiu aproximadamente uma
DO méxima de aproximadamente 0,35 ao 15° dia, voltando a decrescer nos dias consecutivos. J& a
estirpe C. issatschenkoi LMECYA3L, ao longo de 27 dias, nunca apresentou uma DO superior a 0,2
(Figura 4.2).
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Curvas de crescimento a 30 °C
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Figura 4.2 - Curvas de crescimento de Aphanizomenon gracile LMECYA40 (laranja) e Cuspidothrix issatschenkoi
LMECYAZ3L1 (verde) a temperatura de 30 °C. Os dados representam os valores médios de densidade 6tica e as respetivas barras
de erro indicam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2).

A observagdo macroscopica das culturas ao 27° dia apds a inoculacdo, denotava que as culturas
das duas estirpes apresentavam um aspeto muito pouco denso e uma cor verde- esbranquicada (Figura
4.3 - A) comparativamente as culturas expostas a temperatura de 20 °C, que exibiam uma cor verde
(Figura 4.3 - B). Uma vez que as culturas apresentaram este aspeto macroscopico, fora do esperado, foi
também avaliado o aspeto microscopico a partir de aliquotas retiradas dos T-flasks correspondentes.
Ambas as estirpes em estudo apresentavam filamentos fragmentados com contetdo intracelular irregular
(Figura 4.3 - C e D) comparativamente as células das culturas expostas a 20 °C (Figura 4.3 - E e F), para
um momento de amostragem similar. Para além disso, a estirpe C. issatschenkoi LMECYA3L1 exibiu
células vegetativas com uma morfologia atipica, observando-se mais estreitas e prolongadas que o
normal (Figura 4.3 - D vs F).

30°C
A. gracile C. issatschenkoi
LMECYA40 A LMECYA31

Ao 27° dia

A. gracile 20°C C. issatschenkoi

LMECYA40 LMECYA31

F

Ao 30° dia

Figura 4.3 - Fotografias que representam o0s aspetos macroscopicos das culturas Aphanizomenon gracile
LMECY A40 e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31a 30 °C (A) e 20 °C (B) e respetivos aspetos microscdpicos das culturas
A. gracile LMECYA40 (C) C. issatschenkoi LMECYA31 (D) a 30 °C e das culturas A. gracile LMECYA40 (E) C.
issatschenkoi LMECYA31 (F) a20 °C.
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Tendo em conta que nenhuma das espécies conseguiu desenvolver-se nesta condi¢do de
temperatura, a partir deste ponto do trabalho apenas se vai considerar uma temperatura de teste (10 °C)
e a temperatura de controlo (20 °C).

4.2.2 - Avaliacgdo dos efeitos das temperaturas de 10 e 20 °C

As culturas de A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi LMECY A31 expostas as temperaturas
de 10 e 20 °C atingiram as quatro fases do crescimento cianobacteriano esperadas durante um periodo
de 60 dias. Foram observadas DOs médias superiores nas culturas de C. issatschenkoi LMECYA31
relativamente as de A. gracile LMECYA40 para as duas temperaturas testadas (Figura 4.4).

As culturas de A. gracile LMECYA40 mostraram um padrdo de crescimento diferente nas duas
temperaturas tratadas (10 e 20 °C). Em ambas as condi¢des, foram identificadas as diferentes fases do
crescimento (fase de adaptagdo, exponencial inicial, exponencial final e estacionaria), contudo, como
era expectavel, as culturas de A. gracile LMECY A40 expostas a 10 °C demoraram mais tempo a atingir
cada uma das fases descritas anteriormente.

A anélise estatistica dos dados obtidos demonstrou a existéncia de uma relagdo entre o
crescimento e a temperatura (teste de correlacdo de Pearson; p <0,05). Os pressupostos para a aplicacéo
do teste-t, foram verificados [os dados apresentaram uma distribuicdo normal (p > 0,05; Teste
Kolmogorov-Smirov)] e a mesma variancia (p > 0,05; Teste de Levene). Concluiu-se que o crescimento
a 20 °C foi significativamente maior do que a 10 °C (p < 0,05; Teste-t).

Foi também avaliada a diferenca no tempo de cultura. Denotaram-se diferencas estatisticamente
significativas em todos os dias (p < 0,05; Teste-t) a exce¢do do dia zero, que corresponde ao inicio dos
ensaios (em que se inocularam propositadamente as culturas com a mesma DO inicial). Nos ultimos
dias de crescimento das culturas expostas a temperatura de 10 °C néo foi possivel fazer-se esta avaliacdo
estatistica, uma vez que as culturas expostas a 20 °C atingiram a fase estacionaria mais precocemente
(Figura 4.4 - A).

As curvas de crescimento das culturas de C. issatschenkoi LMECY A31 podem ser observadas
na figura 4.4 - B, onde se identificaram as quatro fases do crescimento cianobacteriano. De forma
semelhante ao tratamento estatistico efetuado para a estirpe A. gracile LMECY A40, em C. issatschenkoi
LMECY A31 identificou-se uma relagdo entre o crescimento e as diferentes temperaturas (p < 0,05). Os
dados relativos ao crescimento a 10 e 20 °C apresentaram ter uma distribui¢do normal (p > 0,05; Teste
Kolmogorov-Smirov) e a mesma variancia (p > 0,05; Teste de Levene). Deste modo aplicou-se o teste-t
e ndo se apuraram diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05) no crescimento entre as duas
temperaturas analisadas, apesar das culturas expostas a 10 °C apresentarem DOs inferiores as expostas
a 20 °C.

Nas culturas de C. issatschenkoi LMECYA31 também se tentou perceber se houve diferencas
estatisticamente significativas entre o tempo de cultura em diferentes condigcdes de temperatura. E
constatou-se que a partir do 27° dia inclusive, todos os valores de DO apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05; Teste-t) (Figura 4.4 - B).
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Figura 4.4 - Curvas de crescimento de Aphanizomenon gracile LMECYA40 (A) e Cuspidothrix issatschenkoi
LMECYAZ3L1 (B) as duas temperaturas em estudo (10 e 20 °C). Os dados representam os valores médios de densidade Gtica e
as respetivas barras de erro indicam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2). Asterisco (*) indica as diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05) em cada dia face a temperatura de controlo (20 °C).

Ao contrario do que se verificou a 30 °C, a 10 e 20 °C, estas estirpes apresentaram uma cor
indicativa de um bom estado de viabilidade. As culturas de A. gracile LMECYA40 expostas as
temperaturas de 10 e 20 °C (Figura 4.5 - A, B, C e D) exibiram uma cor verde escura e as de C.
issatschenkoi LMECYAZ31 (Figura 4.5 - E, F, G) apresentavam uma cor verde clara.

Nas culturas de A. gracile LMECY A40, a temperatura e o tempo de cultura ndo induziram uma
variagdo na coloracdo (Figura 4.5 - A, B, C e D). O mesmo ndo se verificou com as culturas de C.
issatschenkoi LMECYAS31. Para ambas as temperaturas, as culturas passaram de verdes claras na fase
de adaptacdo (Figura 4.5 - E e G), para verde-acastanhada na fase estacionaria (Figura 4.6 — F e H). Este
efeito ocorreu nas duas temperaturas.
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Figura 4.5 - Aspetos macroscopicos das culturas expostas as temperaturas de 10 e 20 °C. Fase de adaptagdo (A) e
fase estacionaria (B) de Aphanizomenon gracile LMECYAA40 a 10 °C; Fase de adaptacéo (C) e fase estacionaria (D) de A.
gracile LMECYA40 a 20 °C; Fase de adaptagdo (E) e fase estacionaria (F) de Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 a 10
°C; Fase de adaptacdo (G) e fase estacionaria (H) de C. issatschenkoi LMECYA31 a 20 °C.

4.2.3 - Avaliacdo dos pardmetros de crescimento

Nas culturas de A. gracile LMECYAA40, a temperatura afetou as taxas de crescimento (lig)
atingindo o seu minimo a temperatura de 10 °C, que foi estatisticamente menor (p < 0,05; Teste-t) do
gue a temperatura de controlo (20 °C). Nas culturas de C. issatschenkoi LMECYAZ31 verificou-se o
mesmo padrdo, a taxa de crescimento foi menor nas culturas a 10 °C, mas, no entanto, ndo se apuraram
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05; Teste-t) entre a taxa de crescimento a 10 e 20 °C.

Uma vez que as taxas de crescimento a temperatura de 10 °C nas duas estirpes foram menores,
consequentemente os tempos de duplicacdo foram maiores do que os obtidos a 20 °C, embora esta
diferenca ndo tenha sido significativa (p > 0,05; Teste-t) (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Parametros de crescimento de Aphanizomenon gracile LMECYA40 e Cuspidothrix issatschenkoi
LMECYAS31 a 10 e 20 °C. Os dados apresentados mostram a média + desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2).
Asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) na taxa de crescimento relativamente a condigéo controlo

(20 °C).

Espécies Temperatura Taxa de Tempo de
crescimento (dia?) duplicacgéo
(dia)
A. gracile LMECYA40 10°C 0,039 + 0,001" 17,87 + 0,26
20 °C 0,045 + 0,003 15,29 + 0,86
C. issatschenkoi LMECYA31 10°C 0,040 + 0,012 17,98 + 5,30
20 °C 0,047+ 0,004 14,97 + 1,37
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4.3 - Variagao temporal da concentragéo celular e da concentragdo de STXs

4.3.1 - Avaliacdo da concentragéo celular ao longo do tempo

As culturas de A. gracile LMECYA40 submetidas as temperaturas de 10 e 20 °C revelaram, tal
como esperado, valores maximos de densidade celular na fase estacionaria e os valores minimos na fase
de adaptacdo. A comparacédo da densidade celular nas diferentes fases de crescimento a 10 °C, revelou
diferencas estatisticamente significativas entre a fase de adaptacéo e a fase exponencial inicial e final (p
< 0,05; Teste-t). As densidades celulares das culturas expostas a 20 °C néo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre nenhuma das fases (p > 0,05; Teste-t).

Quando se comparou as concentra¢Bes celulares as diferentes temperaturas entre as mesmas
fases do crescimento cianobacteriano ndo se apuraram diferencas estatisticamente significativas (p >
0,05; Teste-t). Os dados sugerem um aumento ligeiro das concentrag@es celulares a 20 °C. A exce¢io

da fase exponencial inicial onde se verificou um aumento nas culturas submetidas a temperatura 10 °C
(Figura 4.6).
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Figura 4.6 - Concentracdes celulares de Aphanizomenon gracile LMECY A40 as temperaturas de 10 e 20 °C ao longo
das quatro fases de crescimento. Os dados apresentados mostram a média das concentracdes celulares e as respetivas barras de
erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2). Um asterisco (*) indica diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) na concentracéo celular relativamente a fase de adaptagdo na mesma condic&o de temperatura.

Nas culturas de C. issatschenkoi LMECY A31, independentemente da temperatura em estudo, a
fase de adaptacdo e a fase estacionaria corresponderam as concentrag@es celulares mais baixas e mais
elevadas, respetivamente. As concentragdes celulares das culturas expostas a 10 °C revelaram diferengas
estatisticamente superiores (p < 0,05; Teste-t) na fase exponencial inicial e estacionaria relativamente a
fase de adaptacdo. O mesmo se verificou a 20 °C cujas concentrac@es celulares na fase exponencial final
e estacionaria foram significativamente superiores (p <0,05; Teste-t) as obtidas na fase adaptacao. Ainda
referente a temperatura de controlo, a fase exponencial inicial demonstrou ter uma concentracéo celular
estatisticamente inferior (p < 0,05; Teste-t) a da fase estacionaria.

Quando se compararam as duas temperaturas em estudo, a diferenca entre as concentragdes
celulares, em cada fase, foi aumentando consoante a progressdao do tempo, sendo que s6 na fase
estacionaria, a concentracdo celular a 10 °C foi estatisticamente inferior (p < 0,05; Teste-t) do que a
concentracdo celular a 20 °C (Figura 4.7).
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Figura 4.7 - Concentrac6es celulares de Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 as temperaturas de 10 e 20 °C ao
longo das quatro fases de crescimento. Os dados apresentados mostram a média das concentragdes celulares e as respetivas
barras de erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2). Um asterisco (*) indica diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05) na concentracéo celular relativamente a fase de adaptagdo na mesma condigdo de
temperatura; Dois asteriscos (**) indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) na concentracdo celular
relativamente a fase exponencial inicial na mesma condicdo de temperatura; Trés asteriscos (***) indicam diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05) na concentracdo celular relativamente a temperatura de controlo (20 °C).

4.3.2 - Avaliacdo da relacdo entre a concentracdo celular e a concentragdo de STXs totais ao
longo do tempo

De forma geral, observou-se que a estirpe C. issatschenkoi LMECYA31 produziu maiores
concentracdes de STXs totais que a estirpe A. gracile LMECY A40, e que a temperatura de 10 °C induziu
uma menor producdo destas toxinas do que no controlo (20 °C) (Figura 4.8).

Em relacdo as culturas de A. gracile LMECYA40 expostas a 10 °C, o aumento das
concentracdes celulares correspondeu a um aumento de quantidade de toxinas produzidas, observando-
se, inclusive, uma diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05; Teste-t) entre a fase de adaptacéo e
a fase estacionéria, onde se atingiu a concentragdo maxima de STXs. Jaa 20 °C, a sintese destas toxinas
foi maior na fase exponencial final, o que ndo correspondeu ao maior nidmero de células determinado.
A esta temperatura também se obtiveram diferencgas estatisticas entre a fase de adaptacéo e a estacionaria
(p <0,05; Teste-t). Nesta estirpe, a temperatura ndo influenciou a quantidade de STXs totais produzidas,
uma vez que as concentracdes destas toxinas sao semelhantes a 10 e 20 °C (p > 0,05; Teste-t) (Figura
4.8 - A).

Quanto a estirpe C. issatschenkoi LMECYAZ31, & temperatura de 10 °C, o aumento do nimero
de células refletiu-se num aumento da concentracdo de STXs totais, atingindo o méaximo na fase
estacionaria. O mesmo nao se verificou nas culturas expostas a 20 °C, que apesar de haver um aumento
acentuado na concentracao celular entre a fase exponencial final e a fase estacionéria, a maior quantidade
de STXs foi atingida na fase exponencial final e manteve-se inalterdvel a partir deste ponto. A
progressdo do tempo a 20 °C induziu diferencas estatisticamente significativas entre a concentracdo de
STXs totais na fase exponencial final e estacionéria relativamente & fase de adaptagdo e exponencial
inicial (p <0,05; Teste-t). Nesta estirpe, ao contrario do que se averiguou em A. gracile LMECYA40, a
temperatura inibiu a produgéo das STXs reduzindo as suas concentragfes aproximadamente para metade
a 10 °C comparativamente ao que se observou a 20 °C (Figura 4.8 - B). No entanto, ndo foi possivel
realizar a analise estatistica para se confirmar as diferencas significativas entre as temperaturas, uma vez
que a 10 °C apenas se conseguiu obter resultados da concentracdo de STXs totais produzidas
(quantificadas pelo método de ELISA) numa das amostras independentes.
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Figura 4.8 - Relacdo entre a concentracdo celular e a concentracdo de STXs totais produzidas pelas estirpes
Aphanizomenon gracile LMECYA40 (A) e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 (B) nas duas condi¢Oes de temperatura
em estudo (10 e 20 °C) ao longo das quatro fases de crescimento. Os dados apresentados mostram a média de cada parametro,
e as respetivas barras de erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2). Um asterisco (*) indica
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) na concentracéo de STXs relativamente & fase de adaptagdo na mesma
condicdo de temperatura; Dois asteriscos (**) indicam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) na concentracdo de
STXs relativamente a fase exponencial inicial na mesma condicéo de temperatura.

Depois de determinada a concentracdo de STXs totais, calculou-se a concentracdo de STXs
produzida por cada célula (toxin quota cell). A avaliagdo deste pardmetro revelou que cada célula da
estirpe A. gracile LMECYA40 produz maiores quantidades (cerca do dobro) de STXs que cada célula
da estirpe C. issatschenkoi LMECYA31. De uma forma geral, as culturas de ambas as estirpes expostas
a 20 °C produziram uma maior quantidade de STXs por célula comparativamente as que foram
submetidas a temperatura de 10 °C (Figura 4.9).

No que concerne a estirpe A. gracile LMECYA40, nas culturas expostas a 10 °C, observou-se
uma baixa producdo de STXs por célula nas duas primeiras fases do crescimento (adaptacdo e
exponencial inicial), aumentando e mantendo-se praticamente constante nas fases seguintes. Apenas na
fase exponencial final a producéo de toxinas por célula foi estatisticamente superior relativamente a fase
de adaptac&o (p < 0,05; Teste-t). A 20 °C, verificou-se que a sintese de STXs por célula é praticamente
constante ao longo do tempo, sendo que foi maior relativamente & fase de adaptacdo. Também se
constatou que nao houve diferencgas significativas entre as duas temperaturas (p > 0,05; Teste-t), apesar
de se averiguar uma menor producéo de STXs por célula a 10 °C do que a 20 °C, & excegdo da fase
exponencial final e estacionaria que apresentaram valores semelhantes (Figura 4.9 - A).
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Os valores de concentracdo de STXs por célula nas culturas C. issatschenkoi LMECYA31
mantiveram-se com poucas variagdes ao longo do crescimento em cada uma das temperaturas, com
excecdo da fase exponencial final que apresentou valores superiores face as restantes fases. A 20 °C,
este aumento foi estatisticamente superior (p < 0,05; Teste-t) em relacdo a fase de adaptacdo e
exponencial inicial.

A concentracdo de STXs por célula nas culturas de C. issatschenkoi LMECYA31 expostas a 10
°C foram menores que as que foram expostas a 20 °C. Nao foi possivel aplicar os testes estatisticos de
modo a apurar diferencas estatisticamente significativas entre as duas temperaturas, uma vez que, COmo
ja foi referido, apenas foi possivel quantificar por ELISA uma das amostras independentes (Figura 4.9
- B).
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Figura 4.9 - Concentracdo de STXs por célula produzidas nas culturas de Aphanizomenon gracile LMECYA40 (A)
e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 (B) nas duas condi¢des de temperatura em estudo (10 e 20 °C) ao longo das quatro
fases de crescimento. Os dados apresentados mostram a média das concentragdes de STXs por célula e as respetivas barras de
erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2). Um asterisco (*) indica diferencas estatisticamente
significativas (p < 0,05) na concentracdo de STXs por célula relativamente & fase de adaptacdo na mesma condicéo de
temperatura; Dois asteriscos (**) indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) na concentracdo de STXs por
célula relativamente & fase exponencial inicial na mesma condicéo de temperatura.
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4.4 - Avaliacdo do numero de heterécitos ao longo do tempo e relagdo com a
concentracao de STXs

4.4.1 - Producdo de heterdcitos ao longo do tempo

Observou-se a formagdo de heterocitos nas duas espécies em estudo (Figura 4.10) para as
diferentes condicBes de temperatura. Usaram-se como parametros de avaliagdo da producdo de
heterdcitos, a percentagem de filamentos com heterdcitos e o nimero total de heterdcitos em cada
espécie e nas diferentes condigdes de temperatura. O segundo pardmetro descrito foi correlacionado,
posteriormente, com as concentracoes de STXs.

De forma geral, as culturas de A. gracile LMECYA40 apresentaram um ndmero total de
heterdcitos muito superior, comparativamente as culturas de C. issatschenkoi LMECYA3L1. Os valores
dos dois parametros analisados foram maiores nas culturas submetidas a temperatura de 10 °C (Figura
4.11).

Figura 4.10 - Heterdcitos de Aphanizomenon gracile LMECY A40 (A) e de Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31
(B). A seta vermelha indica a sua posicéo.

Nas culturas de A. gracile LMECYA40, expostas a 10 °C, todos os filamentos observados
apresentavam heterdcitos na fase de adaptacdo e exponencial inicial. A percentagem de filamentos
com heterdcitos decresce moderadamente nas fases exponencial final e estaciondria. O mesmo se
verificou a 20 °C, em que se constatou um decréscimo da percentagem de filamentos com heterdcitos
ao longo do tempo. Estas diferencas na percentagem de filamentos, em cada temperatura, ndo foram
significativas (p > 0,05; Teste-t). A percentagem de filamentos com heterdcitos obtida em cada fase a
10 °C ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05; Teste-t) face a percentagem
observada a 20 °C, apesar de existir uma maior percentagem de filamentos com heterdcitos na
temperatura de 10 °C (Figura 4.11 - A).

Quanto ao numero total de heterdcitos, as culturas de A. gracile LMECYA40 a 10 °C, na fase
de adaptacdo e a fase exponencial inicial apresentaram o0s valores mais elevados (95 e 121,
respetivamente). Na fase exponencial final e estacionaria, 0 numero de heterdcitos reduziu
aproximadamente para metade em relacdo as primeiras fases do crescimento (53 e 42, respetivamente).
Contudo, apenas se detetou um maior nimero total de heterdcitos estatisticamente significativo (p <
0,05; Teste-t) na fase de estacionaria comparativamente a fase adaptacdo. A 20 °C verificou-se 0 mesmo
padréo, ou seja, as fases iniciais do crescimento cianobacteriano (adaptacdo e exponencial inicial)
possuiram maior nimero de heterdcitos (60 e 58, respetivamente) face as duas Ultimas fases
(exponencial final e estacionaria que continham 33 e 25 heterdcitos, respetivamente). Esta diminuicdo
do numero total de heterdcitos ndo foi significativa (p > 0,05; Teste-t). Em cada fase houve um maior
numero total de heterécitos nas culturas de A. gracile LMECYA40 expostas a 10 °C do que nas de 20
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°C, sendo que s0 na fase exponencial final e na estacionaria a diferenca foi estatisticamente significativa
(p <0,05; Teste-t) (Figura 4.11 - B).

Desta forma pdde-se averiguar que as fases onde se verificou uma maior percentagem de
filamentos com heterdcitos correspondeu as fases com um maior nimero total de heterécitos.

Relativamente as culturas C. issatschenkoi LMECYA31 expostas a 10 °C, a percentagem de
filamentos com heterdcitos e 0 nimero total de heterdcitos mantiveram-se praticamente inalteraveis
ao longo do crescimento cianobacteriano (p > 0,05; Teste-t) (Figura 4.11 - A). A 20 °C, as culturas de
C. issatschenkoi LMECYA31 ndo produziram heterdcitos em nenhum dos momentos analisados. N&o
se detetaram diferencas estatisticamente significativas nestes dois parametros entre as duas temperaturas
(p > 0,05; Teste-t) (Figura 4.11 - B).
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Figura 4.11 - Parametros que representam a evolugdo da producdo de heterdcitos nas espécies Aphanizomenon
gracile LMECYA40 e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA3L1. (A) Percentagem de filamentos com heterécitos e (B) nimero
total de heterdcitos nas duas condi¢Ges de temperatura em estudo (10 e 20 °C) ao longo das quatro fases de crescimento. Os
dados apresentados mostram a média de cada um dos parametros e as respetivas barras de erro representam o desvio padrédo de
duas amostras independentes (n = 2). Um asterisco (*) indica diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) no nimero
total de heterécitos relativamente a fase de adaptacdo na mesma condi¢do de temperatura; Dois asteriscos (**) indicam
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) no nimero total de heterdcitos relativamente a temperatura de controlo (20
°C).

4.4.2 - Relacdo entre o nimero total de heterdcitos e a concentracdo de STXSs totais ao longo do
tempo
Assumindo que os heterdcitos participam na fixacdo de N, atmosférico, e que as STXs sdo

moléculas altamente nitrogenadas, colocou-se a hipoOtese de que as fases de crescimento ou a
temperatura que induzissem a formacdo de uma maior quantidade de heterdcitos levassem a sintese de
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uma maior quantidade de STXs. De forma averiguar esta possivel relacdo, tragou-se um grafico com
numero total de heterdcitos e com a concentracdo de STXs totais (Figura 4.12). De uma forma geral,
parece existir um maior nimero total de heterdcitos em fases do crescimento antecedentes aos picos de
concentracdes de STXs (Figura 4.12).

Nas culturas de A. gracile LMECYAA40, expostas a ambas as temperaturas, as fases do
crescimento onde se observou um maior numero de heterdcitos (adaptacdo e exponencial inicial)
corresponderam as fases onde se assistiu a uma producdo minima de STXs. O oposto se verificou na
fase exponencial final e estacionéria, onde a diminuicdo do nimero de heterdcitos ocorreu em paralelo
a fase de maior sintese das toxinas. Apesar das culturas de A. gracile LMECYA40 expostas a 10 °C
apresentarem um maior nimero de heterécitos em todas as fases comparativamente as que foram
expostas a 20 °C, isso ndo implicou uma maior producdo de STXs totais (Figura 4.12 - A).

Por outro lado, as culturas de C. issatschenkoi LMECYA31, revelaram que apesar de haver um
aumento da concentracdo de STXs ao longo do tempo, 0 nimero de heterdcitos manteve-se praticamente
constante. Também se verificou que a presenca deste tipo de células especializadas a 10 °C ndo
promoveu um aumento da producgdo de STXs totais, uma vez que as culturas desta estirpe a 20 °C
conseguiram sintetizar uma maior quantidade de toxinas mesmo ndo apresentado heterécitos nos
filamentos cianobacterianos (Figura 4.12 - B).
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Figura 4.12 — Relagédo entre o nimero total de heterdcitos e a concentragdo de STXs totais produzida pelas estirpes
Aphanizomenon gracile LMECYAA40 (A) e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYAZ31 (B) nas duas condi¢des de temperatura
em estudo (10 e 20 °C) ao longo das quatro fases de crescimento. Os dados apresentados mostram a média de cada um dos
parametros. As respetivas barras de erro representam o desvio padrao de duas amostras independentes (n = 2).
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4.5 - Avaliacdo da morfometria dos acinetos ao longo do tempo e relagdo com a
concentracao de STXs

4.5.1 - Morfometria dos acinetos ao longo do tempo

Nas culturas de A. gracile LMECYA4O0 e C. issatschenkoi LMECYA31, a presenca de acinetos
foi apenas observada a temperatura de 10 °C (Figura 4.13).

De forma geral, os acinetos de C. issatschenkoi LMECYA3Ll apresentaram um maior
comprimento e um maior volume celular (Figura 4.14). Pelo contrario, os acinetos de A. gracile
LMECYA40 apresentaram-se mais largos e com um menor volume celular. Esta estirpe também
apresentou uma maior percentagem de acinetos livres em todas as fases do crescimento (Figura 4.14).

Figura 4.13 - Acinetos livres de Aphanizomenon gracile LMECYA40 (A) e um filamento com acineto de
Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 (B).

Nas culturas de A. gracile LMECYA40, o comprimento manteve-se constante ao longo do
tempo. Em relacéo a largura, aumentou na fase exponencial inicial sendo que nas fases seguintes este
pardmetro variou pouco (Figura 4.14 - A). Segundo Komérek (2013), a morfometria descrita
relativamente aos acinetos da espécie A. gracile LMECY A40 estabelece um comprimento e uma largura
méaxima de 14,70 um e 5,90 um, respetivamente. O comprimento dos acinetos que foram observados
neste estudo tém um valor muito elevado face a estes de referéncia. O contrario se verifica em relacéo a
largura dos acinetos observados, com valores inferiores ao descrito (Figura 4.14 - A).

O volume de acinetos da espécie A. gracile LMECY A40 foi relativamente estavel em todas as
fases (p > 0,05; Teste-t). Verificaram-se diferencas na distribuicao de acinetos observados ao longo do
tempo. Nas duas primeiras fases (adaptacao e exponencial inicial) aproximadamente 60 % dos acinetos
eram livres, em contraste com as duas ultimas fases (exponencial final e estacionaria) onde o nimero
aumentou para 95% (Figura 4.14 - B). No entanto esta variagdo ao longo do tempo ndo se refletiu em
diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05; Teste-t).

Foi possivel verificar que a manutencdo do volume constante dos acinetos foi acompanhado
pelo aumento da percentagem de acinetos livres.

Nas culturas de C. issatschenkoi LMECYAZ31, as dimensdes dos acinetos atingiram valores
maximos na fase exponencial inicial. Nas seguintes fases, o comprimento diminuiu e a largura manteve-
se estavel (Figura 4.14 - A). Em todas as fases do crescimento, 0os acinetos apresentaram um
comprimento muito acima dos valores referenciados como maximos (Komarek, 2013) (Figura 4.14 -
A). Relativamente a largura, verificou-se o contrario, o valor de referéncia é superior ao medido (Figura
4.14 - A).

No que diz respeito ao volume dos acinetos de C. issatschenkoi LMECYA31, a semelhanca do
comprimento e largura, verificou-se um maximo na fase exponencial inicial, decrescendo nas fases
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posteriores. Neste parametro existiu uma diferenca estatisticamente significativa (p <0,05; Teste-t) entre
a fase de adaptacéo e a fase exponencial inicial. Na fase exponencial (inicial e final) observou-se a
mesma percentagem de acinetos livres (13,3%) diminuindo na fase estacionéria (8,33%), ndo sendo esta
diferenca significativa (p > 0,05; Teste-t). Na fase de adaptacdo todos os acinetos estavam ligados as
celulas vegetativas (Figura 4.14 - B).
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Figura 4.14 — Caracterizagdo morfométrica de acinetos nas culturas de Aphanizomenon gracile LMECYA40 e
Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA3L1 expostas a temperatura de 10 °C. (A) Comprimento e largura dos acinetos e (B)
volume de acinetos e percentagem de acinetos livres ao longo de quatro fases de crescimento. Os dados apresentados mostram
a média de cada um dos parametros e as respetivas barras de erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes
(n = 2). O asterisco (*) indica diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) no volume celular de acinetos relativamente
a fase de adaptacéo.

4.5.2 — Relacdo entre o volume celular de acinetos e a concentracdo de STXs totais ao longo do

tempo

Os acinetos possuem granulos de cianoficina (reservas de N;) e as moléculas de STXs
apresentam na sua constituicao varios grupos de amina. Assim, poderia esperar-se que as fases onde as
células produzem acinetos de grandes volumes correspondessem as fases com maior acumulacéo de
granulos de cianoficina, e, como consequéncia, haveria uma menor disponibilidade de arginina para
sintetizar STXs. De modo a investigar esta hipdtese, analisou-se a relacéo entre o volume de acinetos e
a concentragédo de STXs totais a 10 °C (Figura 4.15).
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De forma geral, nas duas estirpes em andlise, o volume dos acinetos nao se correlacionou com
a producdo de STXs ao longo do tempo. Na estirpe A. gracile LMECY A40, entre a fase de adaptacdo e
a exponencial inicial hd& um pequeno aumento de volume de acinetos que foi acompanhado por um
reduzido aumento de producdo de STXs. Nas fases seguintes verifica-se a manutencdo do volume de
acinetos, apesar de se observar um aumento da producdo das toxinas.

Quanto aos acinetos das culturas de C. issatschenkoi LMECYA31, o aumento drastico dos seus
volumes entre a fase de adaptacdo e exponencial inicial foi acompanhado por um aumento da quantidade
de STXs. Na fase exponencial final, a pequena diminui¢do do volume dos acinetos correspondeu a um
aumento na producgdo de STXs. Por fim, na fase estacionéria, houve uma diminui¢do no volume de
acinetos que coincidiu com a manutencdo das concentrac@es das toxinas.
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Figura 4.15 —Relag8o entre o volume de acinetos a 10 °C e concentracdo de STXs totais nas culturas de
Aphanizomenon gracile LMECYA40 e Cuspidothrix issatschenkoi LMECY A31 ao longo das quatro fases de crescimento. Os
dados apresentados mostram a média de cada um dos parametros e as respetivas barras de erro representam o desvio padréo
de duas amostras independentes (n = 2).

Também seria interessante que a producdo destas toxinas fosse menor a 10 °C do que a 20 °C,
tendo em conta que as culturas expostas a 20 °C ndo formaram acinetos. Na estirpe A. gracile
LMECYAA40, a presenca de acinetos a 10 °C ndo alterou a producdo de STXs, verificando-se assim,
concentracdes de toxinas muito idénticas nas culturas expostas a 10 e 20 °C. O oposto se verificou na
estirpe C. issatschenkoi LMECYA31, em que a producdo de acinetos de grandes dimensdes associou-
se a uma diminuigdo da concentragdo de STXs quando comparadas com as culturas submetidas a 20 °C.

4.6 - Avaliacdo dos resultados de RT-real-time-gPCR

4.6.1 - Par@metros das reacGes de RT-real-time-gPCR

Em todos os ensaios de RT-real-time-qPCR, as curvas-padréo obtidas apresentaram eficiéncias
de amplificacdo (E) entre 0,82-1,02 e o coeficiente de regressao linear apresentou valores acima de 0,992
(Tabela 4.2). Ap6s a analise das curvas de melting, estas apresentaram um Unico pico correspondendo a
amplificaces especificas dos genes em estudo. Nos controlos sem amostra (NTC) também ndo se
detetaram amplificagdes de produtos inespecificos (principalmente possiveis dimeros de primers).

42



Tabela 4.2 - Dados relativos aos pardmetros de validagdo, de cada gene em estudo, obtidos a partir das retas-
padrao realizadas nos ensaios de RT-real-time-gPCR.

Gene Espécie R? Declive (m) Ordenada na Eficiéncia da
origem (b) amplificacéo (E)

rRNA 16S A. gracile LMECYA40 0,992 -3,412 18,68 0,96
C. issatschenkoi LMECYA31 | 0,998 -3,712 18,033 0,86
SXtA A. gracile LMECYA40 0,995 -3,506 20,931 0,93
C. issatschenkoi LMECYA31 | 0,998 -3,686 20,081 0,87
sxtM A. gracile LMECYA40 0,993 -3,282 20,477 1,02
C. issatschenkoi LMECYA31 | 0,995 -3,44 20,069 0,95
sxtPer A. gracile LMECYA40 0,994 -3,722 21,120 0,86
C. issatschenkoi LMECYA31 | 0,994 -3,857 21,448 0,82

4.6.2 - Verificagio da estabilidade do gene de referéncia (rRNA 16S)

Avaliou-se a estabilidade do gene de referéncia nas estirpes A. gracile LMECYA40 e C.
issatschenkoi LMECYA3L entre as diferentes fases do crescimento e nas diferentes condi¢Bes de
temperatura (Figura 4.16). De uma forma geral, a estirpe C. issatschenkoi LMECYA31 obteve valores
de Ct superiores aos obtidos em A. gracile LMECY A40, traduzindo-se huma maior expressao do gene
rRNA 16S nesta espécie (Figura 4.16).

Na estirpe A. gracile LMECYA40 detetaram-se diferencas estatisticamente significativas na
fase de adaptacdo e estaciondria das culturas a 10 °C, comparativamente com as mesmas fases a 20 °C
(p<0,05), revelando que a expressdo do gene rRNA 16S variou quando a cultura foi exposta a diferentes
condicdes de temperatura (10 e 20 °C).

A expressdo deste gene também ndo foi estavel ao longo do tempo a temperatura de 20 °C, uma
vez que a expressao génica foi estatisticamente diferente entre a fase exponencial final e a fase de
adaptacéo e exponencial inicial (p <0,05; Teste-t). No que diz respeito a temperatura de 10 °C verificou-
se uma estabilidade da expressdo do gene rRNA 16S ao longo das diferentes fases do crescimento
analisadas (p > 0,05; Teste-t) (Figura 4.16 - A).

Nas culturas de C. issatschenkoi LMECY A31 expostas a 10 e 20 °C observou-se que em quase
todas as fases do crescimento, os valores de Ct foram muito semelhantes (p > 0,05; Teste-t), inferindo-
se assim uma estabilidade na expressdo génica do gene rRNA 16S. Verificou-se uma excecéo na fase
estacionaria, cujos niveis de expressdo a 10 °C foram estatisticamente inferiores aos observados na
mesma fase a 20 °C e inferiores em relagdo a fase exponencial inicial a 10 °C (p <0,05; Teste-t) (Figura
4.16 - B).
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Figura 4.16 — Estabilidade do gene de referéncia (rRNA 16S) para as estirpes Aphanizomenon gracile LMECYA40
(A) e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31 (B) sob as duas condic6es de temperatura em estudo (10 e 20 °C) ao longo das
quatro fases de crescimento. Os dados apresentados mostram a média dos valores de Ct, obtidos durante a reagdo de RT-real-
time-gqPCR, e as respetivas barras de erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2). Um asterisco
(*) indica uma diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) no valor de Ct relativamente a fase de adaptagdo na mesma
condicdo de temperatura; Dois asteriscos (**) indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) no valor de Ct
relativamente a fase de exponencial inicial na mesma condi¢do de temperatura; Trés asteriscos (***) indicam diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) no valor de Ct relativamente a temperatura de controlo (20 °C).

4.6.3 - Efeito da temperatura na expressao de genes pertencentes ao cluster sxt: sxtA, sxtM e
sxtPer
A expressao do gene sxtA, que participa na sintese de STXs, ndo foi detetado em nenhum dos

ensaios de RT-real-time-gPCR realizados nas culturas de A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi
LMECYAZ31 expostas as temperaturas de 10 e 20 °C ao longo de todas as fases do crescimento
estipuladas. Uma vez que ndo se detetou os transcritos de sxtA, tentou-se detetar os de sxtl. A enzima
StxI é uma carbomoiltransferase que é responsavel por adicionar o grupo carbomoil a molécula dcSTX
resultando na molécula final de STX. No entanto, também n&o foi possivel a sua detegéo.

Os genes sxtM e sxtPer codificam duas proteinas responsaveis por transportar as STXs para o
meio extracelular. Os transcritos destes genes foram detetados nas duas temperaturas em estudo (10 e
20 °C) e ao longo de todo o crescimento.

Para as duas espécies em estudo, de forma a estudar o efeito que a temperatura de 10 °C teve
nos niveis de transcrigdo, estabeleceu-se como condi¢do controlo os niveis de expressao a 20 °C (assim
define-se a sua expresséo relativa igual a 1) (Figura 4.17).
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Na espécie A. gracile LMECYA40, os niveis de expressdo de sxtM (Figura 4.17 - A) e sxtPer
(Figura4.17 - B) variaram de forma semelhante. Para ambos os genes, a temperatura de 10 °C, observou-
se uma sub-expressao significativa (p < 0,05; Teste-t) nas duas primeiras fases face a temperatura de
controlo. Contrariamente, nas Ultimas duas fases houve uma sobre-expressdo sem se apurar diferencas
significativas (p > 0,05; Teste-t) (Figura 4.17 - A, B).

Relativamente a espécie C. issatschenkoi LMECYA3Ll, a temperatura também induziu
diferencas nos niveis de expressdo de sxtM e sxtPer (Figura 4.17 - C, D). A temperatura de 10 °C
verificou-se uma sub-expressdo dos transcritos do gene sxtM nas fases de adaptacéo e estacionaria. No
entanto, esta foi estatisticamente inferior apenas na fase estacionaria (p < 0,05; Teste-t). Na fase
exponencial (inicial e final) houve uma sobre-expresséo dos transcritos (p > 0,05; Teste-t) (Figura 4.17
- C). De uma forma geral, os transcritos de sxtPer apresentaram uma sub-expresséo a temperatura de 10
°C face a temperatura de 20 °C. Mas apenas na fase estacionaria € que a sub-expressdo foi
estatisticamente significativa (p < 0,05; Teste-t). Pelo contrario, na fase exponencial final observou-se
uma maior expressdo dos transcritos sxtPer a temperatura de 10 °C (Figura 4.17 - D).
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Figura 4.17 — Expressao relativa dos genes sxtM e sxtPer durante o crescimento a 10 e 20 °C. Expressao do gene
sxtM (A) e do gene sxtPer (B) nas culturas de A. gracile LMECYA40 expostas as temperaturas de 10 e 20 °C; Expresséo do
gene sxtM (C) e do gene sxtPer (D) nas culturas de C. issatschenkoi LMECY A31 expostas as temperaturas de 10 e 20 °C. Os
dados apresentados mostram a média dos valores de expressao relativa, usando como condigdo controlo o nivel de expressao
na temperatura de 20 °C para cada fase (Expressdo = 1). As respetivas barras de erro representam o desvio padréo de duas
amostras independentes (n = 2). Asterisco (*) indica uma diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05; Teste-t) na
expressao génica relativamente a temperatura de controlo (20 °C).

De forma a analisar a influéncia que o tempo de cultura teve na expressao dos genes sxtM e
sxtPer, em cada temperatura fixou-se como condicdo controlo os niveis de expressao obtidos na fase de
adaptacdo (assim define-se a sua expressdo relativa igual a 1). Esta analise foi feita para ambas as
espécies em estudo (Figura 4.18).

Na espécie A. gracile LMECY A40, verificou-se um aumento gradual da expressao do gene sxtM
para a temperatura de 10 °C, nas fases exponencial final e estacionaria (p > 0,05; Teste-t). A temperatura
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de 20 °C, em todas as fases, constatou-se uma sub-expressdo do gene sxtM sendo esta diferenca apenas
significativa na fase exponencial final (p < 0,05; Teste-t) (Figura 4.18 - A).

Quanto ao gene sxtPer, na temperatura de 10 °C, observaram-se elevados niveis de expressao
dos seus transcritos ao longo do tempo, com diferengas estatisticamente significativas na fase
exponencial final (p < 0,05; Teste-t). A temperatura de 20 °C, para além da fase exponencial inicial em
que houve um ligeiro aumento, as fases seguintes demonstraram uma sub-expresséo significativa (p <
0,05; Teste-t) (Figura 4.18 - B).

Nas culturas de C. issatschenkoi LMECYA31 expostas a 10 °C, os niveis de transcritos SxtM
diminuiram em todas as fases em andlise relativamente a fase de adaptacdo, mas sé na fase estacionaria
essa reducéo foi significativa (p < 0,05; Teste-t). A temperatura de 20 °C, houve uma sub-expressao
estatisticamente significativa deste gene na fase exponencial final (p < 0,05; Teste-t). Contrariamente,
na fase estacionaria ocorreu uma sobre-expressdo dos transcritos SxtM, apesar de ndo se apurarem
diferencas significativas (p > 0,05; Teste-t) (Figura 4.18 - C). No que se refere ao gene sxtPer ndo se
apuraram diferencas estatisticamente significativas entre as diversas fases do crescimento em cada
temperatura (p > 0,05; Teste-t). Destaca-se apenas uma sobre-expressdo do gene sxtPer na fase
estacionaria a 20 °C (Figura 4.18 - D).
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Figura 4.18 - Expressdo relativa dos genes sxtM e sxtPer durante o crescimento a 10 e 20 °C: Expressdo do gene sxtM
(A) e do gene sxtPer (B) nas culturas de A. gracile LMECYA40 expostas as temperaturas de 10 e 20 °C; Expressao do gene
sxtM (C) e do gene sxtPer (D) nas culturas de C. issatschenkoi LMECYA31 expostas as temperaturas de 10 e 20 °C. Os dados
apresentados mostram a média dos valores de expresséo relativa, usando como condigéo controlo o nivel de expressdo na fase
de adaptacéo para cada temperatura (Expressdo = 1). As respetivas barras de erro representam o desvio padrdo de duas amostras
independentes (n = 2). Asterisco (*) indica uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) na expressdo génica
relativamente a fase de adaptagdo na mesma condigdo de temperatura.
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4.6.4 - Avaliacdo da relacdo entre a expressdo dos genes sxtM e sxtPer e a concentracdo de STXs
totais

Assumindo que os transcritos dos genes sxtM e sxtPer participam no transporte das STXs para
0 exterior das células, averiguou-se se 0 aumento dos niveis de expressdo de sxtM e sxtPer ocorreram
em simultdneo com o aumento da concentracdo de STXs totais. De forma a avaliar esta relagdo, os niveis
de expressdo dos dois genes foram tragados em simultdneo com a concentragdo de STXs totais. Esta
andlise foi realizada ao longo do tempo de crescimento (Figura 4.19) e nas diferentes condicdes de
temperatura (Figura 4.20).

No que diz respeito a progressdo ao longo do tempo, nas culturas de A. gracile LMECYA40
expostas a temperatura de 10 °C, constatou-se que 0s elevados niveis de transcritos SxtM
corresponderam a uma elevada concentracdo STXs totais. O contrario se observou a 20 °C, cujo aumento
da concentragdo de STXs correspondeu com uma sub-expressdo do gene sxtM (Figura 4.19 - A).

A 10 °C, os elevados niveis de transcritos sxtPer coincidiram com as elevadas concentragdes de
STXs. A 20 °C houve um pequeno aumento dos niveis de SxtPer que coincidiu com o pequeno aumento
da concentracdo STXs, na fase exponencial inicial, contudo nas fases seguintes houve um elevado
aumento das concentragdes de toxinas que ndo foi acompanhado pelo aumento dos niveis de transcrigdo
do gene (Figura 4.19 - B).
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Figura 4.19 — Relagéo entre a concentragdo de STXs e 0s niveis de expressdo dos genes sxtM e sxtPer ao longo do
tempo: Relagdo entre os niveis de expressdo do (A) gene sxtM e do (B) gene sxtPer nas culturas de Aphanizomenon gracile
LMECYAA40, expostas as temperaturas de 10 e 20 °C; Relagdo entre os niveis de expressao do (C) gene sxtM e do (D) gene
sxtPer nas culturas de Cuspidothrix issatschenkoi LMECY A31, expostas as temperaturas de 10 e 20 °C. Os dados apresentados
mostram a média de cada um dos parametros, usando como condi¢do controlo o nivel de expressdo na fase de adaptagdo para
cada temperatura (Expressao = 1). As respetivas barras de erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes
(n=2).
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Ja nas culturas C. issatschenkoi LMECYA31 expostas a temperatura de 10 °C, os niveis de
transcritos SxtM foram sempre inferiores aos niveis de expressdo na fase de adaptacdo, contudo a
concentracdo das toxinas foi sempre aumentando, atingindo o seu maximo na fase estacionaria.
Relativamente a temperatura de 20 °C, os niveis de transcritos foram sempre menores que os da fase de
adaptacdo, apesar de aumentarem na fase estacionaria. SO nesta fase houve uma correspondéncia entre
0s dois parametros (Figura 4.19 - C).

Tanto a 10 °C como a 20 °C apenas houve um Unico momento em que se detetou uma
correspondéncia entre os elevados niveis de STXs e 0s maiores niveis de expressdo observados para o
SxtPer. Para a primeira temperatura verifica-se esta relacdo na fase exponencial final, para a segunda na
fase estacionéria (Figura 4.19 - D).

Na estirpe A. gracile LMECY A40, no caso dos genes sxtM e sxtPer, 0 aumento dos seus niveis
de expresséo a 10 °C coincidiu com a maior producdo de STXs (Figura 4.20 - A e B).

Relativamente a estirpe C. issatschenkoi LMECYAS31, na fase exponencial final, os elevados
niveis de transcritos SxtM e SxtPer corresponderam a um aumento da concentragdo de STXs. O
contrario se verificou na fase estacionaria, onde se observou uma diminui¢do nos niveis de transcri¢do
destes genes, apesar de se ter atingindo a concentracdo maxima de STXs totais (Figura 4.20 - C e D).

A mesma andlise ndo se efetuou para a temperatura de 20 °C, uma vez que 0s niveis de expressao
génica foram normalizados face a esta temperatura de controlo, tendo uma expressao igual a 1. Por este
motivo, ndo houve forma de relacionar os niveis de expresséo a 20 °C com a quantificagdo de STXs
guando se pretendeu avaliar a influéncia da temperatura.
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Figura 4.20 — Relagdo entre a concentracdo de STXs e os niveis de expressdo dos genes sxtM e sxtPer a 10 °C:
Relacdo entre os niveis de expressdo do (A) gene sxtM e do (B) gene sxtPer nas culturas de Aphanizomenon gracile
LMECY A40, expostas as temperaturas de 10 e 20 °C; Relagdo com os niveis de expressdo do (C) gene sxtM e do (D) gene
sxtPer nas culturas de Cuspidothrix issatschenkoi LMECY A31, expostas as temperaturas de 10 e 20 °C. Os dados apresentados
mostram a média dos valores de cada parametro usando como condigdo controlo o nivel de expressao na temperatura de 20 °C
para cada fase (Expressdo = 1). As barras de erro representam o desvio padrdo de duas amostras independentes (n = 2).
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Cumprindo-se 0s objetivos deste trabalho, avaliaram-se os diversos pardmetros propostos
relativos ao crescimento e a producdo de STXs ao longo do crescimento cianobacteriano das estirpes A.
gracile LMECYA4O0 e C. issatschenkoi LMECYA31, mantidas a duas temperaturas (10 e 20 °C).

5.1 - Selecdo das temperaturas em estudo

As espécies A. gracile e C. issatschenkoi sdo cianobactérias planctdnicas pertencentes a ordem
Nostocales, que possuem uma grande plasticidade ecoldgica e a capacidade de produzir STXs. Sdo
ambas consideradas espécies cosmopolitas, porém A. gracile é descrita como sendo a espécie produtora
de STXs mais disseminada em todo o mundo e mais abundante nos locais onde se verifica a sua presenca
(Cirés & Ballot, 2016; Mehnert et al., 2010).

A temperatura € um fator abiotico chave na regulagcdo do crescimento de cianobactérias e
presumivelmente € responsavel por afetar a sua expansdo geografica (Cirés & Ballot, 2016). Perante o
cenéario de aquecimento global, torna-se relevante e necessario estudar a ecofisiologia destas espécies
principalmente no que diz respeito a forma como respondem as alteraces do padrdo de temperaturas
(Paerl & Paul, 2012). A selecdo das temperaturas a testar para este estudo baseou-se na juncéo de dois
critérios: temperaturas que se aproximassem de condic¢Oes de temperatura reportadas em contexto real e
temperaturas favoraveis para o crescimento cianobacteriano. Este Gltimo fator é tido em conta uma vez
que foi descrito que as cianobactérias produzem preferencialmente STXs sob contextos favoraveis ao
seu desenvolvimento (Pomati et al., 2004). Neste ensaio foi escolhida a temperatura de 20 °C como
controlo pelo facto de ser a temperatura a que as culturas sdo mantidas na colegdo ESSACC. As espécies
A. gracile LMECYAA40 e C. issatschenkoi LMECYAZ31 tém sido mantidas nesta situagdo ha 15 e 19
anos, respetivamente, revelando que estdo bastante aptas a desenvolver-se nesta temperatura. Para além
disso, a temperatura média das aguas do sul de Portugal (local onde estas estirpes foram isoladas) é 16
+ 1 °C, sendo, portanto, a temperatura 20 °C uma temperatura possivel de ocorrer de forma frequente
nos corpos de agua tendo em considerago o atual contexto de alteraces climaticas (Instituto da Agua,
2008; Tomé, 2007). Por outro lado, Mehnert et al. (2010) demostraram também que A. gracile, em
comparagdo com espécies invasoras, tem taxas de crescimento relativamente altas a temperaturas baixas
(entre 10 e 15 °C). Isto levanta a hipdtese de que talvez A. gracile possa iniciar o seu desenvolvimento
e formacdo de blooms precocemente, como na primavera, e prolongar o seu crescimento também ap6s
0 verdo. Quanto a espécie C. issatschenkoi, até a data, s6 foi realizado um estudo sobre o efeito que da
temperatura no seu crescimento, mas nesse estudo apenas se testaram duas temperaturas (22 e 28 °C)
(Dias et al., 2002). No entanto, sabe-se que a sua presenca desta espécie ja foi descrita em paises como
por exemplo, Franca, Alemanha, Polénia e Finlandia (Cirés & Ballot, 2016), o que poderd indiciar que
também se desenvolve e atinge taxas de crescimento relativamente elevadas a baixas temperaturas.
Deste modo, a forma como esta espécie reage a baixas temperaturas é desconhecida, e, portanto, neste
trabalho escolheu-se também a temperatura de 10 °C.

Na literatura esta referido que a temperatura 6tima de crescimento de A. gracile situa-se entre
23 e 28 °C e de C. issatschenkoi em 28 °C (Cirés et al., 2017; Dias et al., 2002). Portanto, apesar de
ambas as espécies poderem apresentar um crescimento 6timo a temperatura de 28 °C (Dias et al., 2002;
Mehnert et al., 2010) e estar descrito que A. gracile decresce a sua taxa de crescimento a temperatura
superiores a 28 °C (Mehnert et al., 2010), um estudo feito nesta espécie demonstrou que temperaturas
acima da 6tima induzem um aumento da concentracdo de STX total (Cirés et al., 2017). Adicionalmente,
esta descrito que varios rios e reservatorios de agua no mediterraneo podem atingir temperaturas acima
dos 30 °C (Mehnert et al., 2010) e estudos moleculares também revelaram uma expressdao maxima de
genes pertencentes ao cluster sxt a temperaturas de 30 °C (Cirés et al., 2017). Desta forma, neste estudo
estipulou-se os 30 °C como a temperatura maxima a testar.
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5.2 - Efeito da temperatura nas curvas de crescimento e na morfologia

Todas as culturas de A. gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi LMECYAS31 expostas a
temperatura de 30 °C exibiram curvas de crescimento com DOs baixas, inferindo-se, assim, a inibi¢éo
do seu crescimento nesta condicdo. O efeito negativo desta temperatura no crescimento foi observavel
morfologicamente, uma vez que as culturas apresentaram um aspeto pouco “saudavel” quando
comparadas com as culturas expostas a 10 e 20 °C. A nivel macroscopico as culturas expostas a 30 °C
apresentaram uma cor verde-esbranquicado, o que esta de acordo com o observado por Chaneva et al.
(2007) que reportaram que a inibicdo do crescimento a elevadas temperaturas € acompanhada pelo
desaparecimento da pigmentacdo. Sob condi¢bes de stress, a concentracdo de clorofila diminui
drasticamente (Chaneva et al., 2007). Para além disso, microscopicamente, observou-se a fragmentacao
dos filamentos cianobacterianos que pode indiciar a formacdo de ROS (espécies reativas ao O), tal
como descrito previamente em Anabaena variabilis PCC 7937 (Rastogi et al., 2010). Estes autores
reportaram que nestas condigdes, ocorre a morte celular programada, o que provoca uma lise seletiva
das células severamente danificadas (Rastogi et al., 2010, 2014). Por outro lado, Hu (2004) descreve
que elevadas temperaturas levam a acumulacdo de reservas de carbono ou nitrogénio, o que pode
justificar a atipica acumulacdo intracelular que se verificou nas células ao nivel microscopico.

Porém, estes resultados ndo estdo de acordo com os reportados na literatura para estas duas
espécies. Cirés et al. (2017), Mehnert et al. (2010) e Lirling et al. (2013) descrevem o crescimento da
espécie A. gracile a temperatura de 30 °C. Quanto a espécie C. issatschenkoi, até a data, ndo se realizou
nenhum estudo que testasse o efeito de 30 °C no seu crescimento, contudo Dias et al. (2002) verificou
0 seu crescimento a uma temperatura proxima, 28 °C. As diferencas encontradas entre este estudo e
outros publicados podem ser explicados pelo facto de haver uma limitagdo no desenho experimental. A
estufa testada ndo possuia um arejamento continuo, situagdo que se verifica, por exemplo, na cdmara
onde se mantém todas as culturas pertencentes a colecdo ESSACC e na camara de Fitoclima. As trocas
gasosas que ocorrem entre 0 meio exterior e 0 meio interior de um T-flask permitem que haja uma
renovacdo do ar constante. Isto é fundamental por dois motivos: primeiro porque é uma forma de fazer
circular o meio de cultura para que todas as células das cianobactérias obtenham a mesma quantidade
de nutrientes. Segundo, permite que as células tenham acesso a novo CO; e libertem O para o exterior
do T-flask. Caso os niveis de O, sejam elevados, a fotossintese fica comprometida assim como o
crescimento cianobacteriano. No que se refere ao banho a 30 °C, a falta de arejamento ndo se propde
como fator limitante, uma vez que se encontravam dentro da cadmara onde se mantém as culturas da
colecdo ESSACC (onde ha um arejamento continuo). No entanto, uma vez que as culturas estavam
submersas em &gua (menos a tampa) ndo havia forma de averiguar se a intensidade luminosa que
chegava as cianobactérias era igual as que se verificavam na camara de Fitoclima, pondo em causa a
sua taxa fotossintética e consequente crescimento durante longos periodos.

Relativamente aos efeitos das temperaturas de 10 e 20 °C, as culturas expostas a 10 °C tiveram
uma taxa de crescimento significativamente menor que as culturas que foram expostas a 20 °C. Desta
forma pode-se estabelecer uma relacéo entre a diminui¢do da temperatura e a diminuicdo da taxa de
crescimento especifica. Estes resultados estdo de acordo com outros previamente publicados. Mehnert
et al. (2010) testaram um intervalo maior de temperaturas (10 — 40 °C), tendo observado um aumento
da taxa de crescimento desde a temperatura minima até aos 27,5 °C. Casero et al. (2014) verificaram
que diferentes temperaturas (15, 20 e 28 °C) tiveram efeito no crescimento de A. gracile, sendo a taxa
de crescimento minima registada a 15 °C. Em Cirés et al. (2017) houve um aumento de taxa de
crescimento quando se aumentou a temperatura de 12 para 23 °C (havendo um decréscimo a 30 °C).
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No que concerne a espécie C. issatschenkoi LMECYAZ31, a diminui¢do da temperatura de 20
para 10 °C também resultou na reducdo da taxa de crescimento. Contudo até a data ndo existe nenhum
estudo que analise o efeito que temperaturas baixas tém no crescimento desta espécie.

O facto de a 10 °C ambas as espécies apresentarem taxas de crescimento especifico menor ou
um tempo de duplicacdo maior pode ser explicado de varias formas. A vasta colonizacéo de diferentes
habitats indica que elas podem lidar com um amplo espectro de stress ambiental, incluindo o frio. O
desenvolvimento de varios mecanismos confere-lhes uma defesa contra essas condi¢des desfavoraveis
(Singh et al., 2002). Um exemplo disto é a aclimatizacdo, que se baseia numa resposta induzida por uma
mudancga ambiental que causa uma alteracdo fenotipica sem alteracdo na base genética (Huner et al.,
1998). As baixas temperaturas induzem a insaturagdo dos acidos gordos dos lipidos da membrana celular
e da membrana dos tilac6ides. As membranas tornam-se menos rigidas para compensar a diminuicéo da
fluidez da membrana que de outra forma ocorreria a baixas temperaturas. Para tal, é necessaria a sintese
de desnaturases que permitam que este processo de aclimatizacdo ocorra a baixas temperaturas (Hu
2004; Singh et al., 2002). Para além disso, estas condiges de temperatura também sdo descritas como
indutoras de uma acumulacdo celular de aminoacidos ou derivados de aminoécidos que podem
contribuir para aumentar a tolerancia das cianobactérias ao frio (Hu 2004). Todas estes processos
moleculares de aclimatizagdo despendem energia proveniente da fotossintese, e deste modo as
cianobactérias poderdo ter menor reservas para investir no seu crescimento (Huner et al., 1998). Para
além deste gasto adicional de energia, a baixas temperaturas também se verifica uma diminuigdo das
taxas de fixagdo de CO, inibicdo da eliminacdo de ROS e do sistema reparador do fotossistema Il
(Torzillo et al., 1998). Adicionalmente, as baixas temperaturas tém sido descritas como responsaveis
por menores taxas de absor¢do de nutrientes, que levam a fotoinibicdo (Sakamoto & Bryant, 1997).
Todas estas razbes constituem possiveis causas para a diminuicdo das taxas fotossintéticas e
consequentes diminuicBes nas taxas de crescimento das culturas expostas a temperatura de 10 °C.

5.3 - Efeito da temperatura nas concentracdes celulares e producéo de STXs

De uma forma geral, as culturas C. issatschenkoi LMECYA3L atingiram concentragdes
celulares mais elevadas que A. gracile LMECYA40. Isto pode ser explicado porque A. gracile
LMECYA40 apresentou sempre na sua constituicdo a formacao de heterdcitos, e por isso as células
tiveram menores recursos energéticos para se dividirem. A fixacdo de N2 por estas células especializadas
e a posterior deslocacdo para as células vegetativas torna este processo energeticamente dispendioso
(Frank et al. 2007; Stal et al., 2010). As concentracGes celulares das culturas de A. gracile LMECYA40
e C. issatschenkoi LMECYA31 apresentaram, na maior parte das fases do crescimento analisadas,
valores mais elevados a 20 °C. Elevadas temperaturas promovem o aumento da taxa de crescimento, tal
como atras referido. A 20 °C talvez haja mais energia redirecionada para o crescimento uma vez que ha
uma menor taxa de fotoinibicdo dos fotossistemas e uma maior absor¢do de nutrientes. Todos estes
fatores levam a que as culturas crescam saudavelmente, dividindo-se mais e atingindo concentracdes
celulares mais elevadas. Também se observou que a producdo de STXs se relacionava com a
temperatura, e que a maior producado ocorre a temperatura mais elevada (20 °C). Isto esta de acordo com
o Cirés et al. (2017) e Dias et al. (2002) que descrevem que temperaturas 6timas de crescimento
promovem maiores concentragdes de STXs em culturas C. issatschenkoi LMECYAS31 e A. gracile
UAMS529. Contudo, o oposto verifica-se em Casero et al. (2014) e Castro et al. (2004) em gue nédo
detetaram uma correlacéo entre a temperatura 6tima e a producdo de STXSs totais nas estirpes A gracile
UAMS529 e C. raciborskii C10.

Posteriormente, pretendeu-se perceber se a densidade celular se relacionava com a concentracao
de STXs totais produzida em cada uma das temperaturas. Nas culturas de A. gracile LMECYA40 e C.
issatschenkoi LMECYA31 expostas a 10 °C, o aumento da densidade celular traduziu-se num aumento
da concentragdo de STXs. Nas culturas expostas a 20 °C, 0 aumento da densidade até a fase exponencial
final refletiu-se numa maior quantidade de STXs totais, apesar da fase estacionaria apresentar um maior
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numero de células sem consequente aumento de concentracdo de STXs. De uma forma geral, estes
resultados sugerem que ha uma relacdo entre o aumento das concentracdes celulares e a quantidade de
STXs totais. Dependendo da temperatura em analise, as fases nas quais se observa uma maior producéo
de STXs sdo a fase exponencial final e a fase estacionaria. A semelhanca deste estudo, trabalhos
anteriores reportaram, nestas mesmas espécies, que 0s momentos onde se verificou uma maior producéo
de STXs corresponderam as fases exponencial e estacionaria. Relativamente a espécie A. gracile
UAMB529 (Cirés et al., 2017) e C. issatschenkoi LMECYAZ31 (Dias et al., 2002), estas produziram uma
maior quantidade de toxinas na fase exponencial final em todas as condi¢des de temperatura testadas e
na auséncia de N, respetivamente. Quando se estudou a influéncia da temperatura e diferentes
concentracdes de P na estirpe C. issatschenkoi LMECYAS31, a maior producdo ocorreu na fase
estacionaria (Dias et al., 2002).

Relativamente a concentragdo de STXs por célula (toxin quota cell), as culturas de A. gracile
LMECY A40 produziram o dobro das concentra¢fes do que C. issatschenkoi LMECYA31 a 20°C. Isto
significa que as elevadas concentragbes de STXs encontradas nas culturas de C. issatschenkoi
LMECYAZ3L1 é justificado porque atingiram maiores concentracOes celulares e ndo porque cada célula
produzia mais STXs. As culturas de A. gracile LMECYAA40 nas duas primeiras fases de crescimento,
expostas a 10 °C, produziram baixas quantidades de STXs por célula quando comparadas com as Gltimas
duas fases. Ja a 20 °C, s0 a fase de adaptacdo se destaca das restantes, apresentando niveis inferiores.
Na estirpe C. issatschenkoi LMECYA31 verificou-se um padrdo semelhante nas duas temperaturas ao
longo do tempo de cultura. A concentracdo de STXs por célula mantem-se praticamente constante, com
excecdo da fase exponencial final, em que as concentracdes de toxina por célula foram maiores.
Salientar-se que em todas as fases, a 20 °C os valores obtidos foram sempre superiores.

A maior concentracdo de STXs totais na fase estacionaria pode ser justificada pelo facto de
haver maior densidade celular. Por outro lado, nas situacGes onde se verificou uma maior produgdo na
fase exponencial final, apesar de ndo se terem observado elevadas densidades celulares, a producao de
STXs por célula é maior, acabando por elevar os niveis de STXs totais. Como se constatou, 0s maiores
niveis de producdo de STXs totais encontram-se nas Ultimas fases do crescimento (fase exponencial
final e estacionaria). Isto podera significar que a cultura ja satisfez completamente o seu metabolismo
primario, tendo assim a capacidade de direcionar a sua energia para a sintese de metabolitos secundarios
como as STXs (O’Neil et al., 2012; Schatz et al. 2007).

Em suma, determinou-se que a maior de taxa de crescimento (20 °C) coincidiu com maior
producdo de STX total/por célula para as duas estirpes das duas espécies em estudo, tal como referido
em Carmichael (2001) e Sivonen & Jones (1999). Ambos os estudos referem que a maior produgéo de
cianotoxinas acontece nas condi¢des que sdo mais favoraveis para o crescimento das cianobactérias.

5.4 - Efeito da temperatura na formacao de células especializadas e a sua relacdo
com a concentragdo de STXs

5.4.1 — Relacdo entre a formacédo de heterdcitos e concentracdo de STXs

Como jé foi referido, a fixagdo de N, é um processo altamente dispendioso, envolvendo cerca
de 17 moléculas de ATP. Deste modo é de esperar que seja vantajoso manter um nimero de heterocitos
por célula baixo quando o meio envolvente possui concentraces de N, adequadas (Wood et al., 2010).

Avaliando de forma individual as espécies ao longo do tempo, no que concerne a percentagem
de filamentos com heterdcitos nas culturas de A. gracile LMECYA40, percebeu-se que hd uma
diminuicdo ndo significativa ao longo do tempo. Tendo-se verificado uma maior percentagem de
filamentos com heterdcitos quando o nimero de heterdcitos por filamento aumentou (fase de adaptacéo
e exponencial inicial). Estes resultados estdo de acordo com o que se observou em Dias et al. (2002)
uma vez que ha um aumento da percentagem de filamentos com heterdcitos até ao meio da fase
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exponencial diminuindo progressivamente depois disso. Também em Laamanen & Kuosa (2005) se
verificou um pico de producdo de heterdcitos aproximadamente um més antes do pico da biomassa. Isto
pode ser justificado porque na fase de adaptacdo ha um ajuste das células perante as novas condicoes de
nutrientes e comegam a sintetizar os componentes necessarios para o seu crescimento. S&o nestas etapas
que os metabolitos principais de carbono se acumulam (que estdo envolvidos por exemplo na glicélise
e no ciclo de Krebs), assim como os precursores de purina e de pirimidina. Estes compostos séo
essenciais para a producao de energia, sintese de DNA e de aminoacidos (Watanabe et al., 2015).

Em consequéncia de uma limitacdo de nutrientes prolongada, as células entram na fase
estacionaria, durante a qual a proliferacdo e a atividade metabdlica sdo marcadamente reduzidas de
modo a manter a viabilidade sob condi¢cGes de stress. Como resposta a obstrugdo dessas vias
metabolicas, encontra-se descrito que 0s aminoacidos se comecam a acumular, havendo assim uma
menor necessidade de N, e por outro, a energia disponivel é menor e a existente podera ser mais
direcionada para manter a viabilidade celular e ndo para produzir heterdcitos. Estes dois fatores poderao
explicar a diminuigdo da percentagem de filamentos com heterdcitos/nimero total de heterdcitos ao
longo do tempo (Watanabe et al., 2015).

Quanto as diferengas encontradas entre as temperaturas, percebeu-se que as espécies A. gracile
LMECYA40 e C. issatschenkoi LMECYAAS31 reagiram da mesma forma. Perante a condicdo de
temperatura a 10 °C, os parametros avaliados (percentagem de filamentos com heterdcitos e nimero
total de heterdcitos) reportaram valores mais elevados, apesar de ndo serem estatisticamente
significativos. Isto pode ser explicado pelo facto de a 10 °C se ter verificado a formacao de acinetos
com elevados volumes celulares. No interior destas células especializadas hé a formacéo de glébulos de
cianoficina, que contém muitas reservas de N (Sukenik et al., 2015), e, portanto, talvez haja uma maior
necessidade de fixar este nutriente. Por outro lado, baixas temperaturas comprometem a absorgéo de N
e tornam a camada glicolipidea dos heterdcitos mais grossas, diminuindo a taxa de fixacao de N,. Estes
factos podem justificar a necessidade de formar um maior nimero de heterécitos a 10 °C. Na situagéo
de 20 °C, a auséncia de heterécitos nas culturas de C. issatschenkoi LMECY A31 esta de acordo com 0
que foi reportado por Dias et al. (2002). Isto podera ser justificado com base no pressuposto que esta
espécie podera requerer menores concentracdes de N para de dividir. Diferentes espécies poderdo ter
diferentes exigéncias de N e, portanto, as fontes de N, encontradas no meio de cultura Z8 possivelmente
sejam adequadas para cobrir as necessidades de C. issatschenkoi LMECYAS31 e ndo as de A. gracile
LMECYA40.

Pretendeu-se averiguar a existéncia de uma rela¢do entre o nimero de heterécitos e a producao
de STXs totais. Nas culturas de A. gracile LMECYA40 verificou-se que as fases onde ha uma maior
concentracdo de STXs sdo antecedidas por fases onde o nimero de heterécitos é elevado. Isto podera
sugerir que os heterdcitos nas primeiras fases tém um papel fundamental na fixacdo de N2 e na
acumulacdo deste nutriente no interior das células vegetativas. Posteriormente, as reservas de N serdo
suficientes e as células podem aumentar a producdo de STXs. Contudo, apesar das culturas a 10 °C
apresentarem um nmero maior de heterdcitos, isso ndo se repercutiu numa maior sintese de SXTs. Este
é o primeiro estudo que reporta este efeito e mais estudos sdo necessarios para perceber esta possivel
relacdo. Quanto a estirpe C. issatschenkoi LMECYA31, o nimero de heterdcitos a 10 °C manteve-se
praticamente constante ao longo do crescimento, apesar da concentracdo de STXs aumentar. Deste modo
ndo foi possivel constatar uma relagéo entre este tipo de célula especializada e os niveis de producao da
toxina. Este resultado contraria o que foi obtido em Dias et al. (2002), que reportou que as culturas de
C. issatschenkoi LMECYA3L1 perante uma condi¢cdo ndo 6tima de crescimento (limitacdo de Ny)
produziram um elevado nimero de heterdcitos que coincidiu com o aumento de SXTs.
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5.4.2 — Relacdo entre a formagéo de acinetos e concentragéo de STXs

Relativamente aos acinetos, apenas se detetou a sua presenca a temperatura de 10 °C. De facto,
varios estudos demonstraram que a temperatura desempenha um papel fundamental na diferenciacao de
acinetos. Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com os obtidos em Li et al. (1997), que
revelaram que a producédo de acinetos ocorreu a baixas temperaturas em sete espécies de Anabaena spp.
Estes resultados vao contra o que foi observado noutros estudos onde temperaturas moderadas ou
elevadas € que induziram a formacao de acinetos (Cirés et al. 2013b; Pandey, 1989; Pandey & Kashyap,
1987). Este fendmeno pode ter acontecido simplesmente devido a diminui¢do da temperatura, sugerindo
que estas duas espécies podem suportar um inverno rigoroso sob a forma de acinetos. Mas também pode
ter ocorrido porque as células ndo conseguiram captar certos nutrientes. Como ja foi referido, encontra-
se descrito que baixas temperaturas podem diminuir a capacidade que as cianobactérias tém de absorver
nutrientes como o N e o carbono (Sakamoto & Bryant, 1997; Torzillo et al., 1998). A diminui¢do ou
auséncia destes nutrientes sdo responsaveis por induzir a diferenciacdo de acinetos (Singh &
Montgomery, 2011).

No que diz respeito ao volume de acinetos de A. gracile LMECY A40, percebe-se que 0 aumento
deste pardametro entre a fase de adaptacéo e a exponencial inicial se deve ao aumento da sua largura,
uma vez que 0 comprimento se mantém constante. Quanto aos acinetos de C. issatschenkoi
LMECYAZ31, o aumento de volume verificado na primeira fase do crescimento foi devido ao aumento
da largura e do comprimento, sendo que a partir da fase exponencial inicial o decréscimo averiguado foi
devido a diminuicdo do comprimento. Isto parece revelar que a largura é responsavel pelo aumento de
volume dos acinetos de A. gracile LMECYA40, enquanto que o comprimento é responsavel por
aumentar o volume dos acinetos de C. issatschenkoi LMECYA3L. Isto pode ser justificado devido a
propria morfologia das células em condi¢fes normais para o seu desenvolvimento. As células de C.
issatschenkoi LMECYA3L1 sdo bastantes alongadas e estreitas comparativamente as células vegetativas
de A. gracile LMECYA40, que sdo mais largas e menos compridas. A formacdo de acinetos resulta da
fusdo de células vegetativas vizinhas e isso resulta numa forma de acinetos diferentes entre as varias
espécies (Komarek, 2008). Apesar de se verificar estas diferencas entre as estirpes em estudo, ambas
revelaram comprimentos maiores do que os descritos na literatura (Komarek, 2013). Isto pode ser
causado pelas condi¢fes ambientais nas quais as culturas cresceram ou pela variagdo morfoldgica das
celulas vegetativas das quais os acinetos se diferenciaram (Moore et al., 2004).

Quanto ao volume dos acinetos ao longo do tempo, percebeu-se que 0s acinetos de C.
issatschenkoi LMECY A31 aumentaram bastante, e de forma significativa, entre a fase de adaptacéo e a
exponencial inicial. E reconhecido que durante a diferenciacdo de acinetos ha uma acumulacio
intracelular de proteinas totais, N, total (granulos de cianoficina) e DNA. Estes compostos sdo
necessarios para apoiar as necessidades metabélicas e fisiol6gicas na posterior germinacao do acineto
(Moore et al., 2004). Este aumento de componentes moleculares pode fundamentar o grande ao aumento
de volume de acinetos que se verifica, o que estaria de acordo com o descrito em Fay (1988). A partir
da fase exponencial inicial em diante ha um sucessivo decréscimo do volume de acinetos. Como ja foi
reportado, na fase de adaptacdo € o momento em que se verifica o0 auge de metabolitos importantes para
a obtencdo de energia e sintese de DNA, sendo que diminui posteriormente. Portanto, como a fase
exponencial inicial sucede logo a de adaptacgdo, é expectavel que alguns dos metabolitos produzidos
nesta primeira fase sejam direcionados para a formacdo de acinetos, explicando o volume méaximo
atingindo na fase exponencial inicial. Depois verifica-se um progressivo decréscimo, e isso comeca a
ser refletido nos volumes de acinetos na fase exponencial final devido a diminuicdo das reservas de
glicogénio e de Ny, por exemplo. Esta hipdtese é suportada por Perez et al. (2016) uma vez que se
verifica que ha uma diminuicdo destes componentes nos acinetos nas espécies Nostoc punctiforme e
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Anabaena variabilis a partir do 20° dia de cultura, o que corresponde aproximadamente a fase
exponencial inicial deste estudo. Os volumes dos acinetos de A. gracile LMECYA40 aumentaram
ligeiramente entre a fase de adaptacéo e a fase exponencial inicial, mantendo o seu volume nas fases
seguintes. Verificou-se uma manutencdo do volume a partir da fase exponencial inicial o que coincidiu
com o facto de 95 % dos acinetos passarem a estar livres. Isto significa que os acinetos ja estabilizaram
0 seu crescimento e, portanto, a sua formacdo esta completa, podendo desassociar-se das células
vegetativas, passando a encontrar-se livres no meio de cultura. Isto estaria de acordo com Sukenik et al.
(2013) que verificaram que a partir de um certo tempo, a maturacdo dos acinetos em Aphanizomenon
ovalisporum esta completa e as suas dimens@es ja ndo variaram. Durante o processo de maturacao, a
tendéncia é que os acinetos comecem-se a soltar dos filamentos para formar acinetos livres. Os acinetos
livres depositam-se no fundo da coluna de &gua, e em associacdo com 0s sedimentos mantém-se 14 até
gue as condi¢Bes favoraveis para a sua germinacdo ocorram. Percebe-se que na espécie A. gracile
LMECYA40 ha essa tendéncia e que esta de acordo com os resultados de Sukenik et al. (2013) No
entanto, em C. issatschenkoi LMECY A31 esse padrdo ndo ocorreu. Inicialmente todos os acinetos estao
agarrados as células vegetativas, atingindo a sua percentagem maxima na fase exponencial e reduzindo
na estacionaria. O facto de na fase de adaptacdo estarem todos agarrados ao contrario de A. gracile
LMECYA40 podera significar que os acinetos C. issatschenkoi LMECYA31, devido as suas grandes
dimens6es, poderdo demorar mais a atingir esse estado de maturacao.

A relacédo entre a formagao de acinetos e a concentragdo de STXs totais foi também analisada.
Os resultados parecem indicar que a producdo de STXs pela estirpe A. gracile LMECYA40 n&o ficou
comprometida com a formacdo de acinetos. O oposto verificou-se na estirpe C. issatschenkoi
LMECYAZ31, cuja produgdo a 10 °C ficou reduzida a metade, pondo a hipotese que esta redugdo pode
estar relacionada com a formag&o de acinetos com um elevado volume, para promover a acumulagéo de
granulos de cianoficina. Estes dados estariam de acordo com o observado em Dias et al. (2002), que
reportou que em culturas de C. issatschenkoi LMECYA3L1, expostas a um meio com limitacdo de P,
houve a indu¢do da formacdo de acinetos, levando a diminuicdo da sintese de STXs. Quanto a estirpe
A. gracile LMECY A40 nunca foram realizados estudos que relacionem estes dois pardmetros.

5.5 - Ensaios de RT-real-time-PCR e relacdo com a concentracédo de STXs

Apesar de ndo se ter detetado a expressdo do gene sxtA, é expectavel que em algum momento
0s transcritos de SxtA tivessem de existir uma vez que se quantificou STXs. A codificagdo do gene sxtA
produz uma enzima que participa no primeiro passo da via biossintética das STXs (Kellmann et al.,
2008) A SxtA é descrita como um complexo multienzimatico constituido por médulos de PKS. Os
transcritos destas proteinas poderao ser mais abundantes durante a noite, sendo talvez este o motivo pelo
qual ndo se detetou a sua presenca. Penn et al. (2014) demonstraram que os transcritos de genes PKS
que participam na sintese da microcistina aumentaram durante a noite. As células parecem dispensar
mais energia para a sintese de toxinas durante a noite. Isto é explicado com base na hip6tese de ser uma
adaptagcdo perante ao aumento de alimentacdo noturna de Daphnias. De facto, certos estudos
documentaram que as Daphias realizam uma migracéo vertical, atingindo a superficie das dguas durante
o crepusculo (Haupt et al., 2010). Como a recolha de aliquotas para extracdo de RNA foi feita sempre a
mesma altura do dia, coincidindo sempre com o periodo diurno da cAmara de Fitoclima, talvez tenha
sido esta a causa pela qual ndo se detetaram os transcritos SxtA. No entanto, mais estudos serdo
necessarios para averiguar o sucedido, uma vez que o gene foi amplificado no PCR convencional
(usando DNA) e conseguiu-se obter as retas de calibracdo. Outra das hip6teses colocadas é que talvez o
método que se utilizou para a preservacdo das amostras de RNA n&o seja 0 mais adequado para manter
0s transcritos de sxtA intactos. Li et al. (2019) demonstraram a rapida degradacdo de um gene que
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participa na sintese de microcistina (mcyH) quando as amostras foram guardadas a -80 °C, apesar do
numero de cdpias do gene rRNA16S se manter praticamente constante. Este estudo considerou que o
melhor método de preservar o RNA em amostras de Microcystis seria em azoto liquido. Talvez fosse
interessante utilizar esta técnica de preservacdo nas amostras deste estudo e averiguar se ja seria possivel
a detecAo da expressdo do gene sxtA. A semelhanca do que foi descrito no estudo anterior, neste trabalho
foi possivel detetar os transcritos de rRNAL6S, sxtM e sxtPer, o que esta de acordo com a sugestdo de
gue a degradacdo causada pela temperatura ndo afeta da mesma forma a expressao de todos 0s genes
(Carvalhais et al., 2013).

De forma a contornar esta questao tentou-se detetar os transcritos de sxtl. Era importante obter-
se niveis de expressdo de um gene que participasse na via biossintética das STXs de modo a
correlacionar com a sintese de STXs. Contudo também néo se detetou nenhuma expressao deste gene
nas varias amostras testadas.

Até agora, nestas duas estirpes, nunca foi estudado o efeito que as diferentes fases do
crescimento exercem na expressao de genes codificadores de proteinas transportadoras, nem a sua
relagdo com a concentracdo de STXs totais. Contudo, percebeu-se que o decorrer do tempo afeta de
forma diferente o nivel de expressdo dos genes sxtM e sxtPer dependendo da temperatura em que as
culturas de cianobactérias cresceram. Em certos momentos, foi possivel estabelecer uma ligagéo entre
este fator e a concentracdo de STXs. Nas culturas de A. gracile LMECY A40 expostas a temperatura de
10 °C percebeu-se que hd uma maior expressdo dos genes sxtM e sxtPer nas fases em que se verificou
maior producdo de STXs, 0 que podera significar uma maior quantidade de STXs extracelulares nos
corpos de 4gua mesmo em fases precoces do crescimento cianobacteriano, como por exemplo, na fase
exponencial inicial. Ndo foi possivel estabelecer esta relagdo a 20 °C, no entanto na fase exponencial
inicial verificou-se um ligeiro aumento da expressdo génica que coincidiu com o inicio do aumento da
concentragdo de STXs totais. Em C. issatschenkoi LMECYA31, de uma forma geral, nas duas
temperaturas testadas, ndo se verificou nenhuma relacdo entre estes dois parametros, exceto na fase
exponencial final e na estaciondria nas culturas expostas a 10 e 20 °C, respetivamente. Também nesta
estirpe parece que a maior ocorréncia de STXs extracelulares podera acontecer no fim do crescimento.

Por outro lado, avaliou-se a expressdo dos genes sxtM e sxtPer em cada fase do crescimento,
observando-se que a temperatura exerceu efeito na sua expressdo, nas duas espécies em estudo. Nas
culturas de A. gracile LMECYA40, a expressdo de ambos 0s genes responsaveis pelo transporte de
STXs apresentou 0 mesmo padréo. Nas fases iniciais do crescimento (fase de adaptacéo e exponencial
inicial), os valores de expressdo a 10 °C foram estaticamente inferiores aos obtidos a 20 °C. Nas Gltimas
fases do crescimento detetou-se o0 oposto. Estes resultados estdo de acordo com o observado por Cirés
et al. (2017) que verificaram que a temperatura teve efeito nos niveis de transcri¢do destes dois genes
na estirpe A. gracile UAMS529. Esse trabalho analisou temperaturas proximas (12 e 23 °C) das testadas
neste trabalho, porém o seu estudo reportou apenas dados até a fase exponencial final. Cirés et al. (2017)
revelou que durante todo o tempo, a expressdo génica a 12 °C, foi, de forma geral, estatisticamente
superior a obtida a 23 °C sendo que a diferenca entre as duas temperaturas foi aumentando gradualmente
com a progressdo do tempo. Comparando os resultados apresentados em Cirés et al. (2017) com os
obtidos no trabalho aqui realizado, verifica-se que somente a fase exponencial estd em concordancia.

No que diz respeito & espécie C. issatschenkoi LMECYA31 também se verificou que a
temperatura de 10 °C teve um efeito nos niveis de transcricdo de ambos os genes. Mais uma vez 0s
transcritos de sxtM e sxtPer apresentaram um padrdo de expressao semelhante. Uma vez que este é 0
primeiro estudo em que se analisa o efeito que a temperatura tem na express@o dos genes do cluster sxt
em C. issatschenkoi LMECYA31, ndo podemos comparar os resultados aqui obtidos.

Quando se averiguou se existiria alguma relagéo entre o0 aumento da expresséo destes transcritos
com um aumento da produgdo de STXs constatou-se que na estirpe A. gracile LMECYA40, estes dois
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pardmetros coincidiram na fase exponencial final e estacionaria. Tendo em conta que varios estudos
referem que as STXs extracelulares podem representar uma grande percentagem da toxina total, nestas
duas fases é possivel colocar a hipétese que mesmo a baixas temperaturas (como 10 °C) h&a uma grande
guantidade de STXs exportadas que poderdo entrar em contacto com o0s organismos de agua doce ou até
mesmo os utilizadores de &guas recreativas. Também Cirés et al. (2017) notaram uma relacdo direta
entre a taxa de transcrigcdo de sxtM e sxtPer e a taxa de producédo de STXs na estirpe A. gracile UAM529
a 12 °C. Quanto a estirpe C. issatschenkoi LMECYAZ31, esta relacdo nem sempre foi possivel de se
estabelecer. Na fase exponencial final verifica-se uma maior transcrigdo de sxtM e sxtPer, 0 que podera
indicar uma maior exportacdo de STXs, contudo na fase seguinte jA ha uma sub-expressdo destes
transcritos. Isto pode ser fundamentado pelo facto da expressdo do gene rRNA 16S ter variado
significativamente na fase estacionaria entre as duas temperaturas. Desta forma, a estabilidade do gene
de referéncia ndo se verificou, e, portanto, os dados obtidos de quantificacdo génica na fase estacionaria
podem ter sido enviesados. Para além disto, também se pode colocar a hipdtese que a menor expressao
na Gltima fase analisada podera ter acontecido por duas razfes: 1) as cianobactérias ja exportaram a
maior parte das STXs, tendo uma menor necessidade de exportar as toxinas na fase estacionaria ou, 2)
porque na fase exponencial final ja transcreveram suficientemente os genes nas fases anteriores e
consequentemente ja codificaram o nimero adequado de transportadores, ndo sendo por isso necessario
a sua continua expressdo. Nesta estirpe também se observa que a temperatura de 10 °C também teve
efeito na expressdo dos genes e que em certos momentos se correlacionou com um aumento de STXs,
pondo a hipbtese que ha uma elevada percentagem de STXs a serem exportadas, 0 que,
consequentemente, pode representar um perigo para a salde humana e animal, mesmo quando a agua
se encontra a baixas temperaturas. De forma a verificar-se todas as suposi¢Oes descritas seria importante
fazer-se uma analise diferenciada das fragfes intracelulares e extracelulares das STXs.

Em suma, observou-se que o gene de referéncia ndo foi sempre estavel, assim todos os
resultados obtidos nos ensaios de RT-real-time-PCR tém que ser alvo de uma analise cautelosa, tendo
em consideragao que em certos momentos os valores de expresséo obtidos podem ter sido influenciados
por questdes do método de analise, ndo representando assim a sua real expressdo. A auséncia da
estabilidade dos niveis de transcricdo do gene de referéncia sob diferentes condicdes ambientais e
diferentes espécies ja tinha sido reportado em estudos anteriores (Dheda et al., 2004; Luo et al., 2019).
De forma a minimizar esta influéncia individual e experimental, é recomendado o0 uso de trés ou mais
genes de referéncia (Pinto et al., 2012). Também ¢é relevante ressalvar que nos casos onde se verificou
a auséncia de relacdo entre a quantidade de toxinas produzidas e a expressdo dos genes-alvo nas
diferentes temperaturas e nos diferentes tempos de culturas, nas duas estirpes deste trabalho, pode ser
devido ao facto de haver uma sub-regulagdo a nivel pos-transcricional ou pos-translacionais (Cirés et
al., 2017). Assim, uma elevada expressdo génica de sxtM e sxtPer pode ndo corresponder diretamente a
uma elevada concentracdo de STXs totais.
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O presente estudo demonstra uma forte relacdo entre o crescimento das estirpes A. gracile
LMECYAA40 e C. issatschenkoi LMECYAZ3L1 e a temperatura. Temperaturas baixas (10 °C) resultam
numa diminuicdo do crescimento, comparativamente a temperaturas amenas (20 °C). No entanto, a sua
capacidade de adaptacdo sugere que a monitorizacao destas espécies devera ser alargada aos periodos
de primavera e outono, em que a temperatura das aguas se situa entre os 10 e 23 °C (Cirés et al., 2017).
No atual contexto das alteracBes climaticas, em que a temperatura média das dguas tem tendéncia para
aumentar e sabendo-se que as aguas doces superficiais do sul de Portugal tém uma temperatura média
de 16 + 1 °C, podendo portanto rapidamente chegar ao 20 °C, torna-se evidente que sendo a taxa de
crescimento destas duas estirpes, principalmente C. issatschenkoi LMECYA31, superior a 20 °C face a
10 °C, é espectavel que estas duas estirpes formem blooms com elevadas densidades celulares a
temperaturas amenas.

Este trabalho também mostra que as temperaturas mais favoraveis ao crescimento parecem
estimular a producdo de STXs totais e STXs por célula. Em condi¢es de temperatura baixa (10 °C),
ambas as estirpes responderam de forma diferente. Enquanto a produgdo de STXs totais diminuiu
drasticamente nas culturas de C. issatschenkoi LMECYA31 quando expostas a 20 °C, as culturas A.
gracile LMECY A40 continuaram a produzir praticamente a mesma guantidade. Por outro lado, os dados
obtidos sugerem uma sobre-expressdo dos genes sxtM e sxtPer a temperatura de 10 °C foi acompanhada
por o0 aumento de STXs totais, 0 que podera implicar uma maior concentracdo de STXs extracelulares.
Estes indicios podem sugerir que as STXs podem ser exportadas como um mecanismo protetor contra a
diminuicdo de temperatura, explicando deste modo, o bom crescimento destas duas estirpes a baixas
temperaturas. Salienta-se, também, que as fases mais tardias do crescimento correspondem as fases de
maior expressdo genica. Estas observagdes reforcam a necessidade de controlar a concentragdo destas
toxinas mesmo quando as temperaturas da agua sdo baixas. Extrapolando 0s nossos resultados para o
contexto real, a maior producdo de STXs dissolvidas podera ocorrer no final da fase exponencial e
estacionaria, 0 que podera constituir um problema ambiental e de satde publica, mesmo antes de se
verificar a ocorréncia de lise celular.

Em A. gracile LMECY A40 a formacéao de um elevado numero de heterdcitos em fases precoces
do crescimento parece ser um dos fatores que pode promover o aumento de SXTs totais, € no que diz
respeito a C. issatschenkoi LMECY A31, a formacéo de acinetos com grandes volumes coincidiu com a
reducdo a producgdo de STXs. Contudo, a relagdo entre estes dois parametros (heterdcitos e acinetos) e
a producdo de STXs deixa muitas questdes em aberto sendo necessario realizar mais estudos para
esclarecer estas observagdes preliminares. A producdo de acinetos a 10 °C, nas duas estirpes, revelou
gue mesmo que as culturas ndo crescam, podem resistir € manter-se nos corpos de agua até reunirem
todas as condi¢Bes favoraveis para voltar a crescer ativamente. Deste modo talvez fosse interessante
estudar algumas amostras ao nivel dos sedimentos que se encontram no fundo dos corpos de &gua. De
forma a perceber se o que foi verificado in vitro também ocorre in vivo.

Em suma, o presente estudo contribui para novos conhecimentos sobre o modo como a
temperatura e o crescimento cianobacteriano contribuem para a regulagdo da expressdo dos genes sxtM
e sxtPer, principalmente em C. issatschenkoi LMECY A3L1. Por outro lado, estudou-se também o efeito
que o tempo tem na expressdo dos genes relacionados com o transporte de saxitoxinas nas estirpes A.
gracile LMECYA40 e C. issatschenkoi LMECYAZ31, sendo este o primeiro trabalho realizado neste
sentido. A técnica de RT-real-time-gPCR utilizada neste trabalho na presente investigacdo demonstrou
ser uma ferramenta com imensas vantagens, e imprescindivel no estudo da expressdo génica. Estas
informacdes poderdo ser incorporadas em modelos preditivos que sdo ferramentas Uteis para se prever
a ocorréncia de blooms téxicos ou poderdo ser empregues no desenvolvimento de novas técnicas de
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monitoriza¢do que permitam gerir o desenvolvimento destes blooms e a producdo de cianotoxinas,
minimizando assim 0s riscos para a saude humana e animal.
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Dado que a temperatura de crescimento é um parametro abidtico fundamental que varia
substancialmente na natureza, é expectavel que as cianobactérias exibam respostas adaptativas as
mudangas de temperatura. Contudo, poucos estudos tém sido realizados no sentido de perceber qual a
influéncia que a temperatura tem no crescimento e na fisiologia das cianobactérias, e os efeitos que a
temperatura tem na regulacéo de genes responsaveis pela sintese de cianotoxinas.

Apesar de algumas limitacGes, este estudo traz novos conhecimentos para esta tematica. Com
recurso a técnicas modernas (RT-real-time-gPCR) foi possivel providenciar novos conhecimentos sobre
0 modo como a temperatura influencia a expressdo génica nas espécies A. gracile LMECYA40 e C.
issatschenkoi LMECYA31 e relacionar com o seu crescimento com a producao de STXs. Contudo ficam
muitas questdes em aberto que interessa investigar para colmatar a falta de informacéo existente.

Tendo em conta que a temperatura influenciou diferencialmente todos os pardmetros
investigados nas duas estirpes, seria importante conduzir o mesmo tipo de estudo, por exemplo, em
varias espécies produtoras de STXs, e inclusive em diferentes estirpes das mesmas espécies. Por outro
lado, seria interessante testar uma gama de temperaturas mais ampla ou combinando a temperatura com
outros fatores abioticos (pH, concentragdo de nutrientes e intensidade luminosa) de forma a representar
outros contextos reais que se podem encontrar no habitat natural. Outro fator a considerar, geralmente
esquecido, que parece afetar a produgdo de cianotoxinas e a respetiva expressdo génica é o ciclo
circadiano. Deviam-se conduzir mais estudos no sentido de avaliar que influéncia tem este pardmetro
na transcrigdo génica.

Todas as mudangas verificadas ao nivel transcricional poderéo ser complementadas por exemplo
ao recorrer-se a técnicas moleculares mais avangadas como a protedmica e RNA-Seq de forma a
compreender a complexa regulagdo da sintese e transporte de STXs em cianobactérias.

Este estudo também sugeriu que 0 aumento do nimero heterdcitos (que leva a um aumento dos
contetdos intracelulares de N,) poderéd proporcionar o aumento da produgdo de STXs ou potenciar a
formacdo acinetos. Sdo necessarios mais estudos no sentido de perceber de que modo a producao de
heterdcitos pode estar envolvida nestas duas situagoes.

Também seria interessante analisar a influéncia da temperatura na expressdo génica do gene
hetR (gene responsavel por induzir a diferenciacéo de heterdcitos e acinetos) e relacionar posteriormente
com os niveis de expressdo de genes relacionados com a sintese de STXs e produgdo de STXs totais.

Por outro lado, a extracdo ou a visualizagdo, por microscopia, dos granulos de cianoficina
poderia ajudar a confirmar esta relacdo entre o tamanho dos acinetos e os fatores enumerados
anteriormente.
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9. Anexos

Anexo |

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

Tabela | — Composicdo do meio Z8 usado para o crescimento de cianobactérias. As quantidades apresentadas

foram adicionadas a 1 L de agua.

Solugdo stock Quantidade
Solucéo A 10 mL/L
Solucéo B 10 mL/L
Solugdo Fe-EDTA 10 mL/L
Solugéo de micronutrientes 1mL/L

Tabela Il - Composicado da solugdo A. As quantidades apresentadas foram adicionadas a 1 L de agua.

Componente Quantidade
NaNOs 46,7 g/lL
Ca(NO3)2.4H20 5,90 g/L
MgSO4.7H0 2,50 g/L
Tabela 111 — Composicado da solugdo B. As quantidades apresentadas foram adicionadas a 1 L de agua.
Componente Quantidade
K2HPO4 31g/L
Na2CO3 2,1g/L

Tabela IV — Composicéo da solugdo Fe-EDTA. As quantidades apresentadas foram adicionadas a 1 L de agua.

Componente Composicao Quantidade
FeCls 2,8 g FeCls.6H20 dissolvidos em 100 mL 10 mL
de HCI 0,1 M/L &gua destilada
EDTA 3,9 g EDTA-Nazdissolvidos em 100 mL 9,5mL
de NaOH 0,1 M/L é4gua destilada

Tabela V — Composicéo da solucéo de micronutrientes. As quantidades apresentadas foram adicionadas a 1 L

Componente Quantidade
Na;W0O4.2H.0 0,00330 g/L
(NH4)M0702.4H20 0,00880 g/L
KBr 0,01200 g/L

Kl 0,00830 g/L
ZnS04.7TH20 0,02870 g/L
Cd(NO3)2.4H20 0,01550 g/L
Co(NO3)2.6H20 0,01460 g/L
CuS04.5H20 0,01250 g/L
NiSO4(NH2)2S04.6H20 0,01980 g/L
Cr(NOs3)3.9H.0 0,04100 g/L
V205 0,00089 g/L
Alx(S04)3K2504.24H,0 0,04740 g/L
H3BOs 0,31000 g/L
MnS0O4.4H20 0,22300 g/L
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Anexo |1
Inoculagdo das amostras independentes (n=2)

E importante estabelecer-se a diferenca entre replicados e amostras independentes. Os
replicados servem como um controlo de qualidade interno do pardmetro que foi analisado na mesma
amostra biologica. As amostras independentes (n) representam o numero de vezes que a mesma
experiéncia foi realizada. As amostras independentes tém como objetivos mostrar a reprodutibilidade
dos resultados obtidos (Cumming et al., 2007; Vaux et al., 2012).

Inicialmente tinha-se pensado fazer a experiéncia apenas com uma amostra independente para
cada espécie a cada temperatura (n=1). Contudo, com o decorrer do trabalho, constatou-se a
disponibilidade de material suficiente para se fazer duas amostras independentes de cada espécie, para
cada temperatura (n=2) de modo a providenciar uma maior confianga nos resultados finais. Geralmente,
considera-se n=3, contudo neste trabalho ndo foi possivel realizar-se trés independentes devido a
limitagdo de materiais. Também em Yunes et al. (2009) se usou n=2.

Uma vez que estas mudancas no desenho experimental ocorreram depois de se ter iniciado a
experiéncia, algumas amostras independentes ndo foram inoculadas em simultaneo. A tabela seguinte
representa quais as culturas que foram ou ndo inoculadas ao mesmo tempo.

Tabela VI - Inoculagdo simultdnea de amostras independentes das espécies Aphanizomenon gracile
LMECYAA40 e Cuspidothrix issatschenkoi LMECYA31.
Temperatura A. gracile C. issatschenkoi
10 °C Sim N&o
20°C Néo N&o
30°C Sim Sim

Como todos os parametros foram analisados em duas amostras independentes, foi
possivel realizar-se uma analise estatistica.

Testes usados na andlise estatistica

- Teste de Correlacdo de Pearson

O teste de correlacdo de Pearson tem como objetivo avaliar se duas variaveis estao relacionadas
entre si (McDonald, 2009). Neste trabalho utilizou-se somente este teste para se averiguar a existéncia
de uma relagéo entre o crescimento e a temperatura.

Para tal é necessaria a formulacdo das seguintes hipoteses:

Ho (hip6tese nula)
Hs (hipotese alternativa)

O crescimento e a temperatura sdo independentes
O crescimento e a temperatura ndo sdo independentes

O teste foi realizado com uma significAncia de 95%. Caso o valor de p obtido fosse superior a
0,05 (p > 0,05), aceita-se a hipotese nula, ndo se estabelecendo uma relacéo entre o crescimento e a
temperatura. Caso contrario, se o valor de p obtido for inferior ou igual a 0,0,5 (p < 0,05) rejeita-se a
hip6tese nula e, portanto, afere-se uma relacéo entre o crescimento e a temperatura.

-Testes-t
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Os testes-t sdo testes paramétricos que permitem estabelecer uma comparacao entre a média de
uma varidvel de uma amostra com a média da mesma variavel noutra amostra. Existem trés tipos de
testes-t: amostras independentes, amostras emparelhadas e para uma amostra. Neste trabalho recorreu-
se ao teste-t de amostras independentes e ao teste-t de amostras emparelhadas (McDonald, 2009).

Teste-t de amostras independentes: Aplica-se quando se pretende comprar as médias de uma
variavel em dois grupos biolégicos independentes (McDonald, 2009). Neste estudo em concreto
aplicou-se este tipo de test-t para comparar diferencas estatisticamente significativas entre as culturas
expostas a 10 e 20 °C.

Para tal é necesséria a formulacdo das seguintes hipoteses:

Ho (hipdtese nula) As meédias das duas amostras sdo iguais
H, (hipotese alternativa) As médias das duas amostras sdo diferentes

O teste foi realizado com uma significancia de 95%. Caso o valor de p obtido fosse superior a
0,05 (p > 0,05), aceita-se a hipotese nula, e os valores médios das duas amostras sdo iguais. Caso
contrério, se o valor de p obtido for inferior ou igual a 0,0,5 (p < 0,05) rejeita-se a hip6tese nula e,
portanto, afere-se que as medias das amostras apresentam diferengas estatisticamente significativas entre
Si.

Teste-t de amostras emparelhadas: Aplica-se em estudos onde os grupos biolégicos sdo
observados vérias vezes ao longo da experiéncia (McDonald, 2009). Neste trabalho cada estirpe foi
avaliada quatro vezes ao longo do tempo (fase de adaptacdo, exponencial inicial e final, e estacionaria),
e pretendeu-se perceber se havia diferencas estatisticamente validas entre si.

Para tal é necesséria a formulagdo das seguintes hipoteses:

Ho (hipotese nula) A diferencas entre as médias das amostras é zero
H; (hipotese alternativa) | A diferencas entre as médias das amostras é diferente de zero

O teste foi realizado com uma significancia de 95%. Caso o valor de p obtido fosse superior a
0,05 (p > 0,05), aceita-se a hipdtese nula, e a diferenca entre as médias das amostras é zero. Caso
contrério, se o valor de p obtido for inferior ou igual a 0,0,5 (p < 0,05) rejeita-se a hip6tese nula e,
portanto admite-se que as diferentes fases do crescimento possuem diferengas estatisticamente
significavas entre si.

De salientar que para se usar estes dois tipos testes-t foi necessario garantir dois pressupostos:
as amostras tém que apresentar uma distribui¢cdo normal e uma homogeneidade de variancias. Portanto,
recorreu-se aos seguintes dois testes:

- Teste Kolmogorov-Smirnov: E um teste ndo paramétrico que permite avaliar se uma
populacdo segue uma distribuicdo normal (Lilliefors, 1967).
Para tal é necessaria a formulacdo das seguintes hipoteses:

Ho (hipotese nula) A distribuicdo de cada amostra possui uma
distribuicdo normal
H: (hipotese alternativa) A distribuicdo de cada amostra ndo possui uma
distribuicdo normal
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O teste foi realizado com uma significancia de 95%. Caso o valor de p obtido fosse superior a
0,05 (p > 0,05), aceita-se a hipdtese nula, e a amostra analisada possui uma distribui¢cdo normal. Caso

contrario, se o valor de p obtido for inferior ou igual a 0,0,5 (p < 0,05) rejeita-se a hipdtese nula e,
portanto ndo tem uma distribuicdo normal.

- Teste de Levene: Permite averiguar se duas amostras em estudo possuem iguais
variancias (Gastwirth et al., 2009).

Para tal é necesséria a formulagdo das seguintes hipéteses:

Ho (hipdtese nula) As variancias das duas amostras sdo iguais

H; (hipotese alternativa) As variancias das duas amostras séo diferentes

O teste foi realizado com uma significancia de 95%. Caso o valor de p obtido fosse superior a
0,05 (p > 0,05), aceita-se a hip6tese nula e as variancias entre as duas amostras sdo iguais. Caso

contrario, se o valor de p obtido for inferior ou igual a 0,0,5 (p < 0,05) rejeita-se a hipdtese nula e,
portanto as variancias sdo diferentes.

Em suma:

Teste de correlacdo de Pearson Averiguacdo de uma relacdo entre o
crescimento e a temperatura

Validagéo dos pressupostos
Teste-t necessarios para o uso do teste-t
através:

- Teste Kolmogorov-Smirnov

- Teste Levene

Amostras independentes

Amostras emparelhadas

1

|
Averiguacdo de diferengas

estatisticamente estatisticamente
significativas entre grupos significativas  entre  as
expostos a diferentes diferentes fases do

condigdes de temperatura. crescimento cianobacteriano.

Averiguacdo de diferengas
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Anexo 111
Protocolo de extracéo de DNA

(Adaptado de Santos & Phillips, 2009)

Tabela VII — Material utilizado Tabela VIII — Equipamento
na extracdo de DNA. utilizado na extragdo de DNA.
Material Equipamento
Tubos eppendorf de 1,5 mL e 2 mL Hotte (Kottermann)
Microesferas de vidro 425-600 um (Sigma) Voértex (Fisher Bioblock Scientific)
Tampéo de lise Centrifuga (Centrifuge 5415 C)
Fenol
Cloroférmio
Isopropanol
Etanol 70%
Gelo
Agua destilada DNase/RNAse free (Gibco)
Micropipetas e pontas

Procedimento:

©o~No GO~

R ol
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Colocar uma pequena quantidade de cultura fresca concentrada em tubos de 2 mL.
Adicionar 0,2 g de microsferas de vidro 425-600 pm.

Juntar 500 pL do tampao lise™.

Transferir as amostras para o gelo.

Adicionar 500 pL de alcool isoamilico, na hotte.

Agitar no vortex durante 20 min, a velocidade maxima.

Centrifugar durante 25 min, a 14500 rpm.

Descartar o sobrenadante.

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

. Centrifugar durante 5 min, 14500 rpm.

Descartar o sobrenadante.

. Secar o pellet com o tubo aberto e invertido a temperatura ambiente durante 5-10 min.
. Adicionar 50 pL de agua destilada DNase/RNAse free.
. Conservar a -20 °C.

1Tabela IX— Composicdo do tamp&o de lise utilizado na extracdo de DNA.

Componente Concentracéo
NaCl 100 mM
Tris-HCI pH 8.0 10 mM
EDTA 1 Mm
Triton X-100 2%
SDS 1%
PVPP 1% (p/v)
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Anexo IV
Protocolo de extracdo de RNA

(Adaptado de Valério et al., 2016)

Tabela X — Material utilizado na Tabela XI — Material utilizado na
extracdo de RNA. extracdo de RNA.
Material Equipamento
Tubos eppendorf de 2 mL Hotte (Kottermann)
Microesferas de vidro 425-600 pum (Sigma) Vortex (Fisher Bioblock Scientific)
TRIzol® (Invitrogen) Centrifuga refrigerada (4°C)
Gelo Banho
Cloroférmio
Isopropanol
Etanol 75%
Agua destilada DNase/RNAse free (Gibco)
Micropipetas e pontas

Procedimento:

© o N gD RE
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Depois de se recolher a amostra para os tubos eppendorf de 2 mL, centrifugar e eliminar o sobrenadante.
Guardar o pellet a -80°C até extrair o RNA.

Descongelar as amostras e adicionar esferas de vidro nos tubos de 2 mL estéreis contendo o pellet das células.
Adicionar 1 mL de TRIzol.

Partir as células fazendo 6 ciclos alternados de: 1 min no vortex - 30 s no gelo.

Colocar a 30°C, 5 min.

Adicionar 0,2 mL de cloroférmio.

Agitar vigorosamente a mao.

Colocar a 30°C, 3 min.

. Centrifugar 15 min, a 12000 x g, 4°C.

. Transferir a fase aquosa para um tubo de 1,5 mL estéril e frio.
. Adicionar 0,6 mL de isopropanol.

. Colocar a 30°C, 10 min.

. Centrifugar 10 min, a 10000 x g, a 4°C.

Eliminar o sobrenadante.
Lavar o pellet com 1 mL de etanol 75%.

. Centrifugar 5 min, a 7500 x g, a 4°C.

Eliminar o etanol por inversdo e deixar a secar o pelltet a temperatura ambiente.
Dissolver em 40 pl de H20 Gibco e quantificar por espectrofotometria (NanoDrop)

. Guardar a -80°C.
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Anexo V

Condigdes usadas no PCR convencional

Tabela XI11 — Temperatura de annealing e volume de cloreto de magnésio necessarios para a amplificacdo 6tima

dos genes em estudo.

Gene Temperatura de Quantidade de
annealing MgClz a 50 mM
SXtA 50°C 1,5uL
SXtM 53°C 2,0 uL
sxtPer 52°C 1,5puL
rRNA 16S 59°C 2,0 L
Tabela X111 — Programa usado na realizagdo do PCR convencional.
Fase Temperatura Tempo Ciclo
Desnaturacdo inicial 94°C 5 min 1x
Desnaturacéo 94°C 45 seg
Annealing Tann (descrita na tabela XI) 45 seg 39x
Extensao 72°C 90 seg
Extensao final 72°C 5 min 1x
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Anexo VI

Condicdes usadas no RT-real-time-qPCR

Tabela X1V - Programa usado na construgdo das retas padrdo para RT-real-time-qPCR.

Fase Temperatura Tempo Ciclo
Desnaturacdo inicial 95°C 10 min 1x
Desnaturagdo 95°C 45 seg
Annealing 60°C 45 seg 40x
Extensao 72°C 90 seg
Melting 50°C - 95°C Por cada seg aumenta 1°C 1x

Tabela XV - Programa usado nos ensaios de quantificagdo da expressdo génica em RT-real-time-qPCR.

Fase Temperatura Tempo Ciclo
Transcricdo reversa 42°C 10 min 1x
Ativacdo da polimerase 95°C 10 min 1x
Desnaturacéo 95°C 15 seg 40x
Annealing 60°C 30 seg
Extensao 72°C 30 seg
Melting 50°C - 95°C Por cada seg aumenta 1°C 1x
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