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RESUMO

Cylindrospermopsis raciborskii é uma cianobactéria planctdnica de dgua
doce, conhecida por produzir cilindrospermopsina, toxinas paralisantes e
alguns outros compostos ainda ndo identificados. Esta espécie,
originalmente identificada como restrita a regides tropicais, apresenta
grande capacidade de invasdo e adaptacdo em corpos d’agua ao redor do
mundo. Na lagoa do Peri, um lago polimitico subtropical, localizado na
costa sul do Brasil, C. raciborskii representa cerca de 90% da densidade
do fitoplancton total, mostrando-se dominante durante a maior parte do
ano. O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar duas cepas, LP1,
isolada em 2006, e LP2, isolada em 2013, ambas na Lagoa do Peri,
guanto sua morfologia, ecofisiologia e seu perfil de toxinas, bem como,
sua filogenia, além de relacionar o conteido de toxinas com 0s niveis
relativos de transcritos dos genes sxtA, sxtB, sxtl e sxtS, presentes no
agrupamento responsavel pela biossintese da saxitoxina. As duas, LP1 e
LP2, cepas apresentaram 100% de identidade nas sequéncias parciais
correspondentes aos genes 16S rRNA, ITS e rpoC1, entretanto, possuem
caracteristicas morfoldgicas, ecofisioldgicas e toxicoldgicas distintas.
As cepas apresentam morfologias distintas e diferencas significativas
guanto ao comprimento e volume dos tricomas. A cepa LP2 mostrou
uma tendéncia a maiores taxas de crescimento que a cepa LP1, nas trés
temperaturas (17°C, 22°C e 28°C) e nas trés razGes N:P (4,5:1, 10:1 e
40:1) testadas. Ambas as cepas apresentam baixo requerimento de luz,
mas foram capazes de tolerar intensidades luminosas em torno de 200
umol photons.m?2.s™. A cepa LP2 apresentou maior concentragio de
clorofia-a e também maior dissipacdo de energia nao fotoquimica (NPQ)
gue a cepa LP1, e quando exposta a altas intensidades luminosas,
apresentou tricomas com maior volume. Com relacdo a producdo de
toxinas, a cepa LP2 apresentou um potencial toxico maior que a cepa
LP1, uma vez que apresentou uma maior variedade de andlogos, sendo,
portanto, considerada mais tdxica, de acordo com o nivel de toxicidade
de cada variante. A cepa LP1 ndo amplificou nenhum dos gene
selecionados da via de biossintese da saxitoxina, logo, apresentou
auséncia de expressdo dos mesmos. De um modo geral, a expresséo
relativa dos genes sxtA, sxtB, sxtl e sxtS, foi menor na cepa LP2, quando
comparada com os niveis relativos de transcritos da cepa C. raciborskii
T3, usada como controle. Entretanto, sé foi observada diferenca
estatistica nos niveis de transcritos do gene sxtA. Também ndo foi
observada diferenca estatistica entre os niveis relativos de transcritos
dos quatro genes, dentro da mesma cepa. Esses resultados reforcam a



hipétese que existam diferentes ecOtipos desta espécie, que
provavelmente se originaram em resposta as variagcbes ambientais
existentes na Lagoa do Peri. A sua dominancia durante grande parte do
ano pode ser explicada pela alternancia desses ecdtipos na contribuigdo
de biomassa total de acordo com suas vantagens fisioldgicas,
contribuindo para o sucesso ecoldgico da espécie.

Palavras-chave: cianobactéria; cianotoxinas; ecofisiologia; ecétipos;
expressao génica






ABSTRACT

Cylindrospermopsis raciborskii is a freshwater planktonic cyanobacteria
recognized to produce the alkaloid cylindrospermopsin, paralytic
shellfish poisoning (PSP) toxins, and some other unknown compounds.
This species, previously restricted to the tropics, has great ability of
invasion and adaptation, and is currently found in water bodies from a
wide range of latitudes. In Peri Lagoon, a subtropical polimytic lake
located at the southern coast of Brazil, the species represents about 90%
of the total phytoplankton, being dominant for most part of the year. In
the present work we attempted to characterize two strains of C.
raciborskii, LP1, isolated in 2006, and LP2, isolated in 2013, from Peri
Lagoon, for their morphology, ecophysiology, phylogeny and toxin
profiles. In addition, the relationship between the toxin content and the
relative transcripts level of sxtA, sxtB, sxtl and sxtS genes were
evaluated. Both LP1 and LP2 strains showed 100% identity in the
partial sequences corresponding to the 16S rRNA, ITS and rpoC1 genes,
however, they have different morphological, ecophysiological and
toxicological characteristics. The strains showed different morphologies
and significant differences in the length and volume of trichomes. LP2
strain showed a tendency to higher growth rates than the LP1 strain at
the three temperatures (17 °C, 22 °C and 28 °C) and N: P ratios (4.5:1,
10:1 and 40:1) tested. Both strains showed low light requirements, but
were able to tolerate irradiances around 200 umol photons.m?2.s?. LP2
strain showed higher chlorophyll-a concentration and also a higher non-
photochemical quenching (NPQ) than LP1 strain, and when exposed to
high light intensities, showed higher trichomes volume. Regarding toxin
content, the LP2 strain LP2 strains exhibited a higher toxic potential
than the LP1 strain, and a wider range of analogs, being therefore more
toxic. LP1 strain did not amplify any of the selected genes of the
biosynthesis pathway of saxitoxin, as well as, showed no expression. In
general, the relative transcripts’ level of the SxtA, sxtB, sxtl and sxtS
genes was lower in the LP2 strain when compared to the relative
transcripts level of the C. raciborskii T3 strain used as control.
However, only significant difference was observed in the sxtA gene
transcript levels. In addition, no significant difference was observed
between the relative levels of transcripts of the four genes within the
same strain. These results support the hypothesis of ecotypes selection
for this species, which probably were originated in response to
environmental fluctuations in Peri Lagoon. Dominance during almost
the whole year can be explained by the alternation of these ecotypes in



the total biomass contribution according to their physiological
advantages, contributing to the ecological success of this species.

Keywords: cyanobacteria; cyanotoxins; ecophysiology; ecotypes; gene
expression
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1. INTRODUCAO

Nos altimos anos, tem sido registrado um grande aumento na
ocorréncia e dominancia de cianobactérias em ambientes de agua doce,
principalmente, em mananciais e reservatorios de &gua destinados ao
consumo humano.

Fatores como limitacdo de luz, elevada temperatura da agua e
baixa relacdo nitrogénio: fosforo (N:P), sdo descritos como os principais
fatores responsaveis pela variagdo na densidade, biomassa e na grande
diversidade de espécies de cianobactérias (Dokulil & Teubner, 2000).
Entretanto, determinadas espécies podem ser favorecidas por variaces
ambientais, levando a sua dominancia na comunidade fitoplanctonica,
em funcdo de adaptagdes fisiolégicas e morfoldgicas, conferindo assim,
uma vantagem competitiva sobre as demais espécies. Entre estas,
destacam-se eficiéncia na exploracdo de recursos como luz e nutrientes,
e a producédo de substancias alelopéticas (Pearl et al., 2001; Leflaive &
Ten-Hage, 2007).

O grande problema da dominéncia de determinadas espécies de
cianobactérias em reservatérios e mananciais de agua, é a capacidade de
esses microrganismos produzirem e liberarem para o meio toxinas
(cianotoxinas) que podem afetar a salide humana, pela ingestéo de agua,
por contato em atividades de recreagcdo no ambiente, pelo consumo de
pescado contaminado (Chorus & Bartram, 1999; Falconer, 1999), ou
ainda pelo consumo de produtos agricolas irrigados com aguas que
contém as espécies tdxicas (Codd et al., 1999).

Dentre as cianobactérias potencialmente nocivas, destaca-se a
espécie Cylindrospermopsis raciborskii, que vem chamando a atencédo
de pesquisadores, devido ao grande nimero de relatos de ocorréncia em
diversos ecossistemas aquaticos de agua doce (Padisak, 1997), e
principalmente, devido a sua capacidade de dominancia sobre as demais
espécies da comunidade fitoplanctonica.

Sua ocorréncia na Lagoa do Peri, importante manancial de agua
potavel da Ilha de Santa Catarina (SC — Brasil), vem sendo registrada
desde meados de 1990, assim como um grande aumento da sua
densidade e periodos de dominancia (Laudares-Silva, 1990; Korméakova
et al. 1990; Grellmann, 2006; Hennemann & Petrucio, 2011; Silveira,
2013; Tonetta et al., 2013).

Tem sido dedicado um grande esforco em se entender os fatores
ambientais que estdo relacionados com a sua dominancia na Lagoa do



Peri, entretanto, hd uma caréncia de estudos relacionados com a
ecofisiologia da espécie, bem como sua relacdo filogenética, sendo de
extrema importancia na compreensdo da dinamica desta espécie na
Lagoa do Peri. Este trabalho buscou contribuir com informacGes sobre a
produtividade e eficiéncia na captura da luz, o efeito da temperatura e
condicBes de nutrientes nas taxas de crescimento de duas cepas de C.
raciborskii, denominadas LP1 e LP2, ambas isoladas da Lagoa do Peri,
bem como contribuir com dados de perfil de toxinas, analise da presenca
e expressdo dos genes relacionados com a biossintese de saxitoxinas, e
sua relagdo filogenética.



2. Revisdo Bibliografica
2.1. Cianobactérias - Aspectos gerais e toxicoldgicos

As cianobactérias, também conhecidas como algas azuis ou
cianoficeas, sdo um grupo diverso de microrganismos fotossintéticos
procaridticos encontrados nos mais diversos ambientes terrestres,
marinhos e de agua doce. Sua origem é datada de trés a quatro bilhdes
de anos (Schopf & Packer, 1987), sendo considerados 0s primeiros
organismos fotossintetizantes oxigénicos, criando uma atmosfera
quimica adequada para outras formas de vida (Graham & Wilcox,
2000). Com cerca de 2000 espécies, as cianobactérias estdo distribuidas
em todo o mundo, apresentando uma notavel diversidade ecoldgica.

O sucesso ecoldgico das cianobactérias decorre de sua longa
historia evolutiva e de suas caracteristicas fisioldgicas e estruturais.
Entre estas, destacam-se a eficiente cinética de captacdo de nutrientes e
a capacidade de fixacdo do nitrogénio atmosférico, através da atividade
da enzima nitrogenase que opera sob diferentes modelos evolutivos
dependendo do grupo taxondmico. E um dos poucos grupos capazes de
realizar fotossintese aerdbica e respiracdo simultaneamente no mesmo
compartimento, sendo esta flexibilidade metabdlica, uma das
caracteristicas responsaveis pela sua resisténcia evolutiva e a sua
capacidade de crescer sob uma ampla gama de condi¢cdes ambientais
(Vermaas, 2001).

O sucesso das cianobactérias em diferentes ambientes também
tem sido relacionado a adaptacdes morfoldgicas, como os aerétopos, que
possibilitam a migragdo na coluna d’agua, ao crescimento em
temperaturas entre 15°C e 30°C, e em valores de pH entre 7 e 9
(Carmichael, 1994; Choruse & Bartram, 1999; Graham & Wilcox,
2000), podendo se tornar dominantes em altas concentragfes de
nitrogénio e fosforo, formando floragGes.

Apresentam grande importancia ecolégica como produtores
primarios na cadeia tréfica, na ciclagem de nutrientes, bem como pela
fertilidade de corpos aquéaticos e do solo (Rai, 1990). Contribuem
expressivamente na assimilacdo fotossintética do carbono, e
desempenham papel importante na sintese de nitrogénio organico
(Capone, 1999).

As cianobactérias também apresentam grande importancia
econdmica, devido a producdo de alimentos com alto valor nutricional,
ao seu potencial na conversdo de energia solar, além da habilidade em
sintetizar metabdlitos secundarios complexos, colocando-as como um



dos grupos de organismos mais promissores na producdo de compostos
com atividade bioativa (Raja et al., 2008; Abed et al., 2009). Podem
igualmente serem utilizadas como herbicidas, antiflngicos e fertilizantes
agricolas.

Por outro lado, algumas cianobactérias sdo conhecidas por
produzirem toxinas (cianotoxinas), que podem apresentar um sério risco
para a saude publica, quando presentes em corpos d’agua utilizados para
recreacdo e abastecimento. Casos de intoxicacdo de seres humanos e de
animais ja foram relatados, resultantes de floracdes de cianobactérias,
em paises como Australia, China e Africa do Sul (Falconer, 1994;
Chorus & Bartam, 1999). No Brasil, o primeiro caso confirmado de
mortes causadas por cianotoxinas ocorreu em 1996, na cidade de
Caruaru — PE, aonde mais de 70 pacientes renais vieram a falecer em
decorréncia de uma grave hepatoxicose, ocasionada por uma
contaminagdo por microcistinas na agua utilizada nas sessdes de
hemodiélise (Carmichael et al., 2001; Azevedo et al., 2002).

De acordo com Sant’Anna & Azevedo (2000) ja foi registrada a
ocorréncia de pelo menos 20 espécies de cianobactérias potencialmente
toxicas, incluidas em 14 géneros, em diferentes ambientes aquaticos
brasileiros. De acordo com esses autores, a espécie Microcystis
aeruginosa apresenta a distribuicdo mais ampla no Brasil e Anabaena é
0 género com o maior nimero de espécies potencialmente tdxicas.
Entretanto, na dltima década tem sido observado um grande aumento na
ocorréncia da espécie Cylindrospermopsis raciborskii, em diferentes
regides brasileiras (Bouvy et al., 1999; Branco & Senna, 1994,
Komarkova et al., 1999; Huszar et al., 2000).

2.2. Toxinas produzidas por cianobactérias

As cianobactérias sdo conhecidas por produzir uma variedade de
metabolitos secundarios, muitos ainda com funcgdo desconhecida, e que,
aparentemente, ndo sdo essenciais a vida e ao crescimento dos
organismos que os produzem (Bentley, 1999). As cianotoxinas sdo um
diverso grupo de toxinas naturais, tanto do ponto de vista quimico como
toxicoldgico (Chorus & Bartam, 1999).

De acordo com a caracterizacdo quimica das cianotoxinas €
possivel dividi-las em trés grandes grupos: os peptideos ciclicos
(incluindo as microcistinas e nodularinas), os alcaléides (incluindo as
cilindrospermopsinas, as neurotoxinas e as citotoxinas) e 0s
lipopolissacarideos, que sdo potencialmente irritantes (Chorus &
Bartram, 1999; Carmichael, 2001). De acordo com seu mecanismo de



acdo, também podem ser divididas em hepatotoxinas, neurotoxinas,
citotoxinas e dermatotoxinas (Sivonen & Jones, 1999).

a) Hepatotoxinas

As hepatotoxinas, que abrangem o0s peptideos ciclicos
microcistinas e nodularinas, sdo as cianotoxinas que apresentam o maior
risco de intoxicacao, para os consumidores de agua potavel (Falconer &
Humpage, 2005; Sant'Anna et al., 2006). Sdo toxinas que causam a
necrose do figado e morte por hemorragia. As hepatotoxinas chegam aos
hepatocitos por meio de receptores dos acidos biliares (Runnegar et al.
1981; Falconer, 1991) e promovem uma desorganizacdo do
citoesqueleto dos hepatdcitos. Como consequiéncia, o figado perde sua
arquitetura e desenvolve graves lesbes internas. Através de estudos dos
mecanismos de acdo dessas hepatotoxinas, foi observado que varias
microcistinas e nodularinas sdo potentes inibidores das fosfatases do
tipo 1 e 2 em células eucari6ticas (Yoshizawa et al., 1990; Matsuhima et
al., 1990).

b) Neurotoxinas

As neurotoxinas sao alcaldides que, em geral, atuam blogueando
a transmisséo do sinal nervoso entre os neur6nios. S&o divididos em trés
grupos, que diferem entre si pela acdo farmacoldgica e esqueleto
estrutural: Saxitoxinas, Anatoxina-a e Anatoxina-a(s). Recentemente,
devido aos seus efeitos neurodegenerativos, o aminoacido J3-
metilaminoalanina (BMAA) também foi incluido entre as neurotoxinas
(Carmichael, 1992; Falconer, 1996; Sant'Anna et al., 2006).

c¢) Citotoxinas

As citotoxinas agem na inibicdo da sintese protéica causando
alteracGes citoldgicas essencialmente no figado, mas também no baco,
rins, pulmdes e coracdo (Hawkins et al., 1997; Runnegar et al., 1995).
Falconer & Humpage (2001) encontraram evidéncias experimentais in
vivo que sugerem um efeito carcinogénico cronico da
cilindrospermopsina.

d) Dermatotoxinas

Dentre as dermatotoxinas, destacam-se o0s lipopolissacarideos
(LPS). Os LPS sdo componentes da parede celular de bactérias
gramnegativas e de todas as cianobactérias e formam complexos com
proteinas e fosfolipidios (Chorus & Bartram, 1999). Podem causar
irritacdo nos olhos, conjuntivite e alergias na pele de humanos e animais
e, ainda, podem ser responsdveis por gastroenterites, doencas
respiratorias, dores de cabeca e febre (Chorus & Bartram, 1999; Codd,
2000; Hoehn & Long, 2004). Os LPS sdo pirogénicos e toxicos



provocando trombocitopenia, neutropenia, niveis anormais de glicose e
mudancas metabdlicas como acidose e alcalose (Stewart et al., 2006)

2.2.1. Saxitoxina e seus derivados

A saxitoxina (STX) e seus derivados sdo alcaldies neurotdxicos
também conhecidos como PSTs (Paralytic Shellfish Toxins) devido ao
fato de seus efeitos terem sido primeiramente descritos em humanos
envenenados apds a ingestdo de moluscos contaminados (Llewellyn,
2006). Agem no sistema nervoso central, bloqueando os canais de sodio
presentes nas membranas das células neuronais, interrompendo a
condugdo nervosa e conseqiientemente causando paralisia muscular
(Kao & Levinson, 1986), e também interferem nos canais de calcio e
potassio nas células do muasculo do coragdo (Wang et al., 2003)

A STX ¢é uma das mais potentes neurotoxinas naturais
conhecidas, e desde sua descoberta inicial, mais de 57 analogos ja foram
identificados (Wiese et al., 2010). As PSTs possuem uma estrutura
triciclica central (Figural), e de acordo com a varia¢do dos grupamentos
quimicos laterais, resultam em compostos com diferentes toxicidades
(Van Dolah, 2000). Podem ser classificadas em ndo-sulfatadas como,
por exemplo, a saxitoxina (STX) e a neosaxitoxina (NeoSTX), com um
Unico grupamento sulfato (GTX1-6) ou com dois grupamentos sulfatos
(C 1-4). Além dessas, estruturas com grupamentos decarbamoil (dcSTX,
dcneoSTX, dcGTXsl1-4) e deoxi-carbamiol (doSTX, doGTXs1-3) tem
sido recentemente isoladas (Wiese et al., 2010).

Figura 1. . Estrutura quimica geral das toxinas PSPs. R, representa as posi¢des
dos grupos quimicos variaveis (Llewellyn, 2006).



Tabela 1. Estruturas quimicas das variantes da saxitoxina, peso molecular e
toxicidade relativa.

Grupamentos quimicos variaveis

Toxina Peso Toxicidade
R1 R2 R3 R4 Molecular relativa
SXT H H H 301 1,00
Neo-SXT ~ OH H H 317 0,92
GTX-1 OH H 0SO;  H:N-CO 412 0,99
GTX-2 H H 0SSOy Carbamoil 396 0,36
GTX-3 H 0SOy H 396 0,64
GTX-4 H 0SOy H 412 0,73
GTX-5 H H H 380 0,06
GTX-6 OH H H 396 -
C3 OH H 0SO5 (N)fd:\flg-coo 492 0,01
c1 H H 0805 2rbamoil 476 <0,01
C2 H 0SOy H 476 0,10
ca OH 0SOy H 492 0,06
de-SXT  H H H 258 0,51
dc-Neo OH H H 274 -
6T on H 0S05 369 .
dc-GTX2 H H oso; M i 388 0,65
4o-GTX- Decarbamoi
3 H 0SOy H 353 075
GoGTX o oso;  H 369 :

Diferente das outras cianotoxinas, STXs sd0 0 Unico grupo de
toxinas  produzidas também por dinoflagelados  marinhos,
principalmente dos géneros Alexandrium, mais especificamente as
espécies A. andersoni, A. fundyense, A. tamiyavanichi, A. catenella, A.
excavatum, A. ostenfeldi e A. tamarense, Gymnodinium catenatum e
Pyrodinium bahamense (Cembella, 1998; Dittmann et al., 2013). Em
cianobactérias, as toxinas PSPs sdo produzidas pelas espécies Anabaena
circinalis, Anabaena lemmermanii, Aphanizomenon flos-aquae,
Aphanizomenon gracile, Aphanizomenon issatschenkoi, Lyngbya wollei,
Planktothirx sp., Cylindrospermopsis raciborskii, Raphidiopsis brookii e
Scytonema sp. (Yunes et al., 2009; Neilan et al., 2013).

No Brasil, linhagens das espécies C. raciborskii, A. issatschenkoi,
R. brooki e Scytonema sp. ja foram descritas como produtoras de
diferentes variantes da STX (Sant’Anna et al., 2008).

O perfil de toxinas e a concentragdo variam, tanto nos
dinoflagelados como nas cianobactérias, entre diferentes espécies do
mesmo género, assim como entre diferentes cepas da mesma espécie,
geograficamente distintas (Wang et al., 2016). Por exemplo, a produgéo



de toxinas PSPs é geograficamente limitada em A. circinalis e C.
raciborskii. Andlises filogenéticas mostraram que somente isolados
australianos de A. circinalis e os isolados brasileiros de C. raciborskii
sdo produtores de saxitoxina e seus andlogos. Segundo Soto-Liebe et al.
(2010) a interpretacdo dos perfis das toxinas PSPs em cianobactérias
baseia-se no pressuposto que a composi¢do da toxina é determinada
geneticamente, e por isso é refrataria a grandes mudancas ao longo do
tempo em cultura ou em resposta a condi¢Ges de crescimento. Sendo
assim, enquanto a concentragdo de toxina celular pode variar
significativamente ao longo do ciclo de crescimento e pode ser afetada
por condicOes externas, o perfil de toxinas permanece estavel.

2.2.2. Biossintese de Saxitoxina em cianobactérias

A via responsavel pela biossintese da saxitoxina foi proposta
recentemente, e 0 grupamento génico sxt foi primeiramente elucidado na
cianobactéria C. raciborskii T3 (Figura 2), o qual é codificado por mais
de 35kb e a analise comparativa da sequéncia atribuiu 30 funcdes
cataliticas para 26 proteinas (Kelmann et al., 2008). Muito esfor¢o foi
dedicado, e desde entdo, o grupamento génico sxt foi caracterizado em
cinco espécies de cianobactérias (Kellmann et al., 2008; Mihali et al.,
2009; Stucken et al., 2010; Mihali et al., 2011).

Todas as espécies apresentam um conjunto de genes responsaveis
pela biossintese da STX, no entanto, o perfil dos genes do agrupamento
sxt em cada espécie pode variar, resultando na produgdo de diferentes
analogos da STX (Wiese et al., 2010).

Baseados nas fun¢des que desempenham na biossintese da STX
0s 26 genes identificados foram classificados em trés grupos. O
primeiro grupo inclui oito genes (sxtA, sxtG, sxtB, sxtD, sxtS, sxtU,
sxtH/T e sxtl) os quais estdo envolvidos diretamente na biossintese da
SXT, e trés genes adicionais (sxtL, sxtN e sxtX), os quais codificam
proteinas relacionadas com a modificacdo das moléculas da SXT em
seus analogos. O segundo grupo de genes é responsavel pelo transporte
das toxinas (sxtF e sxtM), e o terceiro grupo, pela a regulacdo
transcricional (sxtY e sxtZ) (Person et al., 2010; Wang et al., 2016).
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Figura 2. Organizagdo estrutural do agrupamento génico sxt da cepa
Cylindrospermopsis raciborskii T3. Escala indica o tamanho dos genes em pares
de base. Adaptado de Kelmann et al. 2008.

A biossintese da STX e seus analogos inicia com o gene sxtA, que
codifica quatro dominios cataliticos com atividades preditas de
metiltransferases SAM dependentes (SxtAl), GCN-5 relacionadas com
N-acetiltransferases — GNAT (SxtA2), ACP — proteina carreadora de
acila (SxtA3) e aminotransferases classe 1l (SxtA4) (Murray et al., 2011;
Mihali et al., 2009; Wang et al., 2016). Segundo revisdo proposta por
Wang et al. (2016), o gene sxtA inicia a biossintese da STX. No
primeiro passo da via, o dominio sxtA2 catalisa a transferéncia do
acetato da acetil-CoA para a ACP (sxtA3), seguida pela metilagcdo da
acetil-ACP convertendo-a em propinil-ACP através do dominio sxtAl.
No segundo passo da via, o dominio sxtA4 realiza a condensacdo de
Claisen entre o propinil-ACP e a arginina, formando o produto A. Em
seguinda, o sxtG, o segundo gene envolvido na biossintese da STX,
codifica uma aminotransferase que transfere um grupo amino da
arginina ao produto do gene sxtA (Passo 3). O novo derivado é entdo
condensado via a enzima citidina deaminase, codificada pelo gene sxtB,
passo 4, formando o primeiro heterociclo. No passo 5 da via, a enzima
esterol dessaturase, codificada pelo gene sxtD, presume-se que seja
responsavel por introduzir uma dupla ligacdo entre C-1 e C-5,
resultando na mudanca do 1,2-H entre C-5 e C-6. As subseqientes
etapas, passos 6 e 7, incluem uma a-cetoglutarato dioxigenase-
dependente, codificada pelo gene sxtS, catalizando a formacdo de dois
heterociclos, uma alcool desidrogenase, codificada pelo gene sxtU,
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catalizando o aldeido terminal em um éalcool. No passo 9, uma
fenilpropionato dioxigenase, codificada pelos genes sxtH e sxtT, realiza
a hidroxilagdo consecutiva de C-12, para formar a dcSTX
(decarbamoilsaxitoxina). Finalmente, no passo 10, a enzima O-
carbamoiltransferase, codificada pelo gene sxtl, catalisa a transferéncia
de um grupo carbamoil da carbamoilfosfato para a hidroxila livre do C-
13, com a catalise de enzimas codificadas pelos genes sxtJ e sxtK,
formando a saxitoxina (STX), sendo portanto, uma das enzimas chave
na biossintese da saxitoxina (Figura 3).

Diferencas entre 0 agrupamento génico da C. raciborskii T3 com
0 de outras cianobactérias, forneceram informacdes relevantes sobre a
funcdo de alguns genes, bem como refletem diferengas no perfil de
producéo de toxinas (Soto-Liebe et al., 2010; Wang et al., 2016). Dentre
esses genes, 0 sxtN, supde-se codificar uma sulfotransferase convertendo
a STX e GTX-2/3 em GTX-5 e C-1/2, respectivamente, e 0 sxtX, que foi
detectado apenas em linhagens capazes de produzir os analogos N-1
hidroxilado da STX, como a neoSTX (Kelmann et al., 2008; Mihali et
al., 2009).

Os genes sxtF e sxtM codificam enzimas MATE, as quais,
provavelmente, estdo envolvidas na exportacdo de STX. Ja 0s genes
sxtY e sxtZ, relacionados com as enzimas Phou, reguladora da absor¢édo
de fosfato, e OmpR, reguladora de uma variedade de metabdlitos,
incluindo nitrogénio e equilibrio osmético, respectivamente, sugerem
que a producdo de SXT é regulada ao nivel transcricional em resposta a
disponibilidade de fosfato, bem como outros fatores ambientais.
Agrupamentos génicos similares ao sxt da C. raciborskii T3 foram
descritos em outras espécies produtoras de STX, entretanto, a topologia
desses agrupamentos sxt é também variada, 0 que sugere a ocorréncia de
eventos de transposicdo multiplos ao longo da evolucdo da biossintese
de saxitoxina nas cianobactérias (Fiore et al., 2011).
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Figura 3. Via da biossintese da saxitoxina. Modificado de Kelmann et al. 2008.

2.3. Cylindrospermopsis raciborskii
2.3.1. Aspectos gerais e ecofisiologia

Cylindrospermopsis raciborskii € uma cianobactéria filamentosa
pertencente a ordem Nostocales e sua ocorréncia esta restrita a
ambientes de &gua doce. As principais caracteristicas da espécie séo
tricomas isopolares, solitarios (ndo formam col6nia), cilindricos ou
ligeiramente estreitos nas extremidades, com 50-250 pm de
comprimento, com pouco e nenhuma constrigdo na parede celular,
podendo ser retos, sigmdides ou espiralados. As células vegetativas sdo
mais longas do que largas, 5-10 um de comprimento e 1,5-2,5 um de
didmetro. Apresentam heterocitos terminais, em uma ou nas duas
extremidades do tricoma, podendo ser solitarios, conicos, pontiagudos
ou ainda arredondados nas extremidades. Os acinetos séo solitarios ou
em pares, separados da célula terminal por uma a trés células vegetativas
(Komarkova, 1998; Sant’Anna & Azevedo, 2000).

Devido ao seu potencial de produzir toxinas e ao aumento do
naimero de relatos de sua ocorréncia nos Ultimos anos em ecossistemas
aquaticos continentais de regibes tropicais, subtropicais, e mesmo
temperadas (Padisak, 1997), C. raciborskii tornou-se uma das espécies
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de cianobactérias mais bem estudadas. Apresenta grande habilidade de
invasdo e adaptacdo em diferentes ambientes, sendo seu sucesso
ecologico atribuido a diversos fatores como alta plasticidade fenotipica
(Bonilla et al.,, 2012) e a existéncia de diferentes ecoOtipos com
variabilidade intra-especifica (Chonudomkul et al., 2004; Piccini et al.,
2011) que conferem & espécie a habilidade de tolerar grandes variagdes
ambientais, a producdo de compostos alelopaticos, capazes de inibir o
crescimento de outras espécies, promovendo uma vantagem ecoldgica
para esta cianobactéria (Figueiredo et al., 2007; Antunes et al., 2012),
bem como as mudancas climaticas, que estdo diretamente relacionadas
com seu comportamento invasivo (Sinha et al., 2012).

Segundo Padisak (1997), o sucesso ecoldgico de C. raciborskii
esta relacionado com a capacidade de migracdo na coluna d’agua,
tolerancia a baixa luminosidade, habilidade em utilizar fontes internas
de fosforo, alta afinidade com fdsforo e aménio, capacidade de fixar
nitrogénio atmosférico, resisténcia a herbivoria pelo zooplancton, alta
capacidade de dispersdo e sobrevivéncia em condi¢cdes levemente
salinas. Desde entdo, diferentes estudos buscaram abordar o efeito da
temperatura, o requerimento de luz e a dindmica dos nutrientes no éxito
ecoldgico de C. raciborskii.

A temperatura parece ser um dos principais fatores que
influenciam o crescimento de C. raciborskii. Embora considerada uma
espécie de origem tropical, crescendo preferencialmente em
temperaturas entre 25-32°C, foi observado que cepas de diferentes
regibes do mundo apresentam uma ampla tolerdncia a valores de
temperatura (Briand et al., 2004; Recknagel et al., 2014; Antunes et al.,
2015). Segundo Chonudomkul et al. (2004) e Piccini et al. (2011), C.
raciborskii foi capaz de sustentar biomassa crescendo em temperatura
em torno de 14-17°C. Além da tolerancia a ampla variacdo da
temperatura, 0 aumento da temperatura da agua dos lagos, devido ao
fendmeno de aquecimento global, também é um fator que vem
contribuindo para a invasao da espécie em regides temperadas (Sinha et
al., 2012).

E considerada uma espécie adaptada a sombra, e possui baixo
requerimento de luz (Padisdk, 1997). Entretanto, seu crescimento
também tem sido observado em uma ampla gama de intensidades
luminosas, variando de algumas dezenas a algumas centenas de
pumolphotons.m?.s? (Briand et al., 2004). Em alguns lagos rasos
brasileiros, C. raciborskii foi observada proliferando em intensidades de
15 a 180 pmolphotons.m?.s* (Bouvy et al., 1999, 2000). Por outro lado,
algumas cepas sdo capazes de tolerar intensidades luminosas acima de
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500 pmolphotons.m2.s? (Briand et al., 2004) até 2500 pmolphotons.m-
251 como foi observado em um lago na Austréalia, formando florages
(Fabbro & Duivenvoorden, 1996). Também foi observado, que C.
raciborskii quando submetida a altas intensidades luminosas em
condigBes de baixas temperaturas, é mais suscetivel ao estresse,
respondendo, nestas condi¢des, com uma maior proporcao de pigmentos
fotoprotetores, como o0s carotendides (Padisak, 1997; Mehnert et al.,
2012).

A estratificagdo da coluna d’agua ¢, também, considerada
favoravel a esta espécie (Bouvy et al., 1999; McGregor & Fabbro,
2000), entretanto, em uma revisdo de Soares et al. (2013), observou-se
a dominancia de C. raciborskii em sistemas com mistura da dgua em
periodos secos no Brasil, assim como, em sistemas sem estratificacdo da
coluna d’agua, como é o caso da Lago do Peri — SC (Baptista &
Nixdorf, 2014).

A espécie apresenta alta afinidade e capacidade de
armazenamento de fésforo (P) (Wu et al., 2009; Istvanovics et al.,
2000), que permite sua dominancia em ambientes com baixa
concentracdo deste nutriente, sendo uma vantagem competitiva sobre as
demais espécies de cianobactérias (Wu et al., 2009). Além disso,
também é capaz de usar diferentes fontes de P, quando este se encontra
limitante no ambiente (Bai et al., 2014). C. raciborskii é considerada
uma espécie generalista com relagdo ao uso do nitrogénio (N), por ser
diazotréfica facultativa. Pode alternar entre a fixacdo atmosférica do N2
e a assimilacdo do N inorgénico dissolvido (Moisander et al., 2012).
Alguns trabalhos mostraram que apresenta preferéncia de meio contendo
amonio, seguido por nitrato e por Ultimo a ureia (Saker & Neilan, 2001).

Sdo0 conhecidas como produtoras de saxitoxinas e
cilindrospermopsina (CYN). Entretanto, todas as cepas toxicas de C.
raciborskii isoladas de ecossistemas aquéticos brasileiros, até agora,
demonstraram produzir neurotoxinas do grupo das saxitoxinas (Lagos et
al., 1999; Bernard et al., 2003; Pomati et al., 2003). As variantes de
saxitoxinas caracterizadas a partir de amostras de cepas brasileiras de C.
raciborskii até o momento foram: saxitoxina, neosaxitoxina, dc-
saxitoxina, dc-neosaxitoxina GTX-2, GTX-3, GTX-5, GTX-6, (Lagos et
al., 1999; Molica et al., 2002; Ferrdo-Filho et al., 2007; Soto-Liebe et
al.,, 2010; Hoff-Risseti et al., 2013). Entretanto, em um trabalho
realizado por Hoff-Risseti et al. (2013), algumas cepas apresentaram,
além dos genes responsaveis pela biossintese da SXT, fragmentos de
genes pertencentes ao grupamento cyr, responsavel pela biossintese de
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CYN. Embora tenha sido observada a presenca destes genes, apenas a
producdo de SXT e seus derivados foram detectados.

2.3.2 Ocorréncia e Distribuicéo

Cylindrospermopsis raciborskii foi observada pela primeira vez
na Ilha de Java, Indonésia, e identificada por Woloszynska em 1912.
Mais tarde, foi descrita na india, em 1939, e em outras regides tropicais,
sendo, consequentemente, considerada uma espécie tropical (Antunes et
al., 2015). Entretanto, um crescente aumento de registros nos dltimos
dez anos, tem descrito a espécie em clima tropical, subtropical e
temperado, em todos os continentes, exceto a Antartida (Dokulil &
Mayer, 1996; Briand et al., 2002; Saker et al., 2003; Vidal & Kruk,
2008; Fastner et al., 2003).

Atualmente, sua ocorréncia ja foi registrada em grande parte da
Europa, Oceania, Asia, Africa e América do Norte (Briand et al., 2002;
Fastner et al., 2003; Saker et al., 2003; Ryan et al., 2003). Na América
do Sul, C. raciborskii esta amplamente distribuida nas aguas tropicais e
subtropicais brasileiras (Huszar et al., 2000) e uruguaias (Vidal & Kruk,
2008) (Figura 4).

Figura 4. Mapa do mundo representando os paises onde foi reportada a
presenca de C. raciborskii. Modificado de Antunes et al. (2015).
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O primeiro relato da ocorréncia de C. raciborskii no Brasil foi
feito por Palmer, em 1969, para o Lago Paranoa, Brasilia (Branco &
Senna, 1991). Porém, somente na década de 80, passou-se a verificar a
ocorréncia desta cianobactéria em outras regibes brasileiras, como na
represa de Serrarias, em Sdo Paulo, e na Lagoa dos Patos, no Rio
Grande do Sul. (Tucci & Sant’Anna, 2003). Entretanto, foi a partir da
década de 90, que se pode observar a grande expansdo na distribuicdo de
C. raciborskii nas demais regides brasileiras (Sant’Anna & Azevedo,
2000). Ha indicios que o forte evento de EI-Nifio que ocorreu nos anos
de 1997-1998, tenha favorecido o desenvolvimento desta espécie em
diferentes regides do Brasil, devido a reducdo do volume de vérios
reservatorios, resultando num aumento da condutividade elétrica da
agua, da concentracdo de nutrientes e numa maior estabilidade da coluna
d’agua (Bouvy et al., 1999, 2000), assim como, a eutrofizagdo de
diversos sistemas aquaticos brasileiros (Sant’ Anna & Azevedo, 2000).

Em 1994, Branco & Senna, registraram a dominancia de C.
raciborskii no Lago Paranod, em Brasilia, relacionando-a com varios
fatores como deplecdo de nutrientes, estratificacdo da coluna d’agua e
baixa predacdo pelo zoopléncton. Souza et al. (1998) descreveram a
dominancia de C. raciborskii no reservatério de Billings, em Sao Paulo,
mais especificamente no braco do Rio Pequeno, relacionando-a com as
condicBes naturais do rio, como alto valor de pH, disponibilidade de
ferro, além da capacidade de migracdo na colona d’agua, e a baixa
predacdo pelo zooplancton. A dominancia de C. raciborskii em
reservatorios de agua, também foi observada nas regifes do semi-arido
do nordeste, por Bouvy et al. (1999, 2000), relacionando-a com altas
temperaturas e valores de pH, e baixa razdo N:P, além da auséncia de
predadores eficientes, ressaltando ainda, a influéncia do fenémeno do
El- Nifio no ano de 1997.

Na regido Sul do Brasil, Komarkova et al. (1999) descreveram a
dominéncia e a grande variabilidade morfoldgica de C. raciborskii na
Lagoa do Peri, Santa Catarina. Esses autores relacionaram os periodos
de dominancia da espécie com condicBes de altas temperaturas, baixa
concentracdo de nitrogénio e altas concentracGes de fésforo soltvel e
ortofosfato total. Nessas condigbes, foi observada uma maior
concentracdo de filamentos com a presenca de heterocitos.

Yunes et al. (2003) relataram o primeiro caso de PSP em sistemas
de agua doce no Sul do Brasil, na barragem de Salto, Rio Grande do Sul,
durante uma floragdo de C. raciborskii no ano de 1999. Os mesmos
autores ainda relatam o caso do reservatério de Alagados, no Parana,
onde foi registrada uma floracdo quase que persistente no local. Outro
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trabalho relevante sobre a dominéncia de C. raciborskii em sistemas de
reservatério de aguas brasileiros, foi realizado por Huszar et al. (2000),
ao analisar o fitoplancton de oito sistemas das regifes sudeste e
nordeste, dos quais cinco, sdo dominados por C. raciborskii. Mais
recentemente, Soares et al. (2013), em uma revisdo sobre a ocorréncia
de cianobactérias no Brasil, relacionou a dominéncia de C. raciborskii
com periodos secos, em sistemas com mistura anual da coluna d’agua,
limitados por luz e com altas concentracGes de fosforo total.

2.3.3. Expanséo e Filogenia

A primeira hipOtese para compreender a dispersdo de C.
raciborskii através dos cinco continentes foi proposta por Padisak
(1997), baseado em dados epidemiolégicos, hidrolégicos, e na fisiologia
da espécie. Segundo a autora, C. raciborskii teria originado em lagos
tropicais na Africa, e entdo, dispersado para outras regides equatoriais
como Indonésia e América Central. Um segundo centro de radiagdo
seria situado na Australia, responsavel pela dispersdo as regides
tropicais, subtropicais e temperadas. A dispersdo da Australia, segundo
Padisédk (1997), provavelmente ocorreu por duas vias: uma oceanica
para a América do Norte e Sul através das aves, ou por introdugdo
humana ndo intencional, e uma rota continental para a Asia Central
atingindo o continente Europeu, também através de aves e pelo curso de
rios.

Estudos subsequentes, baseados em dindmica de populagdes,
sugeriram que a colonizacdo de C. raciborskii em regides temperadas,
esta provavelmente relacionada com a tolerancia a diferentes condicdes
ambientais, combinada ao aumento das temperaturas decorrentes do
fendmeno de aquecimento global (Briand et al., 2004, Wiedner et al.,
2007). Entretanto, com o desenvolvimento e a utilizagdo de ferramentas
moleculares, a partir do ano 2000, varios estudos propuseram elucidar
os padrdes evolutivos, atraves de semelhangas genéticas da espécie, com
base em marcadores genéticos.

Os primeiros trabalhos a caracterizar a filogeografia da espécie
com base molecular, foram realizados por Dyble et al. (2002) e Neilan et
al. (2003). Cepas originarias da Australia, Alemanha, Hungria, Brasil e
Estados Unidos foram comparadas baseadas na analise do gene nifH,
que codifica a nitrogenase redutase (Dyble et al., 2002), e através do
gene 16S rRNA (Neilan et al., 2003), e separadas em trés grupos, de
acordo com a localizacdo geografica: Americanas, Europeias e
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Australianas. Os autores encontraram maior divergéncia do grupo das
cepas Americanas (Brasil e Estados Unidos) quando comparadas ao
grupo das Europeias e Australianas, e sugeriram uma dispersdo da
espécie da Austrdlia para o continente Europeu, de acordo com a
proposta inicial de Padisak (1997). Esta mesma perspectiva também foi
levantada por Moreira et al. (2011).

Gugger et al. (2005) estudou a diversidade genética entre cepas
de C. raciborskii isoladas da Europa, América, Australia e da Africa,
pelo sequenciamento da regido ITS1-L, separando também as cepas de
acordo com a localizacdo geografica, entretanto, agrupou dentro do
mesmo cluster as cepas Australianas e Africanas. Haande et al. (2008)
também mostraram uma clara separagdo entre populagdes de C.
raciborskii de diferentes regiGes geograficas. As analises filogenéticas
das regides ITS1-L e do gene nifH mostraram que as cepas originadas
do mesmo continente sdo mais fortemente relacionadas entre si, do que
com as cepas originarias de outros continentes (Haande et al. 2008).

Através da analise concatenada de quatro marcadores genéticos, 0
gene 16S rRNA, os fragmentos ITS1-L, ITS1 e o gene da RNA
polimerase rpoC1, Moreira et al. (2011) analisaram cepas isoladas de
Portugal, Franca, Australia, Brasil, Tunisia e do Vietnam. As analises
filogenéticas mostraram uma separacdo das cepas em trés grupos
distintos bem  suportados:  Europeu, Africano/Americano e
Asiatico/Australiano, sendo que o grupo Europeu apresentou uma maior
similaridade genética com os grupos das cepas isoladas da Asia e da
Australia, do que com o grupo Africano e Americano.

Recentemente, Moreira et al. (2015), utilizando cepas isoladas
dos cinco continentes, e trés marcadores moleculares, 16S rRNA, ITS-L
e 0 rpoC1, sugeriu uma nova rota de dispersao para C. raciborskii, com
origem nas areas tropicais do continente Americano. Segundo o0s
autores, C. raciborskii primeiramente se propagou para 0 continente
Africano, quando os blocos continentais ainda eram unidos, e em
seguida, se dispersou para a Asia e Australia, sendo a Europa o Gltimo e
mais recente continente a ser colonizado.

Apesar de se observar em varios trabalhos que a separagdo das
populagcdes de C. raciborskii dos diferentes continentes isolados,
formam grupos distintos, e que podem ser relacionados com a producéo
de toxinas (Gugger et al. 2005, Haande et al. 2008, Stucken et al. 2009,
Moreira et al. 2015), Stucken et al. (2009), analisando cepas produtoras
e ndo produtoras de cilindrospermopsina, ndo observaram qualquer
relacdo entre a filogenia e os fenotipos téxicos em C. raciborskii.



18

2.4. Lagoa do Peri

A bacia hidrografica da Lagoa do Peri (27°43’S — 48°38°0),
localizada na parte sudeste da llha de Santa Catarina, esta inserida no
Parque Municipal da Lagoa do Peri, estabelecido como patriménio
natural desde 1976 (Laudares-Silva, 1999) (Figura 5). Com um volume
em torno de 21,2 milhdes de metros cubicos de agua (Laudares-Silva,
1999; Oliveira, 2002), abriga 0 maior manancial de 4gua doce da llha e
um dos ultimos remanescentes da Mata Atlantica, destacando-se como
importante ecossistema de preservacdo da biodiversidade (Shroglia &
Beltrame, 2012).

A lagoa apresenta area superficial de 5,7 km?, comprimento
maximo de 4 km, largura média de 1,7 km, profundidade média de 4,2
m e profundidade méxima de 11 m. Esta situada a 3 metros acima do
nivel do mar, ndo sofrendo influéncia das marés, representando, assim,
um dos principais reservatdrios de agua doce da costa catarinense
(Laudares-Silva, 1999; Simosassi, 2001). A partir de setembro de 2000,
a Lagoa do Peri passou a ser utilizada como manancial de abastecimento
de &gua para as regides sul e leste da llha de Santa Catarina, em projeto
concebido pela Companhia Catarinense de Aguas e Saneamento
(CASAN) (Mondardo, 2004).

/ Santa
Catarina

/

+  Floriandpalis

0 420840 1.680 2520 3.360

Figura 5. Mapa de localizagdo da Lagoa do Peri, Florianopolis, Brasil.
Modificado de Hennemann & Petrucio (2011).
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Apresenta natureza turbulenta, tipica de ambientes polimiticos e a
zona eufdtica geralmente é menor que a zona de mistura, sendo,
portanto limitado por luz (Laudares-Silva, 1999; Tonetta et al., 2013).
Segundo Hennemann & Petrucio (2011) a lagoa apresenta
homogeneidade espacial para a concentracdo de clorofila-a e nutrientes,
e a baixa concentragdo de nutrientes totais, média de nitrogénio total:
745 pg.Lt e média de fosforo total: 14,8 pg.L?, indicam um ambiente
limitado por fésforo. Segundo os mesmos autores, a lagoa foi
classificada como oligotréfica de acordo com a concentragdo de
nutrientes e meso-eutrofica para transparéncia da agua e clorofila-a.

A temperatura média observada na Lagoa do Peri varia de 15 °C
a 30 °C segundo Laudares-Silva (1999), e valores de pH entre 5,4
(Hennemann & Petrucio, 2011) a 8,1 (Laudares-Silva, 1999; Simonassi,
2001). Quanto as concentracles de clorofila-a, Laudares-Silva (1999)
encontrou valores médios entre 7,44 pgL™* e 18,74 ug.L?, em 1996,
enguanto Simonassi (2001) obteve valores médios entre 15,5 e 38,4
ng. L't em 1998, e Hennemann & Petrucio, (2011) valores entre 4,5 a
23,3 ug.L't. Em um trabalho mais recente, Hennemann & Petrucio,
(2016), encontraram valores de clorofila-a variando de 4,3 pgL™t a
quase 60,0 ug.LL,

Segundo Silveira (2013), a diversidade fitoplancténica da Lagoa
do Peri é baixa, devido principalmente & dominancia por poucas
espécies de cianobactérias. Desde meados de 1990, vem sendo
registrada a presenca da cianobactéria Cylindrospermopsis raciborskii, e
vem se evidenciado o aumento na sua densidade e periodos de
dominancia (Komarkova et al., 1999; Laudares-Silva, 1999;
Greellmann, 2006; Mondardo et al., 2006; Tonetta et al., 2013; Silveira,
2013; Baptista & Nixdorf, 2014).

Komarkova et al. (1999) mostrou a grande variabilidade
morfoldgica de C. raciborskii na Lagoa do Peri, durante dois anos de
estudo, relacionando os periodos de dominancia da espécie com altas
temperaturas e concentracao de fosforo. Laudares-Silva (1999) destacou
a dominéncia de C. raciborskii em dois meses de coleta, e a considerou
abundante durante seis meses do ano. No trabalho realizado por
Greellmann (2006), C. raciborskii foi considerada a Unica espécie
dominante durante o periodo estudado.

Da mesma forma, no trabalho realizado por Tonetta et al. (2013),
C. raciborskii foi a espécie dominante durante quase todo o ano
estudado, sendo substituida por Limnothrix sp. quando houve um
aumento na temperatura e na concentracdo de fosforo, e diminuicéo da
velocidade do vento. A presencga de C. raciborskii em altas proporcoes
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durante toda a série temporal, também foi registrada por Silveira (2003).
C. raciborskii foi observada com grande densidade de heterocitos,
levando a inferir que a fixacdo de nitrogénio atmosférico parece estar
exercendo papel crucial para o sucesso da espécie. De maneira geral,
segundo Silveira (2003), a estrutura e dindmica do fitoplancton da lagoa
do Peri demonstraram estar relacionadas a limitagéo por luz e nutrientes
dissolvidos, somados a um amplo gradiente temporal de temperatura,
promovendo o sucesso de espécies adaptadas a este cendrio.

Baptista & Nixdorf (2014) relacionaram a mono-dominancia de
C. raciborskii com periodos de regime de nado estratificacdo da coluna
d’agua e com baixa disponibilidade de nutrientes dissolvidos. Os
mesmos autores ainda indicam que a espécie apresenta uma alta
capacidade em converter o fésforo em biomassa, bem como capacidade
efetiva de exploracdo de recursos. As diferengas na temperatura e na
disponibilidade de nitrogénio parecem ser os parametros de condugdo
para mudangas sazonais na comunidade fitoplancténica da Lagoa do
Peri.

Recentemente, Hennemann & Petrucio (2016) relacionaram a alta
concentracdo de clorofila-a observada na Lagoa do Peri com a condigéo
de limitacdo de fésforo, profundidade e a transparéncia da coluna
d’4gua, que provavelmente, estdo favorecendo a dominancia de C.
raciborskii, especialmente durante as maiores temperaturas registradas
no verdo, conduzindo a alta concentracdo de clorofila-a, mesmo em um
ambiente com baixa concentracdo de nutrientes dissolvidos.

Com relagdo a presenca de toxinas na 4gua da Lagoa, Grellmann
(2006) registraram a presenca de saxitoxinas e seus analogos (NeoSXT,
GTX3 e GTX5), ainda que em concentragfes baixas. Recentemente,
Brentano et al. (2016) relacionaram a varia¢do da concentracdo de STX
na Lagoa do Peri com fatores abidticos, e segundo esses autores, a
condutividade e a concentracdo de nitrogénio inorganico dissolvido
(DIN) proporcionaram o maior poder explicativo para a concentracdo de
STX in situ.

Com base nos estudos realizados na Lagoa do Peri, pode-se
observar o grande esforco em compreender os fatores relacionados a
ocorréncia e os periodos de dominancia de C. raciborskii, uma espécie
produtora de toxinas e de grande risco para a seguranca da salde
publica. Entretanto, ressalta-se a necessidade de estudos sobre a
ecofisiologia da espécie a partir de cepas isoladas da Lagoa, assim como
a confirmacdo da toxicidade desses isolados.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar a morfologia, filogenia e a ecofisiologia das duas
cepas de Cylindrospermopsis raciborskii, LP1 e LP2, isoladas da Lagoa
do Peri, a fim de se buscar compreender os fatores relacionados com a
sua domindancia neste lago subtropical, assim como, investigar a relacdo
entre a concentracdo de toxinas e 0s niveis relativos de transcritos dos

genes envolvidos na biossintese de saxitoxina.

3.2. Objetivos especificos

v

v

Caracterizar, através de microscopia optica, a morfologia das
cepas LP1 e LP2;

Confirmar a identificacdo taxondmica das cepas, através da
amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA,;
Analisar a produgdo e o perfil de saxitoxinas nas duas cepas
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;
Avaliar a produtividade priméria das duas cepas através de
curvas de fotossintese vs. Irradiancia;

Avaliar a capacidade de aclimatacéo das duas cepas quando
submetidas a baixas e altas intensidades luminosas;

Avaliar o efeito de diferentes temperaturas e condi¢des de
nutrientes na taxa de crescimento das duas cepas;

Analisar a relacdo filogenética das duas cepas com base nos
marcadores moleculares 16S rRNA, ITS1 e rpoC1;
Relacionar o contetdo de toxinas e os niveis relativos de
transcritos nas duas cepas.
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Capitulo I - Caracterizacao ecofisiolégica e perfil de toxinas de duas
cepas de Cylindrospermopsis raciborskii isoladas da Lagoa do Peri,
SC, Brasil

1. Introducéo

Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska 1912) Seenayya
and Subba Raju (1972) é uma cianobactéria planctdnica, de adgua doce,
conhecida por produzir cianotoxinas como a cilindrospermopsina,
saxitoxina e seus derivados, e alguns compostos toxicos ainda ndo
conhecidos. Originalmente descrita em regides tropicais, a espécie tem
sido cada vez mais relatada em corpos de agua doce de regides
subtropicais e temperadas (Padisak, 1997; Saker & Griffiths, 2001;
Neilan et al., 2003; Figueiredo et al., 2007) mostrando uma grande
capacidade de adaptacdo a diferentes ambientes.

Vérios estudos tém sugerido que o sucesso invasivo de C.
raciborskii estd relacionado principalmente com sua capacidade de
tolerar uma vasta gama de condigbes ambientais, como baixo
requerimento de luz e a disponibilidade de nutrientes (Padisak &
Reynolds, 1998; Wu et al., 2009; Piccini et al., 2011; Gomes et al.,
2013). Outros autores também atribuem o sucesso ecoldgico a sua
plasticidade fenotipica (Bonilla et al., 2011), a producdo de compostos
alelopéticos (Figueredo et al., 2007), alteragfes climaticas (Sinha et al.,
2012) e a existéncia de diferentes ecétipos (Chonudomkul et al., 2004;
Piccini et al., 2011).

Cylindrospermopsis raciborskii tornou-se uma das espécies de
cianobactérias mais bem estudadas, e a importancia da compreensao dos
fatores que levam a sua dispersdo e dominancia em diferentes regides do
mundo esta relacionada, principalmente, a producdo de potentes toxinas,
como a cilindrospermopsina (CYN) (Othani et al., 1992) e a saxitoxina
(SXT) (Lagos et al., 1999). Nos sistemas de agua doce brasileiros, C.
raciborskii € conhecida por produzir saxitoxina (STX) e seus analogos
(Lagos et al., 1999; Molica et al., 2002). Estes sdo uma classe de
alcaldides neurotoxicos, que atuam bloqueando os canais de sddio
dependentes da voltagem nas células excitaveis, resultando no
envenenamento paralitico pelo consumo de marisco, do inglés Paralytic
Shellfish Poisoning (Stevens et al., 2011). A STX é uma das mais
potentes neurotoxinas naturais conhecidas, e desde a sua descoberta, 57
analogos naturais da STX foram identificados. As toxinas paralisantes
podem ser classificadas em ndo-sulfatadas (STX, neoSTX), mono-
sulfatadas (GTX1-6), di-sulfatadas (C1-4), decarbamoil (dcSTX,
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dcneoSTX, dcGTXs1-4) e deoxi-decarbamoil (doSTX, doGTXs1-3) de
acordo com a variacao e a posicéo dos radicais (Wiese et al., 2010).

No Brasil, a dominancia de C. raciborskii foi registrada
principalmente em reservatérios eutrofizados das regifes nordeste e
sudeste (Bouvy et al., 1999; Tucci & Sant’ana, 2003; Soares et al.,
2009) e na regido sul, foi registrada nos estados do Parand, Rio Grande
do Sul (Yunes et al., 2003), e Santa Catarina (Laudares-Silva, 1999).
Sua ocorréncia estd associada a periodos de seca, em sistemas com
mistura anual da coluna d’agua e com alta concentracdo de fdsforo
(Soares et al., 2013). Embora C. raciborskii seja capaz de atingir niveis
elevados de biomassa individualmente, sdo encontradas co-ocorrendo
com diferentes espécies de cianobactérias em muitos sistemas (Soares et
al., 2013).

A Lagoa do Peri € um lago costeiro subtropical localizado na
regido sudeste da Ilha de Santa Catarina, sul do Brasil (27°43'59"S;
48°31'34"0). O lago tem sido considerado polimitico e limitado por luz,
apresentando baixas concentracbes de nutrientes e auséncia de
influéncia marinha direta (Laudares-Silva, 1999; Simonassi, 2001). A
Lagoa do Peri foi classificada como oligotréfica para a concentracdo de
nutrientes e meso-eutrofica para a concentracdo de clorofila-a e
transparéncia da agua (Hennemann & Petrucio, 2010). A alta
concentracdo de clorofila-a, devido principalmente a elevada densidade
de C. raciborskii, reflete diretamente na transparéncia da agua (Tonetta
et al., 2015) e a concentracdo de nutrientes totais revela um ambiente
potencialmente limitado por fésforo (Reynolds, 2006; Tonetta et al.,
2013).

Cylindrospermopsis raciborskii tem sido registrada na Lagoa do
Peri desde 1994 (Laudares-Silva, 1999; Grellmann, 2006), representa
cerca de 90% da densidade total do fitoplancton, mostrando-se
dominante durante maior parte do ano (Tonetta et al., 2013; Silveira,
2013). A temperatura da agua na Lagoa do Peri varia entre 15 °C e 30
°C, sugerindo uma grande tolerancia a temperatura desta espécie neste
ambiente (Briand et al., 2004; Hennemann & Petrucio, 2011).

Embora a concentragdo de nutrientes ndo tenha apresentado
mudancas significativas desde 1994 (Tonetta et al., 2013), um aumento
na sua densidade e periodos de dominancia na Lagoa do Peri tem sido
observado, nos ultimos dez anos. Em 1996-1997, a densidade de C.
raciborskii variou em torno de 3 e 41 x 10% ind.mL™, em 2004 — 2005,
de 40 a 116 x 10% ind.mL%, e em 2009 e 2011, a densidade variou de 23
a 220 x 10%® ind.mL? (Laudares-Silva, 1999; Grellmann, 2006;
Hennemann & Petrucio, 2011; Tonetta et al., 2013). A Lagoa do Peri é
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um dos principais reservatorios de dgua doce na llha de Santa Catarina,
fazendo parte do sistema de abastecimento de agua, fornecendo de agua
potavel para cerca de 100.000 habitantes. Assim, entender os fatores que
levam a dominancia desta cianobactéria com potencial efeito toxico na
Lagoa do Peri é de extrema e crucial importancia para a seguranga da
salde publica.

Existem varios trabalhos realizados na Lagoa do Peri,
relacionando a presenca de C. raciborskii com fatores ambientais,
entretanto, nenhum trabalho foi conduzido em laboratério em nivel
experimental com cepas locais da espécie. Neste sentido, o presente
estudo teve como objetivo caracterizar a ecofisiologia e toxicologia de
duas linhagens de C. raciborskii isoladas de Lagoa do Peri, para
proporcionar uma melhor compreensdo da ecologia e riscos potenciais
da espécie. Isto foi feito através da avaliacdo do efeito de diferentes
temperaturas, razdes N:P e regimes de luz sobre o crescimento das
cepas, além da determinacao dos perfis de toxina.

2. Material e Métodos
2.1. Cepas e condicOes gerais de cultivo

As duas cepas de C. raciborskii utilizadas no presente estudo
foram isoladas da Lagoa do Peri, Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.
A cepa C. raciborskii LP1 foi isolada em 2006 e a cepa C. raciborskii
LP2 foi isolada em 2013.

Ambas as cepas foram mantidas em meio de cultura ASM-1
(Gorham et al., 1964) a 22 + 2 °C, fotoperiodo de 12:12 claro-escuro €
irradiancia de 60 pmol photons.m2.s, Nestas condices, as cepas LP1 e
LP2 foram molecularmente identificadas e comparadas quanto as suas
respectivas morfologias, produtividades fisiolégicas e potencial téxico.
Foram também realizados dois experimentos com as cepas nestas
condi¢Bes de cultivo: i. capacidade de aclimatacdo a baixas e altas
intensidades de luz; e ii. resposta do efeito dos nutrientes e da
temperatura nas taxas de crescimento das duas cepas.

2.2. Caracteriza¢io morfologica e identificagcdo molecular

As caracteristicas morfoldgicas dos tricomas (comprimento,
largura e volume) foram determinadas através de um microscépio
Olympus BX41 e analisadas utilizando literatura especializada
(Komarkova, 1998; Komarek & Komarkova, 2003).
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As células das culturas de C. raciborskii LP1 e LP2, foram
coletadas na fase exponencial de crescimento e concentradas através de
centrifugacdo por 10 min a 5.000 g. O DNA gendmico total de cada
cepa foi extraido usando do kit de extragdo Fast DNA™ SPIN for Soil
(MP Biomedical, llikirsh, France) de acordo com as instru¢bes do
fabricante.

Para a amplificacdo do gene 16S rRNA foi utilizado o conjunto de
iniciadores especificos para cianobactérias, 27F1 (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 809R (5-
CTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA) (Neilan et al., 1997). Todas as
reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL
contendo 15,5 pL de dgua deionizada esterilizada, 5 pL 5x Hi-Fi Buffer,
3,1 pL dNTPs, 0,5 pL de cada iniciador, 0,25 pL Velocity DNA
polymerase (Bioline) e 0,5 ul do DNA extraido. A amplificacdo foi
realizada em um termociclador GeneAmp PCR system 2400
(PerkinElmer, Norwalk, USA) utilizando as seguintes condicdes:
desnaturacdo inicial a 92 °C por 2 min, seguida por 30 ciclos de
desnaturacdo a 92 °C por 20 s, anelamento a 50 °C por 30 s, extensao a
72°C por 1 min, e extensdo final a 72°C por 7 min. Os produtos da PCR
foram entdo purificados através de precipitacdo com etanol e enviados
para 0 seqlienciamento. As andlises foram realizadas no Ramaciotti
Centre for Genomics, Universidade de New South Wales, Australia.

As sequencias de DNA obtidas das cepas LP1 e LP2 foram
editadas e alinhadas utilizando um software de alinhamento maltiplo de
sequéncias, Geneous 6.1.8 (Biomatters) e a identidade foi determinada
através de uma busca na base de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

2.3. Andlise de toxinas

Para a determinacdo qualitativa e quantitativa de saxitoxinas, uma
aliquota de 100 mL foi retirada de cada cepa na condi¢do geral de
cultivo. As aliquotas foram filtradas em filtros de fibra de vidro GF/C
(Whatmann, UK), e colocadas em ampolas de vidro para extragdo das
toxinas durante, pelo menos, 12 horasa 5 °C em 10 ml de HCL 0,05 M.

Apo6s de 12 horas, as aliquotas foram sonicadas a 20 kHz
(Hielscher-UP100H- Alemanha) em banho de gelo durante 3 minutos.
Essas aliquotas foram, entéo, filtradas em filtros de Ester de celulose de
45um de didmetro (Sartorius Stedim Biotech, Alemanha). A presenca de
saxitoxinas foi analisada através de Cromatografia Liquida de Alta
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Eficiéncia (CLAE), com derivatizacdo pds-coluna e deteccdo por
fluorescéncia (Rourke et al., 2008).

A cromatografia foi realizada em um sistema HPLC (Shimadzu,
Japan), que consiste em uma controladora CBM 20A, um detector de
Fluorescéncia RF-10AxI (excitacdo 330nm e emissdo 390 nm), duas
bombas binarias LC-20AD e um forno de coluna CTO-20A controlados
através do software Labsolution 5.41.240. Para as reacdes de pds
derivatizagdo foi utilizada uma bomba quaternéria LC-10AD controlada
manualmente e um sistema de banho (Novatecnica, modelo NT 245),
com temperatura controlada a 80°C, em que ficam imersas as
mangueiras de teflon. A coluna analitica utilizada para as anélises foi
Zorbax Bonus-RP C8 (150 x 4,60mm, 5um) marca Agilent®.

As condi¢Bes cromatograficas utilizadas foram as seguintes: O
eluente A (GTX1-5), consistiu de heptanosulfonato de sodio 11 mM,
acido fosférico 5,5mM com pH ajustado para 7,1, e o eluente B (Neo-
STX, dc-STX , STX), consistiu em heptanosulfonato de soédio 11mM,
acido fosférico 16,5mM e acetonitrila 11,5 % (v/v), e pH 7,1. O fluxo
foi de 1 mL/min e o gradiente de elui¢do de 15 minutos.

Para as andlises de saxitoxina totais, padrdes dos analogos das
Gonyautoxinas (GTX-1, GTX-2, GTX-3, GTX-4 e GTX-5) e trés
saxitoxinas, neosaxitoxina (NeoSTX), decarbamoylsaxtoxina (DcSTX),
além do padréo da saxitoxina (STX) foram utilizados. Todas as anélises,
o0s padrdes, assim como o controle (fase mével e acido cloridrico 0,05
N), foram realizadas em triplicatas.

A concentragdo final de cada amostra foi determinada pelo total
de cada variante, levando em conta sua toxicidade relativa, obtendo-se,
entdo a concentracdo total de STX equivalentes. Os padrfes, material de
referéncia certificados, foram obtidos da National Research Council
Canada (NRC).

2.4. Produtividade primaria

A produtividade priméaria das duas cepas foi avaliada através de
curvas de fotossintese vs. irradiancia (P-1), com as cepas aclimatadas nas
condicBes gerais de cultivo. Foi utilizada uma incubadora com agua
circulante na temperatura de 25 + 2 °C, e com uma fonte luminosa,
obtida através de uma lampada de halogénio de 1500 W. Os cultivos, de
ambas as cepas, foram distribuidos em 13 frascos DBO, de borosilicato,
de 300 mL cada. Os frascos foram colocados em fileiras, a partir da
fonte luminosa, gerando um gradiente de luminosidade. O Gltimo frasco
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foi coberto com papel aluminio, para se obter uma condicdo de escuro,
sendo este, utilizado para determinar a respiracdo (R) da cultura.

A irradiancia foi medida atrds de cada frasco utilizando um
sensor quantico subaquético (Li-Cor LI-192SA), previamente calibrado,
conectado a uma unidade datalogger LI1-1400. O enfileiramento dos
frascos de DBO, determinou um gradiente de luz variando de 26 a 1650
umol.photons.m2.s™ em todas as incubacdes. Os experimentos tiveram
duracdo de 1,5 h, e a produtividade foi calculada a partir dos valores de
oxigénio dissolvido medidos no inicio e final de cada incubag&o, através
de um oximetro digital devidamente calibrado. A producdo priméria
bruta foi obtida pela soma dos valores da producdo primaria liquida e da
respiracdo, sendo os dados normalizados pela concentragdo de clorofila-
a (ug.L1). Os valores de produtividade foram expressos em
mgO,.mgChlat.h?,

As curvas P-l foram ajustadas usando o software Kaleida Graph
Verséo 4.0, de acordo com a equacéo 2 (Platt et al., 1980):

_ axPAR BxPAR
P =Pmax><(1— e Pmax)Xe Pmax , 2

Onde, P é a producdo priméria bruta; Pmax é a taxa fotossintética
méaxima; « é a inclinagdo da curva P-I limitada por luz; £ é o pardmetro
fotossintético da regulacdo negativa da fotossintese. Esses parametros
foram utilizados para o calculo da irradiancia de saturacdo da
fotossintese (EK), intensidade o6tima de luz (lopt), e ponto de
compensacdo luminosa (Ic), de acordo com as seguintes equacgdes3
(Hanley, 1993):

__ Pmax __ P a+f __ —Rd
Ek = o ,[Opt—;h’l(T),IC— 7' (3)

Onde Rd € a respira¢do no escuro.

2.5. Experimento 1: Capacidade de aclimatacao de C. raciborskii a
niveis baixos e altos de luz

O efeito de baixas e altas intensidades luminosas no aparato
fotossintético das cepas de C. raciborskii foi avaliado pela exposi¢éo
das duas cepas a intensidades luminosas de 40 pmol.photons.m?.se
200 umol.photons.m?.s. O experimento foi realizado em triplicatas e
teve duracdo de 10 dias. Foram analisadas a concentragdo de clorofila-a,
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medidas citométricas e respostas fotossintéticas através da fluorescéncia
da clorofila-a.

Amostras foram retiradas no inicio e no final do experimento para
a determinacéo do volume (um?®) de acordo com a metodologia descrita
por Hillebrand et al. (1999). E a concentracéo de clorofila-a (ug.L™) foi
determinada fluorimetricamente de acordo com Arar & Colins (1997).

Medidas de fluorescéncia foram realizadas utilizando um
fluorimetro de pulso de amplitude modulada (Water-PAM, Walz,
Germany). As amostras foram submetidas a uma luz actinica de 480
pumol.photons.m?.s?, e pulsos de saturacio foram aplicados para
obtencdo dos valores da fluorescéncia maxima na luz, Fr’. As amostras
foram entéo aclimatadas no escuro por 10 min e expostas a uma luz de
saturacdo para estimar a fluorescéncia, Fm, € 0 rendimento quéntico
méaximo da conversdo da energia fotossintética no PSIl (Fv/Fn) foi
calculado. A dissipacdo de energia nao-fotoquimica (NPQ) foi calculada
utilizando a equacdo 4 (Bilger & Bjérkman, 1990):

NPQ = M, 4)

Fmr

2.6. Experimento 2: Influéncia de diferentes temperaturas e razdes
N:P na taxa de crescimento de C. raciborskii

Com o objetivo de se verificar o efeito da temperatura e da razdo
N:P no crescimento das duas cepas, foi realizado um experimento
fatorial, utilizando uma mesa de gradiente. Foram testadas trés
temperaturas 17 °C, 22 °C e 28 °C, e trés razdes N:P, 4,5:1, 10:1 e 40:1.

Os experimentos foram realizados em triplicatas e tiveram
duracgdo de 10 dias. A fluorescéncia da clorofila-a, expressa em unidade
bruta de fluorescéncia (RFU) e a densidade 6ptica (OD) a 750 nm foram
medidas a cada trés dias, através de um fluorimetro (Turner, Aquafluor)
e um espectrofotémetro (Biospectro, SP-220), respectivamente.

As curvas de crescimento foram geradas a partir dos valores de
ODy7s € as fases exponenciais foram identificadas para o célculo das
taxas de crescimento especifico () de acordo com a equagéo 5:

_ InoD,-In0D,
T -t %)
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Onde OD; é a densidade optica da cultura no inicio da fase
exponencial, OD, é a densidade Optica da cultura no final da fase
exponencial, t; e t; sdo, respectivamente, os tempos de inicio e final
(dias) da fase exponencial.

2.7. Analises estatisticas

Para as comparages entre as respostas paramétricas das duas
cepas, foi utilizado o teste-t, a fim de se avaliar as diferengas entre o
comprimento, largura e o volume dos tricomas, assim como os dados da
produtividade primaria. Com relagdo ao experimento 1, foi utilizada a
analise de variancia ANOVA bi-fatorial para avaliar a influéncia dos
fatores luz e cepa. E em relagéo ao experimento 2, a analise de variancia
ANOVA tri-fatorial foi utilizada para verificar a influéncia da cepa,
temperatura e disponibilidade de nutrientes na concentracéo de clorofila-
a e nas taxas de crescimento. A comparacdo pelo teste post hoc de
Tuckey HSD foi utilizada quando necessario (P<0.05). As analises
foram realizadas utilizando o software Statistica 6.0.
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3. Resultados
3.1. Caracterizacdo morfoldgica e identificacdo molecular

Ambas as cepas apresentaram tricomas ndo constritos ou
levemente constritos, extremidades levemente acuminadas e a presenca
de inimeros aerétopos. Os heterocitos sdo cOnicos e terminais,
aparecendo em uma ou nas duas extremidades dos tricomas (Figura 1).
Entretanto, os tricomas das duas cepas diferem quanto a forma,
comprimento e volume. A cepa LP1 possui tricomas retos, enquanto a
cepa LP2 apresenta tricomas ligeiramente curvados, com comprimento
(p < 0,0001) e volume (p = 0,01) significativamente maiores que a cepa
LP1 (Tabela 1). Em relacdo a largura, ndo foram observadas diferencas
significativas (p > 0,05).

Tabela 1. Dados da morfologia das duas cepas de C. raciborskii, LP1 e LP2,
isoladas da Lagoa do Peri e mantidas em laboratério nas condigdes gerais de
cultivo (média + desvio padréo, n=30).

Morfologia LP1 PL2
Filamento Reto Curvados
Comprimento (um) 71,75 + 16,87 356,5 + 127,78
Largura (um) 4,15+£1,15 3,3+1,03

Volume (um?) 1.111,68 627,39  3.162,89+ 1.635,84
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Figura 1. . Fotomicrografias mostrando as diferencas na morfologia das duas
cepas de C. raciborskii (A, B e C) LP1, (D e E) LP2. Células vegetativas,
tricomas com aerotopos (a), acinetos (ac) e heterocitos terminais (h). A, B, C, E

as barras representam 5 pm e D, 100 pum.
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A amplificagdo e o sequenciamento do gene 16S rRNA mostrou
100% de identidade de ambas as cepas com C. raciborskii
(Woloszynska, 1912) Seenayya and Subba Raju (1972). Os nimeros de
acesso sdo: KX961611 (LP1) e KX961612 (LP2).

3.2. Analises de toxinas

As concentragbes de toxinas de ambas as cepas estdo
apresentadas na Tabela 2. A cepa LP2 apresentou um potencial téxico
maior que a cepa LP1, uma vez que a cepa LP2 apresentou uma maior
quantidade de toxinas ([total] STX eq. =31,025 pg. L™?) que a cepa LP1
([total] STX eq. =18,768 pg.L ). A mesma diferenca foi observada em
relacdo a variedade de analogos, enquanto a cepa LP1 apresentou os
andlogos GTX-4 e GTX-5, na cepa LP2 quatro analogos adicionais
foram observados (GTX-3, GTX-2, dc-STX e STX) (Tabela 2).

Tabela 2. Variantes da saxitoxina observadas nas cepas de C. raciborskii LP1 e
LP2 (ug. L) mantidas nas condicdes gerais de cultivo. GTX: goniautoxinas,
STX: saxitoxina, dcSTX: decarbamoilsaxitoxina.

Anélogos LP1 (ug.L™Y) LP2 (ug. L?)
GTX-4 25,474 8,411
GTX-5 4,211 0,783
GTX-3 - 6,011
GTX-2 - 5,739
dcSTX - 6,103

STX - 15,830
[STX equivalentes] 18,768 31,025

3.3. Produtividade primaria

As curvas P-I obtidas a partir dos experimentos de produtividade
primaria estdo mostradas na Figura 2, e os parametros obtidos através
dos ajustes das curvas estdo apresentados na Tabela 3. A concentracdo
inicial de clorofila-a nos experimentos com a cepa LP1 variou entre 0,51
ng.Lte 0,88 pg. L2, e nos experimentos com a cepa LP2 de 0,68 pg.La
0,74 pg.LL.

As curvas P-1 mostraram diferencas significativas para o0s
parametros g (p = 0,012), indicativo de regulacdo negativa da
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fotossintese, com os menores valores observados na cepa LP2. Os
valores de intensidade de compensacdo luminosa (Ic) (p = 0,011) foram
maiores na cepa LP1 que na cepa LP2. N&o sendo observadas diferengas
significativas entre as duas cepas para os valores de Pmax (p = 0,66), a (p
= 0,49), lopt (p = 0,06) e Ex (p = 0,259).
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400 - ®
300 1
200 - '
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Figura 2. Curvas de fotossintese vr irradiancia (P-1) obtidas ap6s o ajuste dos
dados experimentais com o software Kaleida Graph, utilizando a equacdo de
Platt et al. (1980). (A) cepa LP1 e (B) cepa LP2.
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Tabela 3. Parametros das curvas P-1 obtidos ap6s o ajuste dos dados a equagéo
de Platt et al. (1980). a: inclinagdo inicial da curva limitada por luz
(mgO2.mgChlal.ht.umol photons.m?2s?), B: pardmetro fotossintético da
regulagdo negativa da fotossintese (mgO2.mgChla.h-t.umol photons.m2.s?),
Pmax: produtividade maxima (mgO2.mgChla.h'), Ex: irradiancia de saturagéo
(umol photons.m2.s1), lopt: irradiancia 6tima (umol photons.m=2.s?) e Ic: ponto
de compensag&o luminosa (umol photons.m2.s1). Em negrito, os valores em que
foram encontradas diferencas significativas com o teste t (p <0,05), comparando
as duas cepas.

Cepa P max a p Ex I opt Ic

LP1 528,84 + 54,27 20,23+339 0,66+0,18 26,39 +2,53 105,75+£10,31 2,89+1,70
LP2 576,12 + 165,90 24,03+8,05 0,20+0,08 2425+1,25 121,71 +£3,88 7,82+0,94

3.4. Experimento 1: Capacidade de aclimatacao de C. raciborskii a
niveis baixos e altos de luz

As respostas fisioldgicas de C. raciborskii variaram em funcdo
dos fatores luz e cepa. Alguns parametros analisados foram
influenciados por fatores isolados, enquanto que para outros parametros,
a interacdo dos fatores luz e cepa foram significativas para gerar
variacOes (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo dos resultados da ANOVA das respostas fisiol6gicas das duas
cepas de C. raciborskii cultivadas em duas intensidades luminosas. Os fatores
luz e cepa foram fontes de variacdo. Parémetros avaliados: rendimento
quéntico maximo (Fv/Fm), dissipacdo nao-fotoquimica (NPQ), conteido de
chlorofila-a (Chl-a), e volume celular. Respostas significativas estdo marcadas
em negrito. N=3.

Fonte de

variagao Fu/Fm NPQ Chl-a Volume

df F P F P F P F P
Cepa(l) 1 11,022 0,011 12,762 0,007 9687,596 0,000 4,031 0,052
Luz (2) 1 335,463 0,000 1,419 0,268 7166,810 0,000 6,067 0,019
@)*2) 1 0,000 0,99 5,368 0,050 74,153 0,000 10,442 0,003
Residuo 8
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As cepas apresentaram variacdes no rendimento quantico
maximo da fotossintese (F./Fm, Figura 3A), embora estes, foram
determinados separadamente pelos fatores luz e cepa. Valores maiores
de F./Fmn foram registrados para as cepas expostas a alta intensidade
luminosa (0,51+0,02) em comparagdo com as amostras de baixa
intensidade luminosa (Figura 3B). A mesma situacgdo foi observada com
a cepa LP1, apresentando maior potencial fotossintético que a cepa LP2
(Figura 3C).

A concentracdo de clorofila-a de C. raciborskii foi afetada pela
interacdo entre os fatores disponibilidade de luz e cepa (Tabela 4). A
maior concentracdo de clorofila foi registrada na cepa LP2 quando
mantida em baixa intensidade luminosa (Figura 3D). Além da grande
quantidade de pigmentos, a cepa LP2 foi capaz de dissipar melhor o
excesso de energia através da dissipacdo ndo-fotoquimica (NPQ) que a
cepa LP1 (Figura 3E). Este parametro foi influenciado apenas pelo fator
cepa (Tabela 4).

A aclimatagdo das duas cepas de C. raciborskii a alta e a baixa
intensidade luminosa resultou também em alteracdo do volume celular,
induzidos pelos fatores disponibilidade de luz e cepa (Tabela 4). A cepa
LP2 apresentou tricomas mais longos, com volumes maiores que a cepa
LP1, porém, somente foi observado quando mantidas em alta
intensidade luminosa (Figura 3F).
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Figura 3. Experimento de fotoaclimatag@o com as duas cepas de C. raciborskii,
LP1 e LP2, cultivadas em duas irradiancias: alta luz, HL (200 umol.photons.m-
251y e baixa luz, LL (40 pmol.photons.m2.s1). A. Fv/Fm, rendimento quantico
maximo da fotossintese. B e C. Dados conjuntos de Fv/Fm de acordo com a
ANOVA (tabela 4). D. Concentracdo de clorofila-a (ug.um3). E. dissipacdo de
energia ndo-fotoquimica (NPQ). F. Volumes celulares. Barras verticais indicam
o0 desvio padrdo de trés réplicas.
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3.5. Experimento 2: Influéncia de diferentes temperaturas e razdes
N:P na taxa de crescimento de C. raciborskii

Quando submetida a diferentes condi¢cdes de nutrientes e
diferentes temperaturas, houve interacdo desses fatores com a taxa de
crescimento e a concentracdo de clorofila-a (Tabela 5). Para as taxas de
crescimento, duas duplas interacbes foram significativas, considerando
cepa e temperatura, e entre temperatura e razées N:P. C. raciborskii
apresentou as maiores taxas de crescimento quando cultivada em 28°C e
nas razdes N:P 4,5 ou 10:1 (Figura 4A). Da mesma forma, a cepa LP2
sempre apresentou maiores taxas de crescimento em comparagdo com a
cepa LP1, sendo as maiores observadas na temperatura de 28°C (Figura
4B). Uma tendéncia similar foi observada para a concentragdo de
clorofila-a, com os maiores valores observados nas amostras mantidas a
28°C, e quando cultivadas nas razdes N:P 4,5 ou 10:1 (Figura 4C). A
cepa LP2 também apresentou maior concentracdo de clorofila-a, em
relacdo a cepa LP1, em todas as condic¢Bes de nutrientes testadas (Figura
4D).

Tabela 5. Resumo dos resultados da ANOVA das respostas fisiologicas das duas
cepas de C. raciborskii cultivadas em trés temperaturas (17 °C, 22 °C and 28
°C) e trés diferentes condigBes nutricionais (razdes N:P, 4,5:1, 10:1, 40:1).
Cepas, Temperaturas e razées N:P isolados e a intera¢do dos fatores foram as
fontes de variagdo. Pardmetros avaliados: taxas de crescimento e concentragéo
de clorofila-a (Chl-a). Respostas significativas estdo marcadas em negrito. N=3.

Taxas de
crescimento

a F p F p
1 113,606 0,000 272,731 0,000
Temperatura (2) 2 941,098 0,000 754,147 0,000
Razédo N:P (3) 2 24,780 0,000 18,856 0,000
D)*(2) 2 6,760 0,003 0,524 0,597
2
4
4

Chl-a

Cepa (1)

1)*(3) 0,854 0,434 4,459 0,019
2)*(3) 9,375 0,000 10,409 0,000
D)*(2)*(3) 1,725 0,166 0,555 0,697
Residuo 36
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Figura 4. Taxas de crescimento (pn.d?') determinadas pelo aumento da
densidade éptica (OD) em 750 nm e concentracdo de clorofila-a das duas cepas
de C. raciborskii (LP1 e LP2) nas trés temperaturas, 17 °C, 22 °C e 28 °C e trés
razdes N:P, 4,5:1, 10:1, 40:1 testadas. A. Resultados da interagdo das taxas de
crescimento, considerando os fatores significativos temperatura e
disponibilidade de nutrientes; B. Resultados da interacdo das taxas de
crescimento considerando os fatores significativos temperatura e cepa; C.
Resultados da interagdo da concentracao de clorofila-a considerando os fatores
significativos temperatura e disponibilidade de nutrientes; D. Resultados da
interacdo da concentracdo de clorofila-a considerando os fatores significativos
cepa e disponibilidade de nutrientes. Para detalhes dos fatores significativos,
veja a Tabela 5. Letras diferentes representam diferenga significativa (p <0,05),
de acordo com o teste de Tukey.
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4, Discussao

De acordo com os resultados obtidos, podemos observar que as
duas cepas, LP1 e LP2, apresentam 100% de identidade nas sequéncias
parciais do gene 16S rRNA, entretanto, apresentam caracteristicas
morfoldgicas, ecofisioldgicas e toxicoldgicas distintas. C. raciborskii é
conhecida por apresentar uma alta variabilidade morfol6gica tanto em
condigdes naturais como em laboratério (Padisak, 1997; Komarkova,
1998; Komarkova et al., 1999). Em um estudo realizado por Komérkovéa
et al. (1999), na Lagoa do Peri, foram distinguidas quatro morfologias
durante dois anos de estudo, todas apresentaram filamentos retos ou
formas mais onduladas como encontrado neste trabalho, ndo sendo
observado nenhum filamento espiralado. Baptista & Nixdorf (2014)
também evidenciaram diferentes morfotipos, incluindo a ocorréncia de
filamentos espiralados, que segundo os autores foram mais evidentes
durante periodos secos e frios. Tricomas espiralados ja foram
observados em outras regides do Brasil (Bouvy et al., 1999), entretanto,
ndo é a morfologia mais abundante. Na Australia, Saker et al. (1999)
observaram a presenga das duas formas co-ocorrendo. Morfologias
similares as observadas neste trabalho foram descritas em outras regides
brasileiras (Dyble et al., 2012; Soares et al., 2013;Wojciechowski et al.,
2016), no Uruguai (Piccini et al., 2011) e na Europa (Briand et al., 2002;
Aster et al., 2010). Diferencas no comprimento e largura dos tricomas ja
foram observadas na mesma cepa em respostas a variacdes de
temperatura, concentragfes de nutrientes e luminosidade (Soares et al.,
2013; Rangel et al., 2016; Wojciechowski et al., 2016). Pode-se
observar que a cepa LP2 além de maior comprimento, também
apresentou maior variagcdo no tamanho dos tricomas. Quando exposta a
altas intensidades luminosas e temperaturas, foi observado maior
numero de tricomas, porém com menor comprimento, e quando exposta
a baixas intensidades luminosas ou temperaturas, um menor nimero de
tricomas, com comprimentos maiores, pode ser observado. Essa
caracteristica ndo foi evidenciada na cepa LP1, que mesmo exposta a
variagbes de luz e temperatura, manteve 0 mesmo comprimento.
Segundo Vidal & Kruk (2008), a morfologia parece estar mais
relacionada com as condi¢fes ambientais locais do que a localizagdo
geografica, entretanto, no presente caso, as cepas sdo oriundas do
mesmo ambiente e foram cultivadas nas mesmas condic¢Bes. Tal fato
sugere que as diferengas morfoldgicas das cepas LP1 e LP2 tem origem
enddgena ou relacionada ao periodo do ano em que foram isoladas, A
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cepa LP1 foi isolada no verdo, enquanto a cepa LP2 foi isolada durante
0 periodo de inverno.

A cepa LP1 apresentou menores taxas de crescimento nos dois
extremos de temperaturas testadas, entretanto, ambas as cepas
apresentaram crescimento satisfatorio nas trés temperaturas, 17 °C, 22
°C e 28 °C, sendo as maiores taxas de crescimento e as maiores
diferengas entre as cepas observadas na temperatura de 28 °C. Esses
dados corroboram com outros trabalhos, onde diferentes cepas de C.
raciborskii apresentaram uma grande tolerdncia a variagbes de
temperatura (Briand et al., 2004; Chonudomkul et al., 2004; Soares et
al., 2013), sendo capazes de apresentar crescimento liquido positivo em
temperaturas variando de 14-17°C (Piccini et al., 2011; Soares et al.,
2013) a 35°C (Briand et al., 2004). Entretanto, a temperatura 6tima de
crescimento esta na faixa de 25.6°C — 32.7°C, segundo modelo proposto
por Recknagel et al. (2014). Na Lagoa do Peri, C. raciborskii ja foi
registrada em temperaturas de 14.6°C, no periodo de inverno,
contribuindo em cerca de 50% do fitoplancton total, até a temperatura de
29°C, durante o verdo, com contribuicdo de até 90% na comunidade
fitoplancténica, segundo dados de Silveira et al. (2013). A temperatura
parece ser um dos fatores mais influentes na domindncia de C.
raciborskii, e consequentemente, populacBes perenes podem persistir
durante todo o ano em lagos brasileiros (Bouvy et al., 1999; Komarkova
et al.,1999).

A concentracdo relativa de nitrogénio e fosforo dissolvidos na
agua (razdo N:P) influencia diferentemente a fisiologia e o crescimento
do fitoplancton, sendo um pardmetro determinante da biomassa e
composicdo de espécies. Segundo Guildford & Hencky (2000), razdes
molares de N:P superiores a 22,5, indicam ambientes limitados por P,
enquanto razdes inferiores a 22,5, indicam ambientes limitados por N,
ainda que diferentes espécies tenham exigéncias ou adaptagdes
especificas em relacdo a esses dois nutrientes. Nossos resultados
mostraram que as duas cepas de C. raciborskii isoladas da Lagoa do
Peri, apresentaram crescimento nas trés razdes N:P testadas, 4,5:1, 10:1,
e 40:1, o que caracteriza habilidade de crescimento de ambas as cepas
em condi¢Bes de limitacdo dos dois nutrientes. Entretanto, houve
diferenca significativa na razdo 40:1, na temperatura de 28°C, aonde a
cepa LP1 apresentou menor taxa de crescimento que a LP2, sugerindo
que em condigBes de limitacdo relativa de P, a cepa LP2 teria mais
condicBes de prevalecer na lagoa. Resultados semelhantes foram
observados em um trabalho realizado por Chislochet al. (2014), onde C.
raciborskii apresentou habilidade de dominar em razfes N:P muito
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baixas (7:1) e também muito altas (122:1). C. raciborskii apresenta uma
maior vantagem competitiva com relacdo ao uso do fésforo, devido a
sua alta afinidade de absor¢cdo (Wu et al., 2009) e alta capacidade de
armazenamento de P (Istvanovics et al., 2000). Adicionalmente, tem
habilidade de usar diferentes fontes de fosforo para suportar seu
crescimento quando este se encontra limitado (Bai et al., 2014), o que a
possibilita tolerar ambientes com baixa disponibilidade deste nutriente.
Esses dados estdo de acordo com o que acontece na Lagoa do Peri, visto
gue, segundo Henneman & Petrucio (2011), a Lagoa do Peri é
fortemente limitada por P, durante grande parte do ano. Segundo
Silveira (2013) a concentragdo de fosforo total variou de 10 pg. L™ a 44
ug. L e a concentragdo de nitrogénio total variou de 254,5 pg. L a
1367,4 upg. L1, ndo havendo diferencas entre as concentracdes
observadas na superficie e no fundo na grande maioria das amostras.
Este também é um dado que chama atencdo de pesquisadores, uma vez
gue a Lagoa do Peri é o Unico ambiente limitado por P, no qual C.
raciborskii consegue dominar por longos periodos (Tonetta et al., 2015).
Diferencas entre cepas isoladas da mesma regido quanto ao
requerimento de fosforo j& foram descritas por Piccini et al. (2011).
Segundo esses autores, alguns ec6tipos sdo capazes de otimizar seu
crescimento através de adaptacdes nos sistemas de captura de fésforo
como ja foi observado em outras espécies de cianobactérias que
dominam a comunidade fitoplancténica (Aubriot et al., 2012).

Analisando os dados das curvas P-l verificou-se que as duas
cepas ndo apresentaram diferencas significativas (p<0.05) nos valores de
produtividade (Pmax), eficiéncia fotossintética («) e nos valores de
irradiancia otima (lopt) e de saturacdo da luz (Ik), entretanto,
apresentaram diferencas quando comparadas a irradiancia de
compensacdo (Ic) e a fotoinibicdo (B). A eficiéncia fotossintética (a)
apresentou valores maiores (20-24 mgO2.mgChla*.h-t.umol photons.m"
2.s1) do que os valores encontrados na literatura para a mesma espécie.
Esta maior inclinagdo inicial da curva P-1, pode estar relacionada a
aclimatacdo da cepa em laboratério, uma vez que as condi¢des ndo sdo
exatamente iguais as encontradas no ambiente natural. Células
cultivadas por longos periodos em baixas intensidades luminosas podem
apresentar maiores valores de o (Kana & Glibert, 1987), obtendo alta
produtividade em intensidades luminosas muito baixas, bem como
maior suscetibilidade a fotoinibi¢do (Platt et al., 1980; O’Brien et al.,
2009).

Os valores de Ik foram similares aos encontrados em outros
isolados de C. raciborskii, variando em torno de 15-26 pumol.photons.m
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251 (Padisak & Reynolds, 1998; Shakif et al., 2001; Briand et al., 2004;
Wu et al., 2009), indicando serem cepas com baixo requerimento de luz
para fotossintese (Padisak & Reynolds, 1998). Pode-se observar que a
cepa LP1, apresentou maior valor do pardmetro B, que a cepa LP2,
sugerindo que a cepa LP2, possui uma maior capacidade de tolerar altas
intensidades luminosas. Briand et al. (2004), mostrou que C. raciborskii
consegue tolerar intensidades superiores a 500 pmol.photons.m?.s?, e
Wu et al. (2009), utilizando uma cepa de um lago subtropical na China,
também observou elevado crescimento em baixas intensidades
luminosas, porém, tolerancia a intensidades superiores a 900
umol.photons.m?.s%. Entretanto, a fotoinibicdo observada na cepa LP1,
pode ser efeito da limitagcdo de carbono no meio e consequentemente a
queda da produtividade bruta, do que um dano propriamente dito
causado no aparato fotossintético. Devido a tolerancia a intensidades
luminosas mais altas, optou-se por caracterizar as duas cepas gquando
expostas & intensidades em torno de 200 umol.photons.m?.s? e 40
pmol.photons.m?.s, O aumento do volume celular observado na cepa
LP2, ja foi evidenciado em cepas de C. raciborskii submetidas a baixas
intensidades luminosas, e pode ser considerado uma conseqiliéncia da
sua baixa taxa de crescimento, como foi observado por Pierangelini et
al. (2015). Ambas as cepas apresentaram maiores concentracdes
celulares de clorofila-a quando expostas a baixas intensidades
luminosas, que pode estar relacionada a um mecanismo de aclimatacéo,
promovendo a célula um aumento da habilidade em capturar a energia
luminosa.

De acordo com as analises de fluorescéncia da clorofila, pode-se
observar que ambas as cepas apresentaram valores similares de Fv/Fm e
Y(Il), o que sugere que apresentam capacidades fotossintéticas
similares, entretanto, esses valores diminuem quando expostas a
intensidades mais altas. A cepa LP2 apresentou maiores valores de
NPQ, sugerindo que possui maior capacidade de fotoprotecdo que LP1.
Entretanto, apesar de que em microalgas o NPQ esta relacionado a
mecanismos de fotoprotecdo, Pierangelini et al. (2014), especulam que
em C. raciborskii, NPQ provavelmente esta relacionado a diferengas no
estado redox da cadeia de transporte de elétrons induzido pela diferenca
na composicgdo e excitacdo dos diferentes pigmentos. Neste trabalho ndo
foram avaliadas a composicdo e concentracdo dos outros pigmentos
fotossintéticos, entretanto, ja ficou evidente a diferenca na concentragéo
celular de clorofila a entre as duas cepas.

Os valores de lopt em torno de 105 + 10,31 pmol.photons.m2.s!
para a cepa LP1 e 121 + 3,88 umol.photons.m2.spara a cepa LP2,
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considerados relativamente altos, bem como os valores baixos de Ik,
podem proporcionar as duas cepas vantagem competitiva sobre outras
espécies. Na Lagoa do Peri, um sistema caracterizado por limitacdo de
luz e por constante mistura da agua (Hennemann & Petrucio, 2011;
Baptista & Nixdorf, 2014), seu crescimento liquido positivo em uma
ampla gama de intensidades luminosas, pode ser um dos fatores que
favorecem sua dominancia sobre as outras espécies de cianobactérias.

Foi confirmada a producdo de saxitoxina nas duas cepas, assim
como ja foi descrito para outras cepas brasileiras de C. raciborskii
(Lagos et al., 1999; Molica et al., 2002; Bernard, 2003; Pomatti et al.,
2003). Entretanto, também foram observadas diferencas entre as duas
cepas quanto o perfil e a concentragcdo das variantes da saxitoxina,
mesmo quando mantidas sob as mesmas condi¢es de cultivo,
caracterizando a cepa LP2 como mais toxica. Diferencas no grupamento
génico responsavel pela biossintese da saxitoxina, também foram
observadas (dados ndo publicados). Esses sdo os primeiros dados de
perfil de toxinas em cepas isoladas da Lagoa do Peri. Até entdo, s6 havia
dados de amostras de adgua da Lagoa realizados por Grellmann (2006),
onde foram detectados NeoSXT, GTX3 e GTX5. Em isolados
brasileiros, ja foram detectados GTX-2, GTX-3, GTX-5, GTX-6, STX,
NeoSTX, dcSTX, dcNeoSTX (Lagos et al., 1999; Molica et al., 2002;
Ferrdo-Filho et al., 2007; Soto-Liebe et al., 2010; Hoff-Risseti et al.,
2013). Diferencgas na concentracdo de toxinas observadas nas diferentes
cepas podem estar relacionadas com o tempo e condicBes de cultivo,
diferengas na expressdo e regulacdo dos genes relacionados com a
biossintese, bem como o emprego de diferentes técnicas analiticas de
deteccdo. Recentemente Brentano et al. (2016) relacionou a variagdo da
concentracdo de STX na Lagoa do Peri com fatores abidticos, e segundo
esses autores, a condutividade e a concentracdo de nitrogénio inorganico
dissolvido (DIN) proporcionaram o maior poder explicativo para a
concentragdo de STX in situ, entretanto, ndo especificaram o perfil de
toxinas, apenas a concentracdo de STX foi analisada.

De acordo com a identificacdo a partir do gene 16S rRNA,
podemos afirmar que as duas cepas isoladas da Lagoa do Peri
correspondem a mesma espécie, C. raciborskii, e as diferencas
morfoldgicas e ecofisiolégicas observadas podem sugerir a selecdo de
diferentes ec6tipos, originados em respostas as variagdes ambientais
existentes neste lago subtropical. Essas caracteristicas permitem que a
C. raciborskii se mantenha dominante na comunidade fitoplancténica da
lagoa do Peri, durante praticamente 0 ano todo, intercalando na
contribuicdo de biomassa total, conforme suas preferéncias e tolerancias
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ambientais. Piccini et al. (2011), também observaram diferencas
morfologicas e ecofisoldgicas em dois isolados no Uruguai, sugerindo a
selecdo de ecdtipos e de acordo com as andlises filogenéticas, uma
recente dispersdo das cepas brasileiras e uruguaias. Segundo
Chonudomkul et al. (2004), C. raciborskii ndo é apenas uma espécie em
continua invasdo, mas também uma espécie com cepas ou ecotipos com
diferentes  tolerancias fisioldgicas. Diferencas ecofisioldgicas
relacionadas com aclimatacdo das cepas devido ao tempo de cultivo, dez
anos da cepa LP1 e trés anos da cepa LP2, foram descartadas, uma vez
gue comparadas com a cepa C. raciborskii T3, a qual estd mantida em
cultivo a mais tempo que a cepa LP1, apresentou caracteristicas
semelhantes a cepa LP2 (dados ndo apresentados).

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que as diferengas
observadas na morfologia, taxas de crescimento em diferentes
temperaturas e condi¢des de nutrientes, diferencas no requerimento de
luz, bem como na producdo de toxinas nas duas cepas isoladas da Lagoa
do Peri, sdo resultado da adaptacdo de determinados morfotipos as
variacBes das condicbes ambientais existentes nesta lagoa. Esses
resultados contribuem para um melhor entendimento dos fatores que
levam a dominancia desta espécie por longos periodos, e trabalhos
futuros avaliando respostas fisiologicas, expressdo e regulacdo dos
genes relacionados com a biossintese da saxitoxina, serdo importantes
no monitoramento da espécie e das concentragdes de toxinas na Lagoa
do Peri, importante manancial de agua potavel da llha de Santa Catarina.
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Capitulo 11 - Relagéo filogenética, expressao génica e concentragao
de toxinas em duas cepas produtoras de saxitoxina isoladas da

Lagoa do Peri, Floriandpolis, Brasil.

1. Introducéo

Cylindrospermopsis raciborskii é uma cianobactéria de agua
doce, que tem recebido grande atencdo de pesquisadores devido ao
aumento no nimero de ocorréncias, na Ultima década, em ecossistemas
continentais de regides tropicais, subtropicais e temperadas, e,
principalmente pelo seu potencial em produzir toxinas e formar
floragdes (Padisak, 1997).

Esta cianobactéria  é uma produtora conhecida de
cilindrospermopsina (CYN) e saxitoxina (STX), com o tipo de toxina
produzida aparentemente relacionada, em parte, a distribuicdo
geogréfica (Sinha et al., 2014). Até 0 momento, cepas produtoras de
CYN foram descritas na Australia, Asia e Nova Zelandia (Antunes et
al., 2015), e as cepas isoladas da América do Sul, Brasil (Lagos et al.,
1999; Molica et al., 2002) e Uruguai (Piccini et al., 2011) foram
descritas como produtoras de STX.

A saxitoxina (STX) e seus analogos sdo uma classe de alcal6ides
neurotéxicos, que atuam bloqueando os canais de sédio-voltagem
dependentes em células excitaveis, resultando em paralisia muscular
(Stevens et al., 2011). A STX é uma das neurotoxinas naturais mais
potentes conhecidas e, desde a sua descoberta inicial, ja foram
identificados 57 analogos, que ocorrem naturalmente. Com base na
variacdo das porcdes dos grupos laterais, as STXs podem ser
classificadas como ndo-sulfatadas (STX, neoSTX), mono-sulfatadas
(GTX1-6), di-sulfatadas (C1-4), decarbamoiladas (dcSTX, dcneoSTX,
dcGTXs1-4) e deoxi-decarbamoiladas (doSTX, doGTXs1-3) (Wiese et
al. 2010).

A via de biossintese da STX foi primeiramente elucidada na cepa
C. raciborskii T3. O agrupamento de genes abrange 35 kb, codificando
31 quadros de leitura aberta (ORFs) e é atribuido a 26 proteinas
(Kellmann et al., 2008). Embora os perfis dos genes diferem entre as
diversas espécies de cianobactérias capazes de produzir a STX, todos 0s
agrupamentos contém um grupo de genes principais, relacionados com a
biossintese da STX. Qito genes (sxtA, sxtG, sxtB, sxtD, sxtS, sxtU,
sxtH/T and sxtl) estdo diretamente envolvidos na biossintese da
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molécula de STX e trés genes adicionais (sxtL, sxtN and sxtX), estdo
envolvidos com a codificacdo de proteinas relacionadas com a
modificacdo da molécula de STX em seus anélogos (Kellmann et al.,
2008).

Para este trabalho, os genes analisados foram selecionados de
acordo com o seu papel na via biossintética da STX. O gene sxtA,
descrito como o gene que provavelmente inicia a biossintese da STX,
sendo sua presenca relacionada em espécies e cepas produtoras de
saxitoxina, e ausente em ndo produtoras (Stiicken et al. 2011), os genes
SXtB e sxtS, por estarem relacionados com a formagao de heterociclos na
estrutura da molécula (Kelmann et al., 2008) e o gene sxtl, o qual
aparentemente esta relacionado na formagdo da molécula de saxitoxina.
Segundo Wang et al. (2016), o gene sxtl codifica umas das enzimas
chave na biossintese da STX.

A Lagoa do Peri é um lago costeiro subtropical, localizado no
sudeste da llha de Santa Catarina, compreendendo o maior reservatorio
de agua da costa Catarinense, fornecendo agua potavel para cerca de
100.000 habitantes. Desde 1994, tem sido registrada a presenca de C.
raciborskii na Lagoa, sendo evidenciado o aumento na sua densidade e
periodos de dominancia (Kormarkova et al. 1999; Grellmann, 2006;
Hennemamm & Petrucio, 2011; Tonetta et al., 2013). De acordo com
Tonetta et al. (2013) e Silveira (2013) C. raciborskii é a espécie mais
importante da comunidade fitoplancténica da Lagoa do Peri, e foi
dominante em todas as amostragens durante o periodo de estudo.

Em pesquisas recentes, foram observadas diferengas no perfil de
toxinas e na ecofisiologia de duas cepas de C. raciborskii isoladas do
Lago Peri, sugerindo a existéncia de diferentes ecétipos. Atualmente, os
dados obtidos em estudos laboratoriais de cepas isoladas da Lagoa sédo
escassos e novas informacdes sobre a producao de toxinas e 0s possiveis
fatores ambientais que influenciam sua biossintese sdo de extrema
importancia.

O objetivo deste estudo foi investigar a presenca de genes
envolvidos na biossintese da STX, bem como o contelido de toxinas e o
nivel relativo de transcritos por g°PCR em duas cepas de C. raciborskii
isoladas do Lagoa do Peri, Floriandpolis, SC. Andlises filogenéticas,
utilizando trés marcadores moleculares também foram realizadas, a fim
de se avaliar sua relacdo com cepas isoladas de outras regides
brasileiras, bem como de outras regides do mundo.



64

2. Material e Métodos
2.1. Cepas e condicGes de cultivo

As duas cepas de C. raciborskii utilizadas neste estudo foram
isoladas da Lagoa do Peri, e denominadas de LP1 e LP2. Como
controle, uma terceira cepa foi utilizada, C. raciborskii T3 (Kellmann et
al., 2008), a qual tem sido amplamente estudada. Ambas as cepas foram
cultivadas em triplicatas em meio de cultura ASM-1 (Gorham et al.,
1964), temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12h:12h claro:escuro em
uma intensidade luminosa de 60 pumol photons.m?.s. Apds 15 dias em
cultivo, aliquotas foram coletadas para a quantificacdo celular, anélises
de toxinas e expressdo génica.

2.2. Concentracdo celular e biovolume

A concentracdo celular foi calculada através da contagem de
células em camaras de Sedgwick - Rafter de acordo com a metodologia
descrita por LeGresley & McDermott (2010) e o biovolume foi
determinado segundo Hillebrand et al. (1999).

2.3. Extracédo e quantificacéo de toxinas

Para a determinacdo qualitativa e quantitativa de saxitoxinas, uma
aliquota de 100 mL foi retirada de cada cepa apés 15 dias de cultivo. As
aliquotas foram filtradas em filtros de fibra de vidro GF/C (Whatmann,
UK), e colocadas em ampolas de vidro para extracdo das toxinas
durante, pelo menos, 12 horas a 5° C em 10 ml de HCL 0,05 M.

Apo6s 12 horas, as aliquotas foram sonicadas a 20 kHz (Hielscher-
UP100H- Alemanha) em banho de gelo durante 3 minutos. Essas
aliquotas foram, entdo, filtradas em filtros de Ester celulose de 45 pm de
didmetro (Santorius Stedim Biotech, Alemanha). A presen¢a de
saxitoxinas foi analisada através de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), com derivatizacdo pds-coluna e deteccdo por
fluorescéncia (Rourke et al., 2008).

A cromatografia foi realizada em um sistema HPLC (Shimadzu,
Japan), que consiste em uma controladora CBM 20A, um detector de
Fluorescéncia RF-10AxI (excitagdo 330 nm e emissdo 390 nm), duas
bombas binarias LC-20AD e um forno de coluna CTO-20A controlados
através do software Labsolution 5.41.240. Para as reacOes de pds
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derivatizacdo foi utilizada uma bomba quaternaria LC-10AD controlada
manualmente e um sistema de banho (Novatecnica, modelo NT 245),
com temperatura controlada a 80°C, em que ficam imersas as
mangueiras de teflon. A coluna analitica utilizada para as analises foi
Zorbax Bonus-RP C8 (150 x 4,60 mm, 5 um) marca Agilent®.

As condigBes cromatograficas utilizadas estdo descritas na Tabela
1. Para as andlises de saxitoxina totais, padrfes dos analogos das
Goniautoxinas (GTX-1, GTX-2, GTX-3, GTX-4 e GTX-5) e trés
saxitoxinas, neosaxitoxina (NeoSTX), decarbamoilsaxtoxina (DcSTX),
além do padréo da saxitoxina (STX) foram utilizados. Todas as analises,
0s padrdes, assim como o controle (fase movel e &cido cloridrico 0,05
N), foram realizadas em triplicatas.

Tabela 1. Especificagdes e condi¢Ges de analise segundo o método Rourke et al.
(2008) para Saxtoxinas.

Condigbes cromatograficas
GTX1-5 Heptanosulfonato de sdio 11 mM
(Eluente A) Acido fosforico5,5mM
Ajuste apH 7,1 com Hidréxido de amdnio
Fluxo 1 mL/min
Neo-STX,dc-STX,STX Heptanosulfonato de sadio 11 mM
(Eluente B) Acido fosftrico 16 5mM
Acetonitrila 11,5 % (viv) em agua
Ajuste apH 7,1 com Hidréxido de amdnio 1 M
Fluxo 1 mL/min
PGs Derivatizagio Oxidante: Acido periddico 7 mM
80°C Hidrogeno di-potéssio trihidratado 10mM
Ajuste a pH 9,0 com Hidrdxido de potéssio 1M
Fluxo 04 mL/min
Acido: Acido acético (005 mM)
Fluxo 0,4 mL/min
Tempo Eluente A (%0) Eluente B (%)
Omin 100 0
149min 100 0
15min 0 100
249min 0 100
25min 100 0
35min 100 0

Fase estaciondria utilizada: Coluna analitica Zorbax Bonus RP C8 (150 x 4,6 mm, 5 pum), da Agilent®
Temperaturado forno de coluna: 35°C.
Gradiente de eluicdo: 15 minutos.
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A concentracdo final de cada amostra foi determinada pelo total
de cada variante, levando em conta sua toxicidade relativa, obtendo-se,
entdo a concentracéo total de STX equivalentes. Os padrdes, material de
referéncia certificados, foram obtidos da National Research Council
Canada (NRC).

2.4. Desenho e validacgéo dos iniciadores

Foram desenhados iniciadores para a amplificacdo dos genes do
agrupamento sxt, responsavel da biossintese da STX, e dos genes 16S
rRNA, secA, rnpA e petB, sendo estes utilizados como genes de
referéncia nas analises de expressdo génica (Tabela 2).

Os iniciadores foram desenhados com base na sequéncia do
agrupamento sxt da cepa C. raciborskii T3 (ndmero de acesso
DQ787200.1), nas sequéncias parciais dos genes 16S rRNA (numero de
acesso EU439566.1), secA, rnpA e petB (Pinto et al., 2012). Para o
desenho dos iniciadores foi utilizando o navegador IDT PrimerQuest, a
especificidade foi verificada contra toda a base de dados do GenBank, e
a formagdo de estruturas secundarias através da ferramenta Primer-
BLAST (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

A validacéo dos iniciadores foi realizada em um termociclador
GeneAmp PCR system 2400 (Applied Biosystems), utilizando as
seguintes condic¢Bes: desnaturacgdo inicial a 94 °C por 5 min, seguida de
35 ciclos de a 94 °C por 30 s, 61 °C por 30 s e 72 °C por 90 s, com
extensdo final a 72 °C por 7 min. Todas as reacdes de PCR foram
realizadas em um volume de 25 pl contendo 14 pl de PCR Master Mix
(Promega), 5ul de agua Mili-Q, 0,5 ul de cada iniciador e 5 ul de DNA.

Como controle, ainda foram amplificados quatro pares de
iniciadores, utilizados no trabalho de Hoff-Risseti et al. 2013, seguindo
as condigdes descritas no mesmo. Os produtos das amplificacdes foram
visualizados através de eletroforese em gel de agarose a 1% e sob
transiluminagdo UV para confirmar a presenca dos fragmentos de genes.
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Tabela 2. Sequéncias dos iniciadores desenhados para este trabalho, e os
iniciadores utilizados como controle.

Amplicon

Gene Sequéncia (5°-3”) (bp) Referéncia
SXIA F CCACTCCCGATCACGTTAAG o e trabalho
R TCCTATGTTGTCCCGCATTC
sxiB F TTGATTGGCAGCGGATAGAG
R CATTTGGACCAGCGGATCT 116 Este trabalho
oxtS F GTACTGGTCCCATCACAGTTG Ete trabalho
R GAGTATTGGCGGGTGACTATG
sxtl F AGCTTCTCAATTGCCTCCTC o Ete trabalho
R CCCACTCTCCTACACCATCTA
F GTCGAACGGGATGCTTAGG
16S rRNA R CTCGGCACATCCGGTATTAG 112 Este trabalho
F GCTGCGGTTGGAACATAAAC .
secA R TACAAGAGCGAGGGATACGA 1 Pinto et al., 2012
F AGTGGTTCGCAACCGTATC .
mpA R CTCCCATTCTCCTGTCTTTGG 18 Pinto etal., 2012
Stad F GGACTCGGCTTGTTGCTTC 200 Hoff-Risseti et al.,
R CCAGACAGCACGCTTCATAA 2013
o F TGCCGTTTTGTGCTTAGATG oo Hoff-Risseti et al.,
R GGACGGAAGGACTCACGATA 2013
o F ATCATCGGTATCATCGGTAG o Hoff-Risseti et al.,
R TTTGTAGGRCAGGCACTT 2013

2.5. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido a partir de 50 ml de cultivo, os quais
foram centrifugados a 5.000 g por 5 min. As células foram maceradas
com pildes em microtubos com 300 pL de tampdo RLT (RNeasy Mini
Kit, Qiagen) e, em seguida, as extragdes continuaram de acordo com as
instrucdes do fabricante. A concentracdo de RNA foi estimada em 260
nm, sendo a pureza analisada nas razdes 260/280 (>1.8) e 260/230,
utilizando um Nanodrop 1000 (Thermo).

Em seguida, o cDNA foi sintetizado com o kit Quantitect Reverse
Transcription Kit (Qiagen) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Antes da transcri¢do reversa, 1 pg do RNA total foi tratado com o
tampdo, fornecido no kit, gDNA wipeout buffer, por 2 min a 42°C a fim
de eliminar qualquer contaminagdo com gDNA. A concentracdo e a
pureza do cDNA foram entdo verificadas em um Nanodrop, como
descrito anteriormente.
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2.6. gPCR

Todas as reag6es de gPCR foram realizadas utilizando 100 ng de
c¢cDNA em um volume total de reagdo de 20 pL, em duplicata. As
amostras foram amplificadas utilizando o kit QuantiFast® SYBR®
Green PCR kit (Qiagen), de acordo com as instrugdes do fabricante,
utilizando um Real-Time Cycler Rotor Gene Q® (Qiagen) e o software
Rotor Gene 6000 Series (Qiagen). As condicdes de PCR foram as
seguintes: ativacdo inicial por calor (95 °C por 5 min); desnaturacdo (95
°C por 10 s); e combinagdo de anelamento/ extensdo (60 °C por 30 s)
repetidos por 35 ciclos. Apds a fase de amplificacdo, os amplicons
foram submetidos a uma analise de curva de melt (rampa de 72 °C a 95
°C. com 1 °C aumento/fase) para assegurar que ndo houve anelamento
inespecifico. Em cada corrida, foram incluidos, em duplicata, controles
negativos (no gDNA buffer wipeout treatment) e controles branco (dgua
destilada grau biologia molecular). Todos os controles ndo apresentaram
amplificacdo apos 35 ciclos.

Em cada corrida, a eficiéncia da qPCR (E) foi verificada para
cada par de iniciadores, através de uma curva padrdo com as seguintes
diluicdes em série (1:1) com 300, 150, 75, 37.5 e 18.75 ng (em
duplicatas) de um conjunto de todas as amostras de cDNA (24). Apenas
as curvas com eficiéncia que variaram entre 99 % e 101 % foram
utilizadas, e o valor de E foi automaticamente calculado pelo software
Rotor Gene 6000 Series, ap6s a definicdo do threshold. As curvas
padrdo de cada par de iniciadores foram feitas utilizando diferentes
concentracBes de cDNA, e os niveis relativos de transcritos foram
normalizados pelos genes de referéncia.

A diferenca nos niveis relativos de transcricdo para cada gene
foram avaliados através do método do AACtT para a quantificacdo
relativa, como descrito por Schmittgen & Livak (2008). Dentre os genes
testados para normalizacdo, foram selecionados os genes 16S rRNA,
rnpA e secA, devido a menor variacdo entre os valores de Cq intra- e
intergrupo. E, como condicdo calibradora, foram utilizados os valores de
Cq dacepa T3.

2.7. Analises Filogenéticas

Para a extracdo do DNA das cepas de C. raciborskii LP1, LP2 e
T3, células na fase exponencial de crescimento foram coletadas e
concentradas por centrifugacdo durante 10 min a 5.000 x g. O DNA
gendmico total foi extraido de cada cepa utilizando o kit de extracdo
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Fast DNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedical, Illkirsh, France) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Os conjuntos de iniciadores utilizados para as analises
filogenéticas estdo listados na Tabela 3. Todas as reaces de PCR foram
realizadas em um volume final de 25 pyL contendo 15,5 pL de agua
deionizada esterilizada, 5 uL 5x Hi-Fi Buffer, 3,1 uL dNTPs, 0,5 pyL de
cada iniciador, 0,25 pL Velocity DNA polymerase (Bioline) e 0,5 ul do
DNA extraido. A amplificacdo foi realizada em um termociclador
GeneAmp PCR system 2400 (PerkinElmer, Norwalk, USA) utilizando
as seguintes condicOes: para o gene 16S rRNA desnaturagdo inicial a 92
°C por 2 min, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 92 °C por 20 s,
anelamento a 50 °C por 30 s, extensdo a 72 °C por 1 min, e extensdo
final a 72 °C por 7 min. E para os genes rpoC1 e ITS-1, desnaturacao
inicial a 98 °C por 2 min, seguida por 30 ciclos de desnaturagéo a 98 °C
por 10 s, anelamento a 55 °C por 15 s, extensdo a 72 °C por 20 seg, e
extensdo final a 72 °C for 10 min. Os produtos da PCR foram entdo
purificados através de precipitacdo com etanol e enviados para o
seqlienciamento.

Tabela 3. Sequéncias dos iniciadores utilizados nas analises filogenéticas.

Gene Sequéncia (5°-3°) Amplicon (bp) Referéncia
165 F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1400 Neilan et al.,
rRNA R CTTCGGCACGGCTCGGGTCGATA 1997
et F ACCATTAACTACCGCACCCT 1o Gugger et al.,
P R TTGTCAATTACCCGCAGACG 2005
F  GTTGGTCACGCCCGAAGTCATTA
TSI r Tr7CAAGGTTCTGGCTGGTTCTC 27/ Wuetal., 2011

As sequéncias obtidas foram editadas e alinhadas utilizando o
software de alinahmento de sequencias multiplas, Geneous 6.1.8
(Biomatters). Os caracteres ambiguos, nos quais uma delecdo ou
insercdo foi registrada em qualquer uma das cepas, foram removidos dos
dados alinhados. A sequéncia final contendo bases de alta qualidade (>
20) foi utilizada para identificar, comparando com a base de dados do
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National Center for Biotechnology Information (NCBI). As analises
filogenéticas foram conduzidas utilizando o software MEGA versao 7.0,
e as arvores foram construidas utilizando o método da Méaxima
Verossimilhanca (ML). As anélises de bootstrap foram realizadas com
1000 repeticbes. Como grupos externos foram utilizados os géneros
Aphanizomenon, Anabaenopsis e Anabaena.

2.8. Andlises estatisticas

Para as comparacBes entre as respostas paramétricas das cepas,
foi utilizado o teste-t, a fim de se avaliar as diferencas entre as
concentracbes das variantes GTX-1, GTX-4 e STX. Para a anélise das
diferencas entre os niveis relativos de transcritos dos genes SxtA, sxtB,
sxtl e sxtS, nas trés cepas, foi utilizada ANOVA bi-fatorial seguido do
teste de Tukey HSD, quando necessario (p<0,05).

3. Resultados
3.1. Concentracao celular e Andlise de toxinas

As concentracdes celulares foram calculadas apos 15 dias de
cultivo, sendo que na cepa LP1 a concentrago foi de 0,24 + 0,02 pm?.L-
! para a cepa LP2 foi de 0,31 + 0,18 pm®.L e na cepa T3 foi de 0,35 +
0,05 pm?.L2,

Quanto a produgdo de toxinas, as trés cepas foram positivas para
a producdo de saxitoxinas, entretanto, as variantes detectadas em cada
cepa, bem como suas concentragdes, foram distintas (Figura 1).

Na cepa LP1 foram identificadas as variantes GTX-1 (2,09 pg.L
b, GTX-4 (2,01 pg.LY) e GTX-5 (0,69 pg.L™"). Na cepa LP2 foram
detectadas as variantes GTX-1 (0,87 pg.L?), GTX-2 (17,24 pg.L™b),
GTX-3 (13,93 pg.L 1), GTX-5 (0,32 pg.L™Y), e STX (0,54 pg.L™). Ja na
cepa T3, foram detectados GTX-4 (2,68 pg.L™), STX (37,30 pg.L?) e
NeoSTX (31,87 pg.L™).

Sé foram observadas diferengas significativas (p < 0,05) entre as
concentragBes de STX (p= 0,001) produzida pelas cepas LP2 e T3. Com
relacéo as outras variantes, GTX-1 (p= 0,055) observadas nas cepas LP1
e LP2 e GTX-4 (p= 0,223) nas cepas LP1 e T3, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as concentragdes.
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Figura 1. Concentragdo, em pg.L™?, das variantes da saxitoxina (médias * desvio
padrdo, n = 5) detectadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia das
trés cepas de C. raciborskii LP1(A), LP2(B) e T3(C). Letras diferentes
correspondem a diferencas estatisticas, segundo teste de Bonferroni.

3.2. Presenca dos genes sxt

As trés cepas, LP1, LP2 e T3, foram avaliadas quanto a
presenga dos genes sxtA, sxtB, sxtl e sxtS. Os conjuntos de iniciadores
especificos desenhados neste trabalho para amplificar os genes que
codificam as enzimas envolvidas na biossintese da saxitoxina,
amplificaram satisfatoriamente 0s quatro genes analisados nas cepas
LP2 e T3. Entretanto, na cepa LP1, nenhum dos genes foi amplificado
(Figura 2). Como controle, foram testados os iniciadores desenhados por
Hoff-Risseti et al. (2013), aonde foi observado o mesmo padrdo de
amplificacdo nas trés cepas (dados ndo apresentados). A presenga e as
sequéncias desses genes na cepa T3 ja foram previamente identificadas
por Kellmann et al. (2008).
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Figura 2. Gel eletroforese dos produtos da PCR dos genes sxtA, sxtB, sxtl e sxtS
nas trés cepas LP1, LP2 e T3. (L= marcador de peso molecular)

3.3.gPCR

Os niveis relativos de transcritos variaram somente em relagéo ao
fator cepa. Os maiores niveis relativos de transcritos foram observados
na cepa T3 nos quatro genes testados. sxtA, sxtB, sxtl e sxtS (Figura 3).
Entretanto, s6 houve diferenca significativa (p < 0,05) nos niveis de
transcritos do gene sxtA, sendo este, 3,06 vezes maiores que os valores
observados na cepa LP2.

A cepa LP1 ndo apresentou transcricdo dos genes sxtA, sxtl e
sxtS. So6 foi observada a transcricdo do gene sxtB, que foi 7,3 vezes
menor que os niveis relativos de transcritos da cepa T3 e 3,2 vezes
menor que os niveis relativos de transcritos da cepa LP2. Porém, este
valor, pode ser justificado por uma amplificacdo inespecifica do gene
sxtB observada na figura 2 .

Com relagdo aos niveis relativos de transcritos dos genes sxtl e
sxtS, ndo houve diferenga significativa (ANOVA, p > 0,05) nos valores
de transcricdo.

Com relagdo ao fator gene, ndo houve diferenca significativa
entre os niveis de transcritos relativos dos quatro genes analisados
dentro de uma mesma cepa, sugerindo que 0s mesmos sdo expressos de
forma semelhante em cada individuo.
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Figura 3. Expressdo relativa dos genes sxtA (A), sxtB (B), sxtl (C), e sxtS (D),
usando os genes secA, rnpA e 16S rRNA como genes de referéncia, nas cepas de
C. raciborskii LP1, LP2 e T3. Barras indicam a média + desvio padrdo. n=4.
Letras diferentes correspondem as diferencas estatisticas, segundo teste de
Tuckey.

Tabela 4. Resumo dos resultados da ANOVA dos niveis relativos de transcritos
das trés cepas de C. raciborskii, LP1, LP2 e T3. Os fatores cepa e gene foram
fontes de variacéo. Respostas significativas estdo marcadas em negrito. N=4

Fonte de variacéo Niveis Relativos de Transcritos
df F P

Cepa (1) 1 21,32 0,000

Gene (2) 3 0,127 0,943

1)*(2) 3 0,698 0,556

Residuo 5
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3.1. Analises Filogenéticas

As duas cepas isoladas da Lagoa do Peri, LP1 e LP2, juntamente
com a cepa T3, usada como controle, foram 100% idénticas na analise
conjunta dos 1307 pares de base dos marcadores 16S rRNA (716 bp),
ITS-1 (211 bp) e rpoC1 (380 bp).

Nas arvores filogenéticas das regides ITS-1, rpoCl, construidas
pelo método da Maxima Verossimilhanca, incluindo as cepas
sequienciadas neste trabalho e as sequéncias obtidas do Genbank,
agruparam as trés cepas, LP1, LP2 e T3 no mesmo cluster, com valores
de suporte de bootstrap moderados a altos (BP: 99-79).

A arvore construida a partir da regido parcial do gene 16S rRNA,
mostrou que ambas as cepas isoladas da Lagoa do Peri, sdo fortemente
relacionadas com outras cepas isoladas do Brasil, Uruguai e Estados
Unidos, formando clusters com valores de suporte de bootstrap alto (BP:
99-98) (Figura 4). Entretanto, nao foi possivel observar uma separagdo
das cepas pela regido geografica. Também foi possivel observar uma
tendéncia de separagdo das cepas originarias da Australia e da Europa,
entretanto, a posicdo de algumas cepas destes paises, incluindo duas
cepas brasileiras, ndo ficaram bem resolvidas.
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Figura 4. Arvore filogenética obtida através do método da Maxima
Verossimilhanga baseada nas sequéncias do gene 16S rRNA originarios de
diferentes regides geograficas. NUmeros nos noés indicam a porcentagem de
confianga com base nos valores de bootstrap (n=1000).

Com relacéo a arvore construida a partir da regido do gene ITS-1,
houve uma grande separacdo das cepas isoladas neste trabalho, das
demais sequéncias obtidas do Genbank (Figura 5). As demais cepas
origindrias do Brasil, Uruguai e México ficaram agrupadas em um
segundo cluster. A partir desta arvore, foi possivel visualizar uma
grande separacdo das cepas por regido geografica, as cepas originarias
da Africa (Uganda e Senegal) formaram um cluster com valores de
bootstrap moderados a altos (BP: 68-99), e apresentaram maior
similaridade com os isolados da Australia, os quais formaram um
segundo cluster, com valores de bootstrap moderados (BP: 70). Foi
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possivel observar um terceiro cluster com as cepas isoladas da Europa
(Alemanha e Franca), e um quarto cluster formado por cepas
Americanas (Uruguai, Brasil e México).

92
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Figura 5. Arvore filogenética obtida através do método da Maxima
Verossimilhanga baseada nas sequéncias da regido ITS-1, originarios de
diferentes regides geograficas. NUmeros nos nés indicam a porcentagem de
confianga com base nos valores de bootstrap (n=1000).
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A arvore construida a partir do gene rpoC1 (Figura 6), tambhém
mostrou uma separacao das cepas de acordo com a regido geogréafica. As
cepas LP1, LP2 e T3, juntamente com a cepa originaria do México,
formaram um cluster com valor de suporte de bootstrap alto (BP: 99),
apresentando maior semelhanca com as cepas da Nova Zelandia.
Novamente, as cepas isoladas da Africa formaram um cluster com
valores de bootstrap elevado (BP: 86), e as cepas Australianas e
Européias formaram um segundo cluster com valores de suporte de
bootstrap moderado (BP: 55).

99 AM502051 Uganda

69 —|: AM502054 Uganda
67 ——— AM502052 Uganda
AJ582092 Senegal

86 47()‘: AJ582001 Senegal
AM502050 Uganda
71 —|: AM502055 Uganda
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67 AJ582289 Mexico
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79 I: LP2
99 T3

e AF159374 Anabaenopsis circularis
99l AF159375 Anabaena bergii

99

Figura 6. Arvore filogenética obtida através do método da Maxima
Verossimilhanga baseada nas sequéncias do gene rpoCl, origindrios de
diferentes regides geograficas. NUmeros nos nés indicam a porcentagem de
confianga com base nos valores de bootstrap (n=1000).
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4, Discussao

De acordo com os resultados obtidos, as duas cepas isoladas da
Lagoa do Peri, LP1 e LP2, apresentaram diferencas no perfil de toxinas
e nos niveis relativos de transcritos dos genes relacionados com a
biossintese da saxitoxina analisados. A cepa LP2 apresenta um perfil de
toxinas mais complexo, quando comparados com as cepas LP1 e T3,
sendo caracterizado pela presenca da STX e das toxinas mono-
sulfatadas GTX-1, GTX-2, GTX-3 e GTX-5, enquanto a cepa LP1 ¢
caracterizada pela presenca das toxinas mono-sulfatadas GTX-1, GTX-4
e GTX-5. J& na cepa T3, foram detectadas a toxina mono-sulfatada
GTX-4 e as ndo sulfatadas STX e NeoSTX., caracterizando a cepa T3
como a mais toxica, de acordo com a toxicidade relativa de cada
variante.

Vaérios trabalhos ja analisaram o perfil de toxinas da cepa T3,
sendo esta, referéncia nas analises de perfil e biossintese das toxinas
PSP (Lagos et al., 1999; Kellmann et al., 2008; Soto-Liebe et al., 2010;
Hoff-Risseti et al., 2013). Entretanto, devido aos diferentes métodos
analiticos empregados por diferentes grupos de pesquisas, o perfil atual
de toxinas da cepa T3 permanece confuso. Soto-Liebe et al. (2010) e
Hoff-Risetti et al. (2013) identificaram as variantes NeoSTX, STX,
dcSTX e dcNeo, enquanto, Lagos et al. (1999) e Kellmann et al. (2008)
detectaram a presenca das toxinas mono-sulfatadas GTX2/3 e GTX-5,
assim como as variantes anteriormente citadas.

Embora a cepa T3 tenha sido descrita por esses autores como
produtora de NeoSTX, STX, dcSTX e dcNeo, apenas as variantes STX
e NeoSTX foram detectadas no presente estudo, assim como a GTX-4,
ndo descrita no perfil de toxinas da cepa T3, até 0 momento. Essas
diferencas podem estar relacionadas a sensibilidade do método utilizado,
uma vez que algumas variantes como a dcSTX e dcNeo foram apenas
detectadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com
espectrometria de massas (LC-MS/MS), com menor limite de deteccéo.

Com relacdo ao perfil de toxinas das cepas LP1 e LP2, até entdo,
apenas os dados obtidos com as analises do capitulo anteriror foram
gerados. Ainda assim, foram observadas algumas diferencas no perfil
das variantes detectadas. Na cepa LP1 foi detectada mais uma variante,
GTX-1, e na cepa LP2, aléem de ser detectada a variante GTX-1, ndo
foram detectadas as variantes GTX-4 e dcSTX, anteriormente
observadas.

Um aspecto importante a ser observado, é que as variantes GTX1
e GTX4, assim como, as variantes GTX2 e GTX3, sdo epimeros, ou
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seja, diferenciam-se apenas pela posicdo absoluda (estequiométrica) do
dos substituintes R2 e R3 (Oshima, 1995), podendo ocorrer processo de
epimerizacdo e modificagdo da molécula em fungdo de tempo e acidez
da solucdo, por exemplo.

De acordo com Soto-Liebe et al. (2010), a interpretacdo dos perfil
de toxinas em cianobactérias, baseia-se no pressuposto de que a
composicdo de toxinas é geneticamente determinada e, por isso, 0s
perfis de toxinas ndo sdo sensiveis a grandes variacdes ao longo do
tempo ou em resposta a diferentes condi¢fes de cultivo. Portanto,
enquanto os niveis de toxina celular podem variar ao longo do tempo, €
podem ser afetados pelo contexto ecofisiolégico que a cianobactéria se
encontra, o perfil de toxinas permanece estavel.

A cepa LP1 ndo amplificou nenhum dos genes selecionados
(sxtA, sxtB, sxtl e sxtS) da via de biossintese da saxitoxina, entretanto,
apesar da baixa concentracdo, foi detectada a producéo de toxinas.

Tanto nos dinoflagelados, como nas cianobactérias, 0 gene sxtA
possui quatro dominios cataliticos, com atividades preditas semelhantes
a metiltransferase SAM dependente (sxtAl), N-acetiltransferase
relacionada a GCN-5 (sxtA2), proteina carreadora de acila (sxtA3) e
uma aminotransferase classe Il (sxtA4) (Kelmann et al., 2008). Essas
atividades sdo as mesmas das enzimas necessarias para 0S passos
iniciais da via proposta para a biossintese da saxitoxina. Os outros
analogos da saxitoxinas, incluindo as goniautoxinas e a neosaxitoxina, é
pressuposto que sdo formados na fase final da via, através de
modificagBes da molécula de saxitoxina (Kelmann et al., 2008).

Trabalhos realizados até o momento, indicam que o dominio
SXtA4 parece estar presente em espécies de dinoflagelados e
cianobactérias confirmadas como produtoras de saxitoxina (Stiiken et
al., 2011; Murray et al., 2011, 2012; Hackett et al., 2013; Orr et al.,
2013; Suikkanen et al., 2013), e ausente em espécies que ndo produzem,
assim como, outros genes da via da biossintese da saxitoxina, como o
gene sxtG, parece estar presente também em algumas espécies de
Alexandrium ndo produtoras de toxinas (Orr et al., 2013).

O gene sxtB codifica a enzima citidina deaminase, e ¢
resposnsavel pela formagdo do primeiro heterociclo da molécula, e o
gene sxtS, codifica uma a-cetoglutarato dioxigenase-dependente,
cataliza a formacdo de mais dois heterociclos. J& o gene sxtl, que
codifica uma enzima O-carbamoiltransferase, esta relacionado com a
formacdo da molécula de STX, pela transferéncia do grupo carbamoil,
sendo portanto, uma das enzimas chave na biossintese da saxitoxina
(Wang et al., 2016).
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Ainda sdo poucos os trabalhos que analisaram a expressao
relativa de genes do agrupamento da biossintese da saxitoxina em
cianobactérias, a maioria dos trabalhos até entdo realizados, abordam
espécies de dinoflagelados marinhos. Beamud et al. (2016) observou um
aumento na concentracdo de saxitoxina e na expressao do gene sxtU na
cepa C. raciborskii MVVCC19, quando submetida ao efeito da radiagédo
UV-B, sugerindo que a producdo de saxitoxina pode estar relacionada
ao estresse pela radiacdo UV-B. Ongley et al. (2016) observaram uma
regulacdo positiva no gene sxtA, e nos genes relacionados com o
transporte da saxitoxina, sxtF e sxtM, quando submeteu a cepa C.
raciborskii T3 ao estresse i6nico. Além disso, também observou que 0s
niveis de toxinas e sua localizacdo (intra/extracelular) mostraram
variacdo significativa. No trabalho realizado por Vico et al. (2016), foi
avaliado o efeito da concentracdo de nitrogénio do meio na expressdo
relativa dos genes sxtU e sxtl. Segundo os autores, a expressao relativa
destes genes nao estaria relacionada a disponibilidade de nitrogénio no
meio, e sim a taxa de crescimento da cepa.

Entretanto, em um trabalho realizado por Perini et al. (2014), ndo
foi observada nenhuma correlagdo entre a expressdo dos genes SxtA e
sxtG e a concentracdo de toxinas intracelular em cepas do dinoflagelado
Alexandrim minutum. Mesmo sem correlacdo, tanto a expressdo dos
genes quanto a concentracdo de toxinas apresentaram 0s maiores e
menores valores nas fases exponencial e estaciondria, respectivamente.
Segundo Wiese et al. (2014) e Perini et al. (2014) a auséncia de
correlagdo entre a expressdo génica e o contelido de toxina pode ser
explicada pelo fato de que as enzimas de biossintese da saxitoxina sdo
enzimas de longa duragdo com um turn-over lento e podem ser
reguladas por mecanismos pds-translacionais.

Os dados de expressdo relativa dos genes analisados levam a
sugerir que as diferencas nos niveis relativos dos transcritos dos quatro
genes analisados nas cepas LP2 e T3, podem estar relacionadas com a
concentracdo das toxinas detectadas, uma vez que a cepa T3, a qual
apresentou 0s maiores valores nos niveis relativos de transcritos dos
genes sxtA, sxtB, sxtl e sxtS, apresentou também maior concentracéo de
toxinas que a cepa LP2, 65,28 [total] STX eq. (ug.L™?) e 32,91 [total]
STX eq. (ug.Lh) respectivamente. Entretanto, nio é possivel afirmar,
tendo em vista que novas andlises para verificar a direcdo destes genes
no agrupamento, bem como sua regido promotora sdo necessarias.

Cavalieri (2008) sugere que agrupamento estd dividido em trés
principais operons, onde se encontra a maioria dos genes, e mais dois
genes sozinhos. Dois dos principais grupos sdo transcritos pelo mesmo
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promotor bidirecional. Segundo 0 mesmo autor, 0s genes sxtA, sxtB e
sxtl sdo regulados pelo mesmo promotor, enquanto o gene sxtS é
regulado por regido promotora diferente.

De acordo com os resultados das analises filogenéticas, as arvores
construidas a partir das regides 16S rRNA, ITS-1 e rpoC1, agruparam as
cepas de acordo com sua regido geografica, embora na arvore do gene
16S rRNA, esta separacdo ndo tenha ficado tdo evidente. O mesmo
padrdo de agrupamento foi observado em trabalhos anteriores realizados
por Neitan et al. (2003), Gugger et al. (2005), Haande et al. (2008),
Piccini et al. (2011) and Moreira et al. (2015).

As cepas LP1 e LP2 juntamente com a cepa T3, formaram um
cluster com valores de suporte de bootstrap moderados a altos nas areas
correspondentes as sequéncias 1TS-1 e rpoCl, e apresentaram maior
similaridade com outras cepas isoladas do Brasil e do Uruguai.

O gene 16S rRNA é um gene amplamente usado em analises de
relacdes filogenéticas intraespecificas entre cianobactérias (Fox et al.,
1992). Apesar das diferencas na morfologia e condi¢des de cultivo,
toxicidade e distribuicdo geografica, a sequéncia do gene 16S rRNA de
cepas de C. raciborskii sdo homogéneas (Stucken et al., 2009), e os altos
niveis de similaridade obtidos de cepas de diferentes regides geograficas
indicam que a espécie C. raciborskii € uma espécie geneticamente bem
definida (Neilan et al., 2003). Deste modo, de acordo com alguns
autores, uma vez que é um gene bem conservado, e apresenta baixa
variabilidade intraespecifica e uma baixa taxa de evolucdo, o gene 16S
rRNA néo é o gene mais adequando para se estudar a relagdo no nivel de
espécie (Neilan et al., 1997), como foi possivel observar.

Segundo Haandel et al. (2008), a regido ITS-1 é a ferramenta
mais adequada para andlises filogenéticas em C. raciborskii. As andlises
realizadas por Gugger et al. (2005), Stucken et al. (2009) e Piccini et al
(2011) utilizando a regido ITS-1, mostraram trés clusters solidos
formados por populagdes Africanas-Australianas, Europeias e
Americanas. Além disso, em um estudo recente realizado por Moreira et
al. (2015), o gene rpoC1 mostrou ter um melhor poder discriminatoério
guando comparado com o0 16S rRNA.

Como observado em vérios trabalhos, clusters bem definidos
formados pelas populacbes Americanas, Europeias e Australianas,
formam distintos grupos os quais podem ser relacionados com a
producdo de cilindrospermopsina e saxitoxina em C. raciborskii
(Gugger et al., 2005; Haande et al., 2008; Stucken et al., 2009; Moreira
et al., 2015). Moreira et al. (2015) levantou a hip6tese de que esse
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agrupamento pode explicar os diferentes padrdes de expressao de toxina
gue as espécies apresentam ao redor do mundo.

Entretanto, como sugerido por Gugger et al. (2005) e Stucken et
al. (2009), os altos valores de suporte de bootstrap que separam as cepas
Australianas e Brasileiras é suportado, principalmente, na regiao
geogréafica. Embora essas populagdes sejam conhecidas por produzirem
toxinas diferentes, andlises obtidas a partir de diferentes abordagens
metodologicas por Stucken et al. (2009) utilizando diferentes linhagens
produtoras e ndo produtoras de cilindrospermopsina, ndo foi observada
nenhuma correlacgdo entre associagdo filogenética e fendtipos toxicos em
C. raciborskii.

Em conclusdo, nossos resultados mostraram que as duas cepas
LP1 e LP2, isoladas da lagoa do Peri, estdo mais fortemente
relacionadas entre si do que com as cepas origindrias de outros
continentes, sendo as cepas brasileiras e americanas, apresentaram a
maior similaridade. Podemos sugerir que a producdo de saxitoxinas nas
cepas isoladas da Lagoa do Peri pode estar relacionada com os niveis
relativos de transcritos dos genes sxtA, sxtB, sxtl e sxtS, entretanto, é
necessario confirmar a auséncia desses genes na cepa LP1, além de se
verificar a amplificacdo de outras regides do agrupamento sxt. Sugerem-
se novos estudos para verificar a eficiéncia dos iniciadores utilizados, €
0 padrdo de expressdo desses genes quando submetidos a variagfes nas
condicdes de cultivo.
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Conclusédo Geral

Neste estudo, as cepas LP1 e LP2, isoladas da Lagoa do Peri
apresentaram diferencas quanto a sua morfologia, ecofisiologia e
potencial toxico. Quanto a forma dos tricomas, a cepa LP1 apresentou
tricomas retos, enquanto a cepa LP2 tricomas ligeiramente curvados, e
com comprimento e volume significativamente maiores que a cepa LP1.

Foi confirmada a producdo de toxinas PSP em ambas as cepas,
sendo este, o primeiro dado de perfil de toxinas de cepas isoladas da
Lagoa do Peri. A cepa LP2 apresentou uma maior variedade de
analogos, bem como, a producdo da STX, sendo, portanto, considerada
mais toxica de acordo com a toxicidade relativa de cada variante.

Ambas as cepas apresentaram baixo requerimento de luz,
corroborando com dados existentes sobre a espécie, assim como, foi
observado que ambas as cepas tiveram melhor crescimento em
temperaturas mais altas e em razdo N:P mais baixa, sendo as maiores
taxas de crescimento (p.%1) observadas na temperatura de 28 °C e razio
N:P 4,5:1. Entretanto, foi possivel observar uma tendéncia a maiores
taxas de crescimento na cepa LP2, comparada com a cepa LP1.

A cepa LP2 também apresentou maiores concentracBes de
clorofila-a que a cepa LP1, sendo os maiores valores observados quando
mantidas em baixas intensidades luminosas, além de maior dissipagdo
de energia ndo-fotoquimica (NPQ).

As duas cepas, LP1 e LP2, foram confirmadas, através da
amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rRNA, como sendo a
espécie Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska 1912) Seenayya
and Subba Raju (1972). As cepas apresentaram 100% de identidade na
analise conjunta dos 1307 pares de base dos marcadores 16S rRNA (716
bp), ITS-1 (211 bp) e rpoC1l (380 bp). As andlises filogenéticas
mostraram que as cepas estdo fortemente relacionadas entre si,
formando clusters com valores de suporte de bootstrap moderados a
altos, quando comparadas as regides ITS-1 e rpoCL.

Apesar da cepa LP1 ndo apresentar a amplificacdo de nenhum
dos genes analisados, houve a confirmacdo da produgio de saxitoxinas
pela mesma, sendo detectadas somente as variantes GTX-1, GTX-4 e
GTX-5, estando de acordo com outros trabalhos que relatam uma
correlacdo de espécies produtoras de STX com a presenca do gene sxtA.
Na cepa LP2, assim como na cepa T3, referéncia na biossintese da
saxitoxina, todos os iniciadores testados amplificaram satisfatoriamente
0s quatro genes selecionados. A cepa T3 apresentou maiores
concentragbes de toxinas, sendo também observados os maiores niveis



89

relativos de transcritos nos quatro genes analisados, sugerindo uma
provavel relacdo entre a producdo de toxinas e a expressdao dos genes
relacionados com a biossintese de saxitoxina nas cepas LP2 e T3.

Com relacdo a cepa LP1, sugere-se a realizacdo de novas
andlises, visando eficiéncia dos iniciadores utilizados, bem como, a
amplificacdo de outros genes da via de biossintese.

Nossos resultados sugerem que as diferengas observadas nas duas
cepas, LP1 e LP2, isoladas da Lagoa do Peri, sdo resultados da selecdo
de ecotipos, com adaptacGes ecofisoldgicas decorrentes das variagdes
ambientais existentes na Lagoa, que colaboram para 0 sucesso ecolégico
desta espécie, como proposto por Chonudomkul et al. (2004) e Piccini et
al. (2011).

Em suma, este trabalho adicionou informagfes sobre a
ecofisiologia e o potencial toxico da espécie C. raciborskii, em especial,
as cepas LP1 e LP2, contribuindo para um melhor entendimento dos
fatores que levam a sua dominancia na comunidade fitoplanctdnica da
Lagoa do Peri, importante manancial de agua potavel da llha de Santa
Catarina.





