MICHELINE KEZIA CORDEIRO DE ARAUJO

PRODUCAO E LIBERACAO DE MICROCISTINAS EM RITMO

CIRCADIANO EM Microcystis aeruginosa (KUTZING) KUTZING

RECIFE

2012



MICHELINE KEZIA CORDEIRO DE ARAUJO

PRODUCAO E LIBERACAO DE MICROCISTINAS EM RITMO

CIRCADIANO EM Microcystis aeruginosa (KUTZING) KUTZING

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Botanica (PPGB) da Universidade

Federal Rural de Pernambuco.

ORIENTADORA:
Profé. Drd. Maria do Carmo Bittencourt-Oliveira

CO-ORIENTADORA:
Profé. Dr2. Ariadne do Nascimento Moura

RECIFE

2012



Ficha Catalografica

A658p

Cordeiro-Araujo, Micheline Kézia

Producdo e liberagdo de microcistinas em ritmo
circadiano em microcystis aeruginosa (Kitzing) Kutzing /
Micheline Kézia Cordeiro de Aradjo. -- Recife, 2012.

52 f. 1l

Orientador (a): Maria do Carmo Bittencourt de Oliveira.
Dissertacéo (Mestrado em Boténica) — Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Departamento de Biologia,

Recife, 2012.
Inclui referéncias e anexo.

1. Ecotoxicologia de cianobactérias 2. Ritmo circadiano
3. Microcystis aeruginosa 4. Microcistina intracelular
5. Microcistina extracelular I. Bittencourt-Oliveira, Maria do

Carmo, orientadora Il. Titulo

CDD 581




PRODUCAO E LIBERACAO DE MICROCISTINAS EM RITMO
CIRCADIANO EM Microcystis aeruginosa (KUTZING) KUTZING

MICHELINE KEZIA CORDEIRO DE ARAUJO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em Botéanica (PPGB), da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtencdo do titulo

de Mestre em Botanica. Dissertacdo defendida e aprovada pela banca examinadora:

Orientadora:

Profé. Dr2. Maria do Carmo Bittencourt-Oliveira
Titular / UFRPE

Examinadores:

Prof®. Dr2. S6nia Maria Barreto Pereira
Titular / UFRPE

Prof. Dr. Renato José Reis Molica
Titular / UFRPE

Prof. Dr. Enio Wocyli Dantas
Titular / UEPB

Dr2. Viviane Lucia dos Santos Almeida
Suplente / Secretaria do Meio Ambiente

Data de aprovacdo: / /2012

RECIFE
2012



Dedico esta dissertacdo a Memoria do meu querido
padrinho-pai Ivanildo Luis da Silva pela amizade,

carinho e ligdo de generosidade.



v

AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela forga e por sempre iluminar o meu caminho nos
momentos mais dificeis e decisivos.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente com a realizagdo deste
trabalho.

Ao Programa de Pés-Graduagdo em Botanica (PPGB) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

A Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP).

A Coordenadora Carmen Silvia Zickel (minha primeira orientadora na
UFRPE), e aos secretdrios do PPGB, Kénia Muniz, Sr. Manassés (seu Mano) e D.
Margarida (Em Memoria), pela dedicagdo e amizade.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
pelo apoio financeiro através da concessdo de Bolsa de Mestrado.

A Fundacéio de Amparo & Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco
(FACEPE) pelo apoio financeiro.

A Profa. Dra. Ariadne do Nascimento Moura, pela orientagdo, pela
confianga, generosidade, ensinamentos e imensa amizade a mim dedicada.

A Profa. Dra. Maria do Carmo Bittencourt de Oliveira, pela orientagdo,
paciéncia e grandes ensinamentos que contribuiram decisivamente para a minha
formagdo nesta etapa.

Aos amigos do Laboratério de Taxonomia e Ecologia de Microalgas:
Eduardo Fuentes, Emanuel Cardoso, Enio Wocyli, Gilberto, Helton Soriano,
Juliana Severiano, Mauro Vilar, Nisia Aragdo, Patricia, Vanessa Santos e Viviane
Almeida, por sempre estarem presente, pelo apoio e grande amizade.

Aos que jd fizeram parte deste laboratério: Alexandra, Arthur Siqueirg,
Fabia Carraro, Fabiane, Ivo Mendonga, Jodo Ivens, Jodo Manuel, Marcelo

Andrade e Silvana Dias.



v

Aos amigos do Laboratério de Cianobactérias: Danilo pela amizade, Italo
pela amizade, Helton Soriano pela grande ajuda, companheirismo e amizade;
Céssia pelos ensinamentos e por rir das minhas piadas; Viviane Piccin por tudo
mesmo, amizade, parceria e por dividir comigo até mesmo a sua mde D. Maria.

Aos amigos da republica piracicabana Gustavo e Sheila pelo abrigo e
amizade.

A todos os colegas do mestrado e doutorado desta Universidade.

As amigas insepardveis Giselle, Joseane, Juliana, Vivian, amigucha Suzanna
e Daniele.

Em especial aos meus pais Margarida e Gutembeg, e meus queridos
padrinhos Ivanildo e Maria Barbosa (D. Lurdes) por sempre acreditarem em mim

e mesmo distantes estarem presentes em meu coragdo.



SUMARIO
LISTA DE FIGURAS. ..o e ettt e e es e e e e es e er e,

LISTA DE TABELAS.......ooooieveeceveeeetee e eese sttt sassssne s
]S Y[ J OO
ABSTRACT ..ottt sttt s sttt n s ess st
1. INTRODUGAO . ......cooeieeeeete et
2. REVISAO DE LITERATURA . .....coiioieteteeeeesessses st sessessas s
3. REFERENCIAS.......oooiieeeeeeeteeeee et ss sttt sna st ne s

MANUSCRITO (Liberacéo ativa de microcistinas sob um controle enddégeno em
Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing)

RESUIMIO.....cee etttk bb e e e bb e e s be e e e nr e e s neeeenes
IO L1 oo U o= Lo SO USSURRTSSPSN
2. Material € METOUOS. ........cveieiii ettt nes
2.1. Cepa, condicdes de cultivo e curva de CresCimento..........cccceevveveeieeeeseenns
2.2. Experimentos em ciclos de 12:12hs (claro:escuro e claro:claro): fases de
crescimento exponencial @ eStACIONAITA. .........c.ccveivveiieie i
2.2.1. Fase EXPONENCIAL..........cccoiiiiiiiiiiicee e
2.2.2. FaSe ESTACIONANIA. .. .c.veveiiiiiiiiieiieie ettt et
2.3. Andlise de MCI e MCE nos ciclos de 12:12h claro:escuro e claro:claro:
fases de crescimento exponencial € eStaCiONAria..........c.ccveveeieevieiecie e
2.4, ANALISE ESTALISTICA. ... ecvi et
3. RESUITATOS. ...ttt bbb neene e
3.1. Liberagdo ativa de MICrOCISTINGS. ........ccrviriririiriiiieieee e,
3.2. Ciclos 12:12h claro:escuro e claro:claro da fase exponencial..........................

3.3. Influéncia da densidade populacional no ciclo 12:12h claro:escuro das fases
EXPONENCIAl € BSLACIONANIA. ... .ccveeiveeieiieecie ettt re e reenre e

4. DISCUSSAO. ... e.veererereesreeieaseeaseesseaseesseesseasseaseesseassesseesseasseaseesseesseanesssensseansessesssensensses
5. CONCIUSBES. .....eeeiieitieieetieie ettt ettt ettt et ettt benreeneeneeneas
6. AQIadeCIMENTOS. ... cueiiiiiiee ettt bbbt b et
7. RETEIBNCIAS. ..ottt bbb nes
ANEXOS. ..ot e e e e e e aa e e e neeeanes

10

18
20
23
23

23

24
24

25

25
26

26

27

28
31
32
32
48



LISTA DE FIGURAS

Fig.1. Curva de crescimento de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras representam o
deSVIO PAAIA0 (NZ3)...cuveiieiieeie et et re e sreenee s 43

Fig.2. Variacdo das concentracbes de microcistinas da cepa M. aeruginosa
BCCUSP232 em ciclos 12:12h claro:escuro e claro:claro durante a fase exponencial de
crescimento. A. Microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) (fg.cel™) do ciclo
claro:escuro B. Microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE)
(fg.cel® equivalente) ciclo claro:escuro. C. Microcistinas intracelulares por quota
celular (MCI) (fg.cel™) do ciclo claro:claro. D. Microcistinas extracelulares por quota
celular equivalente (MCE) (fg.cel® equivalente) ciclo claro:claro. As barras
representam 0 erro PAAra0 (N=3)....cccceeeeviieeeeeeeiiii e e e e e e e e e e e e e e e 44

Fig.3. Variacdo das concentracdes de MC total (MCI e MCE) (fg.cel™) da cepa M.
aeruginosa BCCUSP232 nos ciclos 12:12hs claro:escuro e claro:claro durante a fase
exponencial de crescimento. As barras representam o erro padrao (N=3).........ccccceeunen. 45

Fig.4. Variacdo das concentracfes de microcistinas intracelulares por quota celular
(MCI) (fg.cel™) e densidade celular (cel.ml™) da cepa M. aeruginosa BCCUSP232
entre as fases exponencial e estacionaria de crescimento no ciclo 12:12h claro:escuro.
0 Densidade celular na fase exponencial; ® Densidade celular na fase estacionaria; -O-
MCI na fase exponencial; -8 MCI na fase estacionaria. As barras representam o erro
O Lo O I (L ) TSSO 46

Fig. 5. Variacdo das concentracGes de microcistinas extracelulares por quota celular
equivalente (MCE) (fg.cel™ equivalente) e densidade celular (cel.mL™) da cepa M.
aeruginosa BCCUSP232 entre as fases exponencial e estacionaria nos ciclos 12:12h
claro:escuro. O Densidade celular da fase exponencial; ® Densidade celular na fase
estacionaria; <O~ MCE na fase exponencial, -8 MCE na fase estacionaria. As barras
representam 0 erro PAArA0 (NT3)....iveeeieierierie et 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Concentracdes de microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) e
microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE) (fg.cel™) da cepa M.
aeruginosa BCCUSP232 nos ciclos 12:12h claro:escuro e claro:claro durante as fases
exponencial e estacionaria de crescimento. Os dados sdo apresentados como média +
LT o R oL (o - o (i ) USRS PR 38

Tabela 2. Aumentos (A) e redugdes (R(-)) das concentragdes de microcistinas
intracelulares por quota celular (MCI) (fg.cel™) e microcistinas extracelulares por
quota celular equivalente (MCE) (fg.cel™ equivalente) da cepa M. aeruginosa
(BCCUSP232) entre horarios consecutivos durante ciclos de 12:12h claro:escuro e
claro:claro das fases exponencial e estacionaria. Valores percentuais de aumento e
=10 [ Tor: O ) PO OSSPSR 40

Vi



Cordeiro-Araujo, Micheline Kézia; M.Sc.; Universidade Federal Rural de Pernambuco;
outubro de 2012; PRODUQAO E LIBERAQAO DE MICROCISTINAS EM RITMO
CIRCADIANO EM Microcystis aeruginosa (KUTZING) KUTZING; Maria do Carmo
Bittencourt-Oliveira (Orientadora), Ariadne do Nascimento Moura (Co-orientadora).

RESUMO

A comprovacdo de um ritmo circadiano na biossintese de microcistinas (MC) em Microcystis
panniformis Komarek et al. levantou a suspeita quanto a forma de liberacdo desta toxina no
meio circundante, visto que ndo foram observadas lises celulares que explicassem as
variacdes de microcistinas intracelulares. Os objetivos deste estudo foram investigar as
possiveis variacdes de microcistinas intra e extracelulares durante ciclos de 24 horas em M.
aeruginosa, a influéncia da densidade populacional nas concentragdes de microcistinas intra
e extracelulares e, se a liberacdo de microcistinas em cultivos do tipo “batch” ocorre de
maneira ativa. Os experimentos foram realizados em tréplicas, sob condi¢bes controladas de
laboratdrio, em dois ciclos de 24h independentes: claro:escuro e claro:claro (12:12h) durante a
fase exponencial de crescimento. Também foi analisado um ciclo claro:escuro durante a fase
estacionaria nas mesmas condi¢des. Amostras coletadas a cada 2 horas foram centrifugadas e
as concentracoes de MC intracelulares por quota celular (MCI) e extracelulares por quota
celular equivalente (MCE), utilizando respectivamente, “pellet” e sobrenadante foram obtidas
através do método ELISA. As MCI exibiram um ritmo enddgeno controlado em funcdo do
tempo em um periodo de 24 horas com padrdes similares entre os ciclos claro:escuro e
claro:claro nas fases exponencial e estacionaria de crescimento. As MCI na fase estacionéria
foram mais elevadas que na exponencial, chegando cerca de 4,7 e 4,9 vezes maiores nos
horéarios das 10 e 14 horas, respectivamente. As oscila¢bes das MCE foram semelhantes nos
ciclos claro:escuro de ambas as fases exponencial e estacionaria. Baseado nos resultados
encontrados, a liberagdo das MCI para o meio extracelular ocorre de forma ativa controlada
por um ritmo enddgeno. A densidade populacional esta diretamente relacionada ao aumento

das MCI que pode estar relacionada a uma comunicacao semelhante a “quorum sensing”.

Palavras-chave: Ritmo enddgeno, Microcystis aeruginosa, Microcistina intracelular,

Microcistina extracelular.
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ABSTRACT

Evidence of a circadian rhythm in the biosynthesis of microcystins (MC) in Microcystis
panniformis Komarek et al. posed a question on how this toxin is released into the
environment, since there were no cell lysis to explain the variations of intracellular
microcystins. The aims of this study were the investigation of possible variations of
intracellular and extracellular microcystins during cycles of 24 hours in M. aeruginosa
(Kutzing) Kutzing, the influence of population density in the concentrations of intracellular
and extracellular microcystins and if the release of microcystins in batch-like cultivation
happens in an active way. The experiments were performed in triplicate, under controlled
laboratory conditions in two independent 24h cycles, light:dark and light:light (12:12h) during
the exponential growing phase. It was also analyzed a light:dark cycle during the stationary
growing phase under the same conditions. Samples collected in 2 hours intervals were
centrifuged and the concentrations of intracellular MC per cell-quota (MCI) and extracellular
MC per equivalent cell-quota (MCE), using respectively, pellet and supernatant, were
obtained using the ELISA method. The MCI exhibited an endogenous rhythm controlled by
time in a period of 24 hours with similar patterns between light:dark and light:light cycles in
exponential and stationary growing phases. The MCI in the stationary growing phase were
higher than in the exponential growing phase, reaching approximately 4.7 times and 4.9 times
higher in the 10 and 14 hours, respectively. The oscillations of MCE were similar in both
light:dark cycles of exponential and stationary growing phases. Based on these findings, we
came to the conclusion that the release of MCI to the extracellular medium is actively
controlled by an endogenous rhythm. The population density is directly related to the MCI

increasing, which could be related to a communication similar to “quorum sensing”.

Keywords: Endogenous rhythm, Microcystis aeruginosa, Intracellular microcystins,

Extracellular microcystins.



1. INTRODUCAO

As cianobactérias sdo um grupo diverso de procariotos fotossintetizantes que ocupam
uma ampla gama de nichos ecologicos, cujos registros fdosseis na Terra sédo de
aproximadamente 3,5 bilhdes de anos (SCHOPF, 1993). Sdo habitantes comuns das aguas
doces em todo o mundo fazendo parte do fitoplancton. Sob condi¢bes favoraveis como
disponibilidade de luz, pH elevado e altas concentra¢fes de nutrientes, certas cianobactérias
podem dominar o fitoplancton levando a formacéo de floragdes (BOUVY et al., 2000; 2003;
STEWART et al., 2006).

Esses organismos produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios com
fungéo desconhecida (CARMICHAEL, 1992). Dentre esses metabolitos estdo as cianotoxinas,
um grupo diverso de toxinas naturais, tanto do ponto de vista quimico como toxicolégico. Os
efeitos descritos de toxicidade de cianobactérias sdo diversos: dermatotoxicos, hepatotoxicos
e neurotodxicos. Pela estrutura quimica as cianotoxinas podem ser divididas em trés grandes
grupos: peptideos ciclicos, alcaléides e lipopolissacarideos (SIVONEN e JONES, 1999).

Entre os peptideos ciclicos estdo as microcistinas (heptapeptideos ciclicos), potentes
inibidoras de proteinas fosfatases 1 e 2A (MACKINTOSH et al., 1990). Com base em seus
efeitos toxicologicos, as microcistinas sdo classificadas como hepatotoxinas, uma vez que
causam sérios danos em tecidos hepaticos, tais como alteracfes citoesqueléticas das células e
consequente morte por hemorragia intra-hepatica ou insuficiéncia hepatica (ERIKSSON et al.,
1990; YOSHIDA et al., 1997). Essas cianotoxinas sdo muito estudadas por sua larga
distribuicdo geografica em ambientes de dgua doce e grande variagdo estrutural, apresentando
mais de 80 variantes (MERILUOTO e SPOOF, 2008). Em ambientes de adgua doce tém sido
comuns os incidentes por intoxicacdo de mamiferos, dentre eles o homem (YUAN et al.,
2006).

As microcistinas foram caracterizadas inicialmente a partir dos géneros Microcystis
Lemmermann, Anabaena Bory de Saint-Vincent ex Bornet & Flahault, Planktothrix
Anagnostidis & Komarek, Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault, Anabaenopsis Miller e
Hapalosiphon Nageli ex Bornet et Flahault (SIVONEN e JONES, 1999). Mais recentemente
foi relatada a presenca de microcistinas nos géneros Geitlerinema (Anagnostidis & Komarek)
Anagnostidis e Leptolyngbya Anagnostidis & Koméarek (RICHARDSON et al., 2007). No
género Microcystis destaca-se a espécie Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kiitzing, produtora
de microcistina, muito relacionada a incidentes de intoxicacdo (PARK et al., 1998; YUAN et
al., 2006).
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Nos estudos realizados até o momento é conhecido que a liberagdo da microcistina
para 0 meio externo ocorre durante a lise celular (PARK et al., 1998; SIVONEN e JONES,
1999; PIETSCH, BORNMANN e SCHMIDT, 2002). Entretanto, ha indicios da existéncia de
uma forma alternativa da sua liberagdo no meio circundante. A presenga de um complexo
enzimético (MycH) que atua como um possivel transportador das microcistinas para fora da
célula, resultaria em uma via alternativa a liberacdo dessa toxina (PEARSON et al., 2004).

A respeito da producdo das cianotoxinas, a regulacdo de tal processo tem sido
relacionada ao controle enddgeno, através do ritmo circadiano da célula. Estudos
comprovaram a existéncia desse ritmo controlando a producdo de microcistinas em M.
panniformis Komarek et al. (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005) e saxitoxina e
neosaxitoxina em Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszynska) Seenayya & Subba Raju
(CARNEIRO et al., 2009).

Esses ritmos circadianos sdo programas biolégicos enddgenos e independentes de
estimulos externos, presentes em muitos organismos, desde bactérias até plantas e mamiferos,
em um periodo de aproximadamente 24 horas (MORI e JOHNSON, 2001). Estudos recentes
em cianobactérias demonstraram que a luz pode ser o sinal externo que afeta o ritmo
circadiano nesses organismos (WOOD et al., 2010; RUST et al., 2011). Estes ritmos
adquirem a funcdo de um reldgio, pois persistem, mesmo na auséncia de sinais externos de
tempo, redefinindo a fase de claro e escuro (KONDO e ISHIURA, 2000) e sdao independentes
da divisdo celular (JOHNSON, 2004).

Até meados de 1980, os estudos indicavam que tais ritmos circadianos existiam
exclusivamente em eucariotos por se supor que um crondémetro endégeno marcado por um
periodo com cerca de 24 horas ndo seria Gtil aos organismos que se dividem mais de uma vez
ao longo deste intervalo de tempo, como ocorre em muitos procariotos (JOHNSON et al.,
1996). Porém, a partir de estudos com cianobactérias ficou comprovada a existéncia desses
ritmos em organismos procariotos. Tais estudos tratam, principalmente, da fixacdo de
nitrogénio (MITSUI et al., 1986; GLOBBELAAR et al., 1986; HUANG et al., 1990; LORNE
et al., 2000; MULHOLLAND e CAPONE, 2000; STAAL, RABOUILLE e STAL, 2007),
divisdo celular (SWEENEY e BORGESE 1989), fotossintese (ROENNEBERG e
CARPENTER 1993; SCHNEEGURT et al., 1994; YEN, HUANGB e YEN, 2004), captacao
de aminoacidos, sintese de carboidratos (IWASAKI e KONDO, 2004) e, mais recentemente,
estudos realizados no Brasil sobre a biossintese de microcistinas (BITTENCOURT-
OLIVEIRA et al., 2005), saxitoxina e neosaxitoxina (CARNEIRO et al., 2009).
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Estudos tém indicado ainda que a existéncia de ritmos circadianos em cianobactérias é
controlada em fungcdo de um agrupamento genético denominado kaiABC, no qual as
proteinas expressas (KaiA, KaiB e KaiC) controlam os genes envolvidos em fungdes diversas,
tais como fotossintese, divisdo celular e sintese de aminoacidos (IWASAKI et al., 1999;
JOHNSON e GOLDEN, 1999; LORNE et al., 2000; JOHNSON, 2004; DONG et al., 2010).

Outro importante aspecto relacionado tanto a biossintese quanto a liberacdo das
microcistinas no meio circundante é a densidade populacional. Para Kaardinal et al. (2007),
na natureza ocorre um declinio gradual da concentracdo de microcistina média por célula em
Microcystis sp. do inicio de uma floracdo quando a densidade populacional é maior. No
entanto, estudos em laboratorio contradizem essa observacdo. Carneiro et al. (2009)
trabalhando com saxitoxina e neosaxitoxina em C. raciborskii e Ziegmann et al. (2010) com
microcistina em M. aeruginosa demonstraram que a producao dessas cianotoxinas por célula
aumenta concomitantemente ao aumento da densidade populacional em cultura.

E sabido que em bactérias existe uma regulacio da expressdo de conjuntos de genes
especializados em resposta a densidade populacional conhecida por quorum sensing (CHA et
al., 1998; WHITEHEAD et al., 2001). Através do aumento da densidade populacional ha
emissdo de sinais quimicos por pequenas moléculas chamadas de sinalizadoras, fazendo com
que se estabeleca uma comunicagdo. Esses organismos se comunicam uns com 0S outros e
respondem coletivamente as mudancas ambientais devido a emissdo e recepcdo dessas
moléculas (CHU et al., 2010). Nas bactérias Gram-negativas, as moléculas sinalizadoras mais
comuns sdo N-acil homoserinas derivadas de lactonas (WHITEHEAD et al., 2001). Existem
evidéncias da existéncia de moléculas sinalizadoras semelhantes na cianobactéria Gloethece
PCC6909, denominada N-octanoil homoserina lactona, a qual em cultivo de laboratorio
seguiu um padrdo caracteristico do fendBmeno da auto-inducdo ou quorum sensing (SHARIF
et al., 2008).

Embora tais moléculas estejam presentes em cianobactérias, ainda ndo ha evidéncias
de que as variagbes nas concentracdes intra e extracelulares de cianotoxinas estejam
relacionadas a algum tipo de comunicacdo controlada por quorum sensing (BRAUN e
BACHOFEN, 2004).

Este estudo testa as hipoOteses de que a liberacdo das microcistinas em Microcystis
aeruginosa obedece a um ritmo circadiano e que as concentragdes intracelulares das
microcistinas por quota celular aumenta progressivamente em relagdo ao aumento da
densidade populacional. Para tanto, os objetivos deste estudo foram investigar as possiveis

variagOes de microcistinas intra e extracelulares durante ciclos de 24 horas em M. aeruginosa,



a influéncia da densidade populacional nas concentragdes de microcistinas intra e
extracelulares e, se a liberagdao de microcistinas em cultivos do tipo “batch” ocorre de

maneira ativa.



2. REVISAO DE LITERATURA

Microcistinas sdo heptapeptideos ciclicos muito estudados, entre as cianotoxinas,
devido a sua ampla distribuicdo geografica em ambientes de agua doce e grande variacdo
estrutural (mais de 80 variantes) (MERILUOTO e SPOOF, 2008). Microcystis € um dos
principais géneros de cianobactérias produtores de microcistinas e neste se destaca
Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing uma espécie produtora de microcistina muito
relacionada a incidentes de intoxicacdo de humanos e animais por 4gua contaminada em todo
o mundo (PARK et al., 1998; YUAN et al., 2006; LEHMAN et al., 2008).

E conhecido que a forma de liberagdo das microcistinas para o meio circundante
ocorre através da lise celular (PARK et al., 1998; SIVONEN e JONES, 1999; PIETSCH,
BORNMANN e SCHMIDT, 2002). No entanto, um estudo recente forneceu indicios sobre
uma forma alternativa de liberacdo dessas toxinas (PEARSON et al., 2004). Pearson et al.
estudaram cepas selvagens (PCC7806) e mutantes de M. aeruginosa produtoras de
microcistina através de analises moleculares e de arranjos génicos, mutacdo da proteina
McyH e previsdo da sua funcéo. Os autores observaram que o perfil hidropatico e a estrutura
secundaria indicam que MycH é uma proteina de fusdo da membrana da célula e dominios
ABC codificados dentro de um unico polipeptideo. Assim, este estudo previu, para a proteina
MycH, uma funcdo de exportagdo da microcistina, pois a membrana celular e dominio da
ABC transportadores sdo geralmente fundidos, sugerindo um tipo de transporte ativo da
microcistina para fora da célula através do MycH.

A via de regulacdo dos processos biossintéticos de microcistinas tem sido relacionada
a um controle enddgeno através de um ritmo circadiano. Um estudo comprovou a existéncia
desse ritmo controlando a producdo de microcistinas em Microcystis panniformis Komaérek et
al., sob condi¢des controladas de luz, temperatura e fotoperiodo ao longo de 24 horas
(BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005).

Tais ritmos circadianos sdo programas biolégicos enddgenos e estdo presentes em
diversos organismos, desde bactérias até seres humanos. Atuam provocando mudancas
ciclicas na acumulacdo ou na interacdo entre proteinas e, consequentemente, no
comportamento do organismo (MORI e JOHNSON, 2001; HITOMI et al., 2005; RUST et al.,
2011). Esses ritmos possuem trés caracteristicas principais: periodicidade aproximada de 24h,
fase de redefinicdo por estimulos ambientais, compensacdo de temperatura e do periodo
(HITOMI et al., 2005). Até meados de 1985, era conhecido que esses ritmos ocorriam apenas
em organismos eucariontes, devido ao fato dos procariontes serem capazes de se reproduzir
mais de uma vez ao longo de 24 horas (MORI e JOHNSON, 2001).
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A partir dos estudos de Stal e Krumbein (1985) com Oscillatoria sp. (cepa 23),
Grobbelaar et al. (1986) com Synechococcus sp. (cepa BG 43511) e Mitsui et al. (1986) com
Synechococcus sp. (cepa RF-1) ficou comprovada a existéncia do controle enddgeno sobre o
processo de fixagcdo de nitrogénio em cianobactérias. Em Synechococcus, diferentes ritmos
foram descobertos posteriormente, regulando atividades como divisdo celular, fotossintese,
absorcdo de aminoacidos, sintese de carboidratos e respiracdo (GOLDEN et al., 1997), além
da manutencéo da regulacéo circadiana (ISHIURA et al., 1998).

Os estudos sobre ritmos circadianos em organismos procariotos tiveram inicio com
cianobactérias e ao longo dos anos tém sido intensificados. Tais estudos versaram sobre
divisdo celular em Synechococcus SP. (WH7803) (SWEENEY e BORGESE, 1989), absorc¢éo
de aminoacidos e fixacdo de nitrogénio em Synechococcus sp RF-1 (HUANG et al., 1990),
fixagdo de nitrogénio e fotossintese (ROENNEBERG e CARPENTER, 1993;
SCHNEEGURT et al., 1994; IWASAKI e KONDO, 2004; YEN et al., 2004), modelo de
oscillador molecular (MULHOLLAND e CAPONE, 2000; STAAL et al., 2007), producdo de
microistinas (BITTENCOURT-OLIVEIRA et al., 2005) e saxitoxinas e neosaxitoxinas
(CARNEIRO et al., 2009). Esses ultimos dois trabalhos foram os Unicos realizados no Brasil
que abordam ritmos circadianos na biossintese de cianotoxinas.

Em relacdo a biossintese de cianotoxinas, 0s pardmetros ambientais aos quais as
cianobactérias estdo expostas devem ser levados em consideracdo. De acordo com Leflaive e
Ten-Hage (2007), em condig¢des naturais, parametros ambientais como luz, concentraces de
fésforo e nitrogénio também podem influenciar na producdo de cianotoxinas e na sua
liberac&o para o ambiente.

Outro importante fator sobre a biossintese e a liberacdo das cianotoxinas é a densidade
populacional. Alguns estudos tém demonstrado que o contelldo de microcistina expresso por
celula na natureza pode ser elevado no inicio de floragBes de Microcystis spp., e diminuir
quando a densidade populacional atingir os niveis mais elevados dessas floracées (WELKER
et al., 2003; JANSE et al., 2005; KARDINAAL et al., 2007). Entretanto, estudos com
cianobactérias em cultivo divergem a esse respeito. Em Carneiro et al. (2009) foram
observados maiores concentracfes de saxitoxinas por quota celular quando o cultivo (C.
raciborskii) adquiria a maior densidade populacional. Ziegmann et al. (2010) desenvolveram
um método para facilitar a deteccdo de floragGes de cianobactérias em reservatorios de dgua
potével (espectroscopia de fluorescéncia). O estudo incluia a quantificacdo de microcistinas
produzidas e liberadas por uma cultura de M. aeruginosa em laboratério, em diferentes

estagios de crescimento. Nesse estudo, 0s autores observaram que o aumento do contetdo de



microcistina na cultura foi explicado pelo aumento do nimero de células durante as diferentes
fases de crescimento.

Outro aspecto sobre a densidade populacional € a emissdo de sinais quimicos em
procariontes através de comunicacdo intercelular (quorum sensing). Muitas bactérias Gram-
negativas regulam a expressdo dos conjuntos de genes especializados em resposta a densidade
populacional (CHA et al., 1998). Este mecanismo regulador, chamado de auto-indugdo ou
quorum sensing, é baseado na producdo de pequenas moléculas sinalizadoras pelas bactérias.

As principais moléculas sinalizadoras em bactérias Gram-Negativas pertencem ao
grupo das Acil homoserina-lactonas (CHA et al., 1998). Essas moléculas sdo responsaveis
pelo desencadeamento de densidades celulares muito diferentes dependendo do tipo das
respostas, tais como bioluminescéncia, agregacdo de células, transferéncia conjugal de
plasmideo e produgdo de exoenzimas determinantes de viruléncia em humanos e patégenos de
plantas (BRAUN e BACHOFEN, 2004).

Esses compostos divergem muito em sua estrutura quimica, variando de metabdlitos
complexos a peptideos de diversos tamanhos, sendo sua fun¢do muitas vezes desconhecida
(BRAUN e BACHOFEN, 2004). Neste mesmo contexto, também podem ser inseridas as
cianotoxinas como metabdlitos secundarios (CARMICHAEL, 1992). Embora a maioria dos
estudos sobre quorum sensing esteja relacionada as bactérias, algumas pesquisas ja apontam
para a presenca desse fendmeno em cianobactérias e que as microcistinas podem ser uma
dessas formas de comunicacdo através da densidade celular entre as cianobactérias.

Em um estudo com Synechocystis sp. (PCC 6803), Vassilakaki e Pflugmacher (2007),
tentaram determinar se microcistinas em concentracfes ambientalmente relevantes seriam
capazes de causar reacdes fisiologicas em células de Synechocystis sp., iniciando um estresse
oxidativo e, portanto, contribuindo para um possivel papel de sinalizacdo das toxinas no
ecossistema aquatico. Os autores observaram que a espécie sofreu estresse oxidativo mediante
exposicdo as concentracdes de microcistinas utilizadas e acreditam que tais microcistinas
sejam uma via de comunicacdo entre cianobactérias, porém foi sugerido a realizacdo de mais
estudos para esclarecer a funcdo natural dos metabdlitos secundarios nesses organismos.

Sharif et al. (2008) observaram que uma acumulagdo de N-octanoil homoserina
lactona em meio das culturas laboratoriais de Gloeothece PCC6909 apresentou um padréo
caracteristico do fendbmeno da auto-inducdo, uma caracteristica comum dos sistemas
funcionais de acil homoserina lactona presente em bactérias. A cepa mutante sem bainha de
Gloeothece (PCC6909/1) mostrou alteracbes na expressao de 43 proteinas comparado com

células ndo tratadas.
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Resumo
Microcistinas séo cianotoxinas constantemente relacionadas a incidentes de
intoxicacdo de humanos e animais com agua contaminada. Nesse sentido, o
conhecimento sobre a sua forma de liberacéo para o meio circundante é
fundamental para a prevencao de tais incidentes. Os objetivos deste estudo foram
investigar a ocorréncia de liberacao ativa de microcistinas, a presenca de um ritmo
enddgeno controlando a liberagdo de microcistinas, e a influéncia da densidade
celular nas concentracdes de microcistinas intracelular por quota celular (MCI) em
Microcystis aeruginosa BCCUSP232. Os experimentos foram realizados em
tréplicas, sob condicdes controladas de laboratério, em dois ciclos de 24h
independentes: claro:escuro e claro:claro (12:12h), durante a fase exponencial de
crescimento. Também foi analisado um ciclo claro:escuro durante a fase
estacionaria, nas mesmas condi¢cdes. Amostras coletadas a cada 2 horas foram
centrifugadas e as concentracdes de MCI e microcistinas extracelulares por quota
celular equivalente (MCE), utilizando pellet e sobrenadante, respectivamente, foram
obtidas por ELISA. As MCI exibiram um ritmo endégeno controlado em funcéo do
tempo em um periodo de 24 horas, com padrfes similares entre os ciclos
claro:escuro e claro:claro nas fases exponencial e estacionaria de crescimento. As
MCI na fase estacionaria foram mais elevadas do que na exponencial, chegando
cerca de 4,7 e 4,9 vezes maiores nos horarios das 10 e 14 horas, respectivamente.
As oscilacbes das MCE foram semelhantes nos ciclos claro:escuro de ambas as
fases de crescimento. Baseado nos resultados encontrados, a liberacdo das MCI
para o meio extracelular ocorreu de forma ativa, controlada por um ritmo enddgeno.
A densidade celular esteve diretamente relacionada ao aumento das MCI, fato que

sugere uma comunicagao semelhante a quorum sensing.
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1. Introducéo

As cianobactérias sdo um grupo diverso de procariotos fotossintetizantes que
ocupam uma ampla gama de nichos ecoldgicos, cujos registros fosseis na Terra sdo
de aproximadamente 3,5 bilhdes de anos (Schopf, 1993). Sdo habitantes comuns
da agua doce em todo o mundo, fazendo parte do fitoplancton. Sob condi¢des
favoraveis como disponibilidade de luz, pH elevado e altas concentracdes de
nutrientes, algumas cianobactérias podem dominar o fitoplancton levando a
formacéo de floragdes (Bouvy et al., 2000, 2003; Stewart et al., 2006).

Esses organismos produzem uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, dentre os quais se destacam as cianotoxinas, responsaveis por
envenenamentos generalizados de animais selvagens, domésticos e peixes em
aguicultura (Carmichael, 1992; Sivonen e Jones, 1999). A exemplo disso, foram
relatados incidentes com contaminacdo de seres humanos, morte de pelo menos 52
pacientes de hemodidlise apos tratamento com agua contaminada no Municipio de
Caruaru, Nordeste do Brasil, causada pela presenca de microcistinas (Jochimsen et
al., 1998; Yuan et al., 2006).

Um dos grupos de cianotoxinas mais estudados é o das microcistinas, por sua
larga distribuicdo geografica em ambientes de agua doce e grande variacao
estrutural, apresentando cerca de 80 variantes (Meriluoto e Spoof, 2008). As
microcistinas foram caracterizadas inicialmente a partir dos géneros Microcystis
Lemmermann, Anabaena Bory de Saint-Vincent ex Bornet & Flahault, Planktothrix
Anagnostidis & Komarek, Nostoc Vaucher ex Bornet & Flahault, Anabaenopsis Miller
e Hapalosiphon Nageli ex Bornet et Flahault (Sivonen e Jones, 1999). No género
Microcystis se destaca Microcystis aeruginosa (Kutzing) Kitzing, uma espécie
produtora de microcistina muito relacionada a incidentes de intoxicacdo em todo o

mundo (Park et al., 1998). Até o momento € conhecido que a liberacéo da
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microcistina para o meio externo ocorra durante a lise celular (Park et al., 1998;
Sivonen e Jones, 1999; Pietsch et al., 2002).

Uma via da regulacéo dos processos de biossintese de microcistinas foi
relacionada ao controle endégeno celular através do ritmo circadiano. Estudos ja
comprovaram a existéncia desse ritmo controlando a biossintese de microcistinas
em M. panniformis Komarek et al. (Bittencourt-Oliveira et al., 2005) e, mais
recentemente, saxitoxina e neosaxitoxina em Cylindrospermopsis raciborskii
(Woloszynska) Seenayya & Subba Raju (Carneiro et al., 2009).

Estudos com cianobactérias comprovaram a existéncia de ritmos circadianos
ou enddgenos em organismos procariotos, agindo em outros processos. Esses
estudos tratam, principalmente, da fixacdo de nitrogénio (Grobbelaar et al., 1986;
Mulholland e Capone, 2000; Staal et al., 2007), divisdo celular (Sweeney e Borgese,
1989; Lorne et al., 2000), fotossintese (Schneegurt et al., 1994; Yen et al., 2004),
captacdo de aminoacidos e sintese de carboidratos (Iwasaki e Kondo, 2004).

Pesquisas indicaram, ainda, que a existéncia de ritmos circadianos em
cianobactérias pode ser controlada em funcédo de um agrupamento genético
denominado kaiABC. As proteinas expressas (KaiA, KaiB e KaiC) controlariam os
genes envolvidos em funcdes diversas que apresentam ciclos, tais como
fotossintese, divisao celular e sintese de aminoacidos (Johnson e Golden, 1999;
Lorne et al., 2000).

A densidade populacional pode ser outro importante regulador da producao e
liberacdo de cianotoxinas. Em bactérias, existe regulacao na expressao de varios
conjuntos de genes especializados em resposta a densidade celular conhecida por
guorum sensing ou auto-inducéo. Atraveés do quorum sensing esses organismos
monitoram as densidades celulares antes de expressarem um determinado fenétipo

(Cha et al., 1998; Whitehead et al., 2001). Através do aumento da densidade celular
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ocorre emissao de sinais quimicos por pequenas moléculas, chamadas de
sinalizadoras, fazendo com que se estabeleca uma comunicacéo entre esses
organismos. Bactérias conseguem se comunicar umas com as outras e podem
responder coletivamente e com eficiéncia as mudancas ambientais devido a
emissao dessas moléculas sinalizadoras (Chu et al., 2010).

Nas bactérias Gram-negativas as moléculas sinalizadoras mais comuns sao
N-acil homoserinas derivadas de lactonas (Whitehead et al., 2001). Existem
moléculas sinalizadoras semelhantes na cianobactéria Gloethece PCC6909, N-
octanoil homoserina lactona, a qual em cultivo de laboratério mostrou um padréo
caracteristico do fenébmeno do quorum sensing (Sharif et al., 2008). Embora tais
moléculas estejam presentes em cianobactérias, ainda ndo ha evidéncias de que a
producao e a liberacéo de cianotoxinas estejam relacionadas a algum tipo de
comunicacao controlada por quorum sensing (Braun e Bachofen, 2004).

Neste contexto, este estudo testa as hipéteses de que a liberacéo das
microcistinas em Microcystis aeruginosa BCCUSP232 obedece a um ritmo
circadiano, e que as concentracdes das microcistinas intracelulares por quota celular
aumentam progressivamente em relacdo ao aumento da densidade populacional.
Para tanto, os objetivos do estudo foram investigar a ocorréncia de liberagao ativa
de microcistinas, a presenca de um ritmo enddégeno controlando a liberacéo de
microcistinas, e a influéncia da densidade celular nas concentracdes de

microcistinas intracelular por quota celular (MCI) em M. aeruginosa BCCUSP232.
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2. Material e Métodos
2.1. Cepa, condigbes de cultivo e curva de crescimento

Foi utilizada a cepa clonal e ndo-axénica M. aeruginosa BCCUSP232
produtora de microcistinas, isolada no Lago das Garcas, estado de Sao Paulo, Brasil
(Bittencourt-Oliveira et al., 2003). A cepa foi mantida em camaras climaticas sob
condicao controlada de temperatura (23 + 0,5 °C), fotoperiodo (12:12hs
claro:escuro), intensidade luminosa (40 pmol.m™?.s™, medida com sensor esférico
subaquatico fotémetro LI-COR, mod. LI-250) e meio liquido BG-11, pH 7,4 (Rippka
et al., 1979) modificado por Bittencourt-Oliveira (2000) (com a substituicdo do ferro
citrato de amonia por cloreto férrico).

Para determinacéo das fases exponencial e estacionéaria do cultivo foi
realizada uma curva de crescimento (Fig. 1) em erlenmeyers de 1L de capacidade
contendo 800 mL de cultura, meio liquido BG-11 e pH 7,4. Os cultivos foram
iniciados com 10° cel.mL™ nas condi¢des descritas acima.

Para estimativa da densidade celular e estimativa da taxa de crescimento (K’)
(Fig.1) (Guillard, 1973) utilizou-se a contagem direta das células com o uso de
camara Fuchs Rosenthal e microscopio éptico binocular (Nikon E200, Melville, NY,
USA). Foram retiradas aliquotas de 2 mL diariamente em condi¢ces axénicas,
preservadas com lugol acético 10% e contadas imediatamente. Um nimero minimo
de 400 células foi contado por amostra para uma estimativa de erro de 10%
(Guillard, 1973). Sempre que possivel foram contadas 1.600 células, onde a
estimativa de erro foi de 5% (Lund et al., 1958). As curvas de crescimento, assim

como as contagens por amostra, foram feitas em tréplicas.

2.2. Experimentos em ciclos de 24 horas: fases de crescimento exponencial e

estacionaria.
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2.2.1. Fase exponencial

Para a investigacdo das concentracfes de microcistinas intracelulares por
quota celular (MCI) em ciclos de 24 horas (12:12h claro:escuro e 12:12h claro:claro)
foram utilizados erlenmeyers de 1L de capacidade contendo 800mL de cultura, meio
BG-11, pH 7,4 com cultivo iniciado em 10° células.mL™ sendo mantidas nas
condicBes descritas no item 2.1. Todos os experimentos foram feitos em tréplicas.

No 10° e 13° dia da fase exponencial do crescimento de M. aeruginosa
(BCCUSP232) (Fig.1) para os ciclos, respectivamente, claro:escuro e claro:claro
foram coletados 2 mL a cada 2 horas para a andlise das concentracdes de
microcistinas intra e extracelulares. As amostras foram centrifugadas em microtubos
de polietileno em 14.000 rpm durante 3 min, em temperatura ambiente para
separacao do pellet (MC intracelular) e do sobrenadante (MC extracelular). O
sobrenadante foi separado cuidadosamente do pellet com auxilio de um pipetador
automatico e acondicionado em novos microtubos de polietileno de 1,5 mL de
volume. Pellet e sobrenadante foram imediatamente congelados e armazenados a -
80°C até o momento da analise das microcistinas. Antes de iniciar o ciclo claro:claro
os cultivos foram aclimatados na presenca de luz continua por 48 horas.

Simultaneamente a esse processo foram retiradas amostras de 2 mL e
preservadas com lugol acético 10% para a estimativa da densidade celular e
posterior calculo das MCI e concentracfes microcistina extracelular por quota celular

equivalente (MCE).

2.2.2. Fase Estacionaria
Em um novo cultivo foi realizado o ciclo 12:12h claro:escuro na fase
estacionaria de crescimento. As amostras foram coletadas no 35° dia de cultivo

(Fig.1). Os demais procedimentos foram iguais aos ciclos da fase exponencial.
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2.3. Analise de MCI e MCE nos ciclos de 24 horas: fases de crescimento
exponencial e estacionaria.

As concentracfes de microcistinas foram analisadas pelo método ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) com a utilizacéo do kit em placa para
quantificacdo de microcistinas em agua (Beacon Analytical Systems Inc., Portland,
ME, USA), de acordo com instrucfes do fabricante. As analises foram realizadas em
tréplicas com auxilio de uma leitora de microplaca (ASYS Hitech GmbH, Nordstrasse
4, modelo A — 5301 Eugendorf, Austria). A faixa de deteccéo dos ensaios foi de 0,10
a 2,0 partes por bilhdo (PPB) (ng.mL™).

Para a analise da MCI os pellet foram acondicionados em microtubos de
polietileno, secos em speedvac (modelo Eppendorf AG 22331, Hamburg, Alemanha)
e ressuspendidos em volumes de 3 mL. As células foram lisadas com auxilio de um
sonicador (Ultrasonic Cell Disruptor XL - Misonix), em banho com gelo, e analisadas.
Quando necessario, foram realizadas diluicées para alcancar a faixa de deteccéo
estabelecida pelo método. Para se obter as MCI, foi feita uma relacéo entre a
concentracdo de microcistina (ng.mL™) e a densidade celular (cel.mL™). As MCE
foram medidas diretamente do sobrenadante e, igualmente relacionadas com a
densidade celular da amostra no volume analisado.

As unidades das MCI e MCE foram expressas em fg.cel™.

2.4. Anadlise estatistica

Os dados das MCI e MCE foram expressos como valores médios + erro
padrédo (EP). Para cada variavel experimental foi analisada a normalidade dos dados
através do teste Kolmogorov-Smirnov (Massey, 1951). Cada variavel experimental
também teve os dados testados para as premissas basicas da analise de variancia

(ANOVA um critério). Sempre que a hipétese nula de variancia foi rejeitada, o teste
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de Tukey foi empregado e foram discriminadas as diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre cada par de valores médios (Neter et al., 1985). As

analises foram realizadas com auxilio do programa SAS Institut 9.2.

3. Resultados
3.1. Liberacao ativa de microcistinas

Em todos os ciclos analisados, as MCI mostraram aumentos e redugdes
simultaneos. As redugdes de MCI demonstraram que as microcistinas foram
liberadas para o meio circundante de forma ativa, ou seja, ndo por lise celular. Esse
padréo da MCI ocorreu ao longo de 24 horas nos ciclos analisados, sendo mais
evidente na fase estacionaria (Tabela 1). Um exemplo disso € que no ciclo
claro:escuro entre 16 e 18h, a diferenca média de MClI foi de 14,62 fg.cel™, ou seja,
uma variacao de aproximadamente 66,7%. As maiores diferengas entre MCl em
horarios de coleta consecutivos ficaram nos periodos entre 6 a 10h em todos os

ciclos estudados e 16 e 24h do claro:escuro, fase estacionaria (Tabela 2).

3.2. Ciclos de 24 horas da fase exponencial

As MCI exibiram um ritmo enddgeno controlado em funcdo do tempo, em um
periodo de 24 horas. As MCI e MCE foram inversamente proporcionais para 0s
ciclos claro:escuro e claro:claro, exceto entre os horérios 2, 4, 14 e 20h
(claro:escuro) e 18, 20 e 22h (claro:claro) (Fig. 2A-D; Tabela 1). As maiores
concentragdes encontradas foram das MCE (Fig.2B,D; Tabela 1).

N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas entre as variagcoes
de MCI entre os ciclos claro:escuro e claro:claro (F=3,87; p>0,05). Porém, no ciclo
claro:escuro os valores das MCI foram levemente mais elevados do que no

claro:claro, com excecéo das 4, 6, 18 e 24h (Tabela 1). O maior pico das MCI
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ocorreu no ciclo claro:escuro as 10 horas (6,15 fg.cel™), por sua vez no claro:claro
isso aconteceu as 6 horas (5,43 fg.cel™®) (Fig. 2A,C; Tabela 1).

O comportamento entre as MCE, aumentos e reducfes simultaneos entre 0s
horérios correspondentes foi semelhante entre os dois ciclos, ndo apresentando
diferencas estatisticas significativas (F=1,72; p>0,05) (Fig.2B,D; Tabela 1).

As concentracfes de microcistinas totais (MCl e MCE) nos ciclos claro:escuro
e claro:claro apresentaram variagcdes semelhantes entre 0s mesmos horarios,
porém, houve diferenca estatistica significativa (F=21,55; p<0,05) (Fig. 2). O ciclo
claro:claro apresentou as menores concentracdes de microcistinas totais entre

todos os horarios (Fig. 3).

3.3. Influéncia da densidade populacional no ciclo 12:12h claro:escuro das fases
exponencial e estacionaria

N&o houve diferenca estatistica significativa na densidade populacional entre
os horérios durante a fase exponencial (F=0,20; p>0,05). Da mesma forma, nédo
houve diferenca estatistica significativa durante a fase estacionaria (F=0,03; p>0,05).
Em ambas as fases de crescimento durante os ciclos claro:escuro, as concentracées
de MCI (Fig.4) e MCE (Fig.5) apresentaram variacdo semelhante ao longo das
horas.

Ao confrontar as concentracdes de MCI entre as fases de crescimento foram
observadas diferencas estatisticas significativas entre os horarios (F=403,81,
p<0,05), sendo mais elevadas na Ultima etapa, exceto as 8 horas (Fig. 4). As
concentracdes de MCI na fase estacionaria as 10 e 14 horas chegaram a ser,
respectivamente, 4,7 e 4,9 vezes maiores que na fase exponencial, nos mesmos

horarios (Tabela 1). Por outro lado, em relacéo as concentragfes de MCE, néo



242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

28
foram verificadas diferencas estatisticas significativas entre as duas fases de
crescimento nos ciclos claro:escuro (F=1,73; p>0,05) (Fig. 5).

Os maiores valores das MCI ocorreram no periodo claro de ambos os ciclos

claro:escuro das fases exponencial e estacionaria (Fig.4).

4. Discusséo

Neste estudo foram identificadas variagcdes nas MCI ao longo de 24 horas em
M. aeruginosa, as quais se repetiram em dois ciclos (claro:escuro e claro:claro) na
fase exponencial e um claro:escuro na estacionaria. Esses resultados
caracterizaram um controle enddégeno na biossintese de microcistinas em M.
aeruginosa BCCUSP232. Resultados semelhantes foram encontrados por
Bittencourt-Oliveira et al. (2005) que relataram a presenca de um ritmo circadiano
controlando a biossintese de MCs em M. panniformis em dois ciclos 12:12h
claro:escuro e claro:claro durante a fase exponencial de crescimento.

Embora nao tenha ocorrido diferencgas estatisticas significativas entre os
ciclos claro:escuro e claro:claro, neste ultimo as concentracdes de MCI e MCE foram
menores que as encontradas no ciclo claro:escuro, na maioria dos horarios, durante
a fase exponencial, assim como ocorreu alteracdo no maior pico de MCI (Fig. 2A-D).
Essas alteracdes nas concentracfes de microcistinas podem estar relacionadas ao
estresse oxidativo devido a intensa exposicao a luz. De acordo com Wood et
al.(2010) a luz € um estimulo externo que pode influenciar os ritmos circadianos em
cianobactérias, pois uma proteina CikA repassa sinais ambientais para o oscilador
circadiano utilizando um estado celular redox como medida da luz. Na presente
pesquisa, uma maior exposi¢do a luz como ocorreu no ciclo claro:claro resultou em
uma reducéo nas MCIl e MCE em M. aeruginosa. Resultados semelhantes foram

encontrados por Bittencourt-Oliveira et al. (2005), quando as MCI das duas variantes
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de microcistinas identificadas em M. panniformis (MC-LR e [ASP?] — LR) foram
reduzidas durante o ciclo claro:claro em relacdo ao claro:escuro.

Um aspecto importante sobre a diferenca entre os dois experimentos
realizados na fase exponencial esta na vantagem que um ciclo claro:escuro fornece
aos organismos. Sabe-se que a competicdo entre cepas de cianobactérias em
cultivo oferece vantagens aquelas espécies cujo ritmo circadiano esteja mais
préximo ao ciclo claro:escuro presente no ambiente natural (Ouyang et al., 1998).
Desta forma, os ciclos que se assemelham ao ambiente natural fornecem vantagens
aos organismos gue possuem o ritmo circadiano préximo a este ciclo natural.

No presente estudo, os maiores valores das MCI foram evidenciados durante
os periodos com luz. Um estudo recente sobre a expressédo global do genoma de M.
aeruginoa durante um ciclo claro:escuro (Straub et al., 2011) mostrou que a
biossintese de microcistinas e outros metabalitos secundarios ocorre
essencialmente durante o periodo de luz. Esse fato sugere que esses metabdlitos
podem interagir diretamente com a luz e com o controle endoégeno exercido através
dos genes kai.

Neste presente estudo ocorreram maiores concentracées de MCE durante a
fase exponencial, sendo esse comportamento nao se repetiu em fase estacionaria.
N&o se conhece como ocorre todo o processo de degradacdo das microcistinas.
Porém é sabido que em ambientes naturais esses metabdlitos podem ser oxidados
por 0zOnio e outros agentes oxidantes e degradados por intensa luz ultravioleta (UV)
(Sivonen e Jones, 1999). O periodo de degradacao total de microcistinas pode variar
de 2 dias a mais de 3 semanas dependendo do corpo d’agua, condigdes climaticas,
variaveis ambientais e até do histérico de floracdes do ambiente (Rapala et al., 1994,

Sivonen e Jones, 1999; Manage et al., 2010).
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Em cultivo, alguns estudos tém demonstrado que as bactérias podem
degradar microcistinas utilizando-as como fonte de carbono (Park et al., 2001;
Gomes et al., 2009). Park et al. observaram que em cultivo com bactéria, a
degradacéo total das microcistinas LR e RR ocorreu em quatro dias. Extratos
celulares da bactéria Springomonas sp. B-9 degradam microcistinas totalmente em
24 horas (Imanishi, et al., 2005). No presente estudo, as MCE foram mais elevadas
durante a fase exponencial em relacdo as MCI. Na fase estacionaria as MCI foram
mais elevadas em relacdo as MCE. Por se tratar de cultivos ndo-axénicos e bem
mais velhos, na fase estacionéaria pode ter ocorrido uma maior influéncia de
bactérias através de possivel degradacéo e reducao ao longo das horas nas MCE.

A lise celular é atribuida como o principal fator responsavel pela liberacdo das
cianotoxinas para o meio extracelular (Sivonen e Jones, 1999). Em cultivo, quando
sao identificadas variacdes nas concentracdes intra e extracelulares dessas
cianotoxinas, é sugerido que tais variacdes estejam relacionadas as lises
ocasionadas devido as diferentes fases de crescimento (Pitsch et al., 2002).
Contudo, o presente estudo mostrou a ocorréncia da liberacdo das microcistinas ao
longo das horas e essa liberacgéo foi controlada por um ritmo enddgeno, circadiano.
As variacdes das MCI e MCE ao longo das horas em ciclos de 24 horas ocorreram,
geralmente, de forma inversamente proporcional, indicando que essa liberacdo
ocorre ativamente em M. aeruginosa BCCUSP232.

Em ambas as fases exponencial e estacionaria foi verificado um padrao
oscilatorio das concentracdes de microcistinas. Contudo, Johnson e Golden (1999)
estudando uma cepa de Synechococcus sp. mostraram que na fase estacionaria de
crescimento ritmos circadianos se estabilizam, sendo mais rapidamente

evidenciados.
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As mais elevadas concentra¢gdes de MCl em M. aeruginosa BCCUSP232
ocorreram quando o cultivo alcangcou as maiores densidades (fase estacionaria) (Fig.
4). Carneiro et al. (2009) encontraram resultados semelhantes nas concentracfes de
saxitoxina e neo-saxitoxina em C. racibroskii em diferentes fases de crescimento.

Ja foi comprovado que bactérias regulam a expresséo dos conjuntos de
genes especializados em resposta a densidade populacional pela emisséo de sinais
quimicos através do quorum sensing (Cha et al., 1998). Na cianobactéria
Gloeothece sp. PCC6909 a presenca de N-octanoil homoserina lactona, uma
molécula comum dos sistemas funcionais de acil homoserina lactona presente em
bactérias responsaveis pela comunicacao intercelular, segue o parametro
caracteristico do quorum sensing (Sharif et al., 2008).

O presente estudo mostrou que M. aeruginosa BCCUSP232 tem as MCI
aumentadas em relacao as diferentes fases de crescimento. Considerando que a
real funcéo das cianotoxinas ainda é bastante discutida e, comumente, as
concentracfes de cianotoxinas por quota celular sdo mais elevadas mediante as
maiores densidades populacionais, a existéncia de uma comunicacdo semelhante a
quorum sensing entre cianobactérias, possibilitando a esses metabdlitos uma

caracteristica de moléculas sinalizadoras, pode ser considerada.

5. Conclusbes

A liberacao ativa de microcistinas em M. aeruginosa, controlada por um ritmo
endogeno, foi evidenciada no presente estudo. Este fato indicou uma forma
alternativa e possivelmente predominante de liberacéo de cianotoxinas por
cianobactérias, e ndo apenas por lise celular.

As concentragOes de MCI foram mais elevadas em relagdo ao aumento da

densidade celular em M. aeruginosa. Este fato pode estar relacionado a existéncia
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de uma comunicacgao entre cianobactérias atraves de suas cianotoxinas, o que

explicaria muitas questdes ainda discutidas quanto a real funcdo desses metabalitos.
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Tabela 1. Concentracdes de microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) e microcistinas extracelulares por quota celular

equivalente (MCE) (fg.cel™*) da cepa M. aeruginosa BCCUSP232 nos ciclos 12:12h claro:escuro e claro:claro durante as fases

exponencial e estacionéaria de crescimento. Os dados sédo apresentados como média + erro padrao (n=3).

38

Fase Exponencial

Fase Estacionaria

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro
MCI MCE MCI MCE MCI MCE
02 4,79+0,32 12,43+0,56 4,44+0,79 11,25+1,13 6,65+1,51 15,01+3,74
04 4,56+0,65 11,79+2,45 5,06+0,50 9,33+0,91 8,63+1,24 5,76x1,27
06 4,73+0,46 11,30+0,88 5,43+0,86 9,28+0,74 5,88+0,10 16,60+0,98
08 4,31+1,29 18,63+1,35 3,84+0,66 12,25+0,42 1,96+0,06 16,08+0,76
10 6,15+0,96 11,56+1,76 4,58+0,11 11,60+1,33 29,07+4,46 12,53+2,00




Tabela 1. Continuacao
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480

Fase Exponencial

Fase Estacionaria

Horas Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro
MCI MCE MCI MCE MCI MCE
12 5,14+1,03 14,57+0,91 4,71+0,20 10,85+1,15 17,36+2,26 13,76+1,86
14 5,49+0,65 16,82+3,55 4,27+0,28 10,87+1,40 26,81+3,66 15,70+2,04
16 4,67+0,73 15,20+1,88 4,37+0,32 8,43+0,50 21,93+1,99 12,51+1,17
18 4,52+0,98 15,35+1,67 4,86+0,77 10,30+0,78 7,31+0,06 7,88+0,12
20 4,50+0,54 12,07+0,99 4,18+0,46 7,93+0,80 12,35+0,27 5,17+0,09
22 3,70+0,67 15,64+2,16 4,35+0,30 11,87+2,64 5,51+2,34 5,25+1,49
24 5,43+0,45 10,75+1,46 4,69+0,56 11,24+0,24 12,27+3,95 14,56+3,66
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Tabela 2. Aumentos (A) e reducdes (R(-)) das concentracdes de microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) (fg.cel™) e

microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE) (fg.cel* equivalente) da cepa M. aeruginosa (BCCUSP232) entre

horéarios consecutivos durante ciclos de 12:12h claro:escuro e claro:claro das fases exponencial e estacionaria. Valores percentuais de

aumento e reducao (%).

Fase Exponencial

Fase Estacionaria

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro
Horas
MCI MCE MCI MCE MCI MCE
A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) %
2-4 -0,23 4.80 -0,64 5,15 0,62 12,25 -1,92 17,07 1,98 22,94 -9,25 61,63
4-6 0,17 3,60 -0,49 4,16 0,37 6,81 -0,05 0,54 -2,75 31,87 10,84 65,30

6-8 -0,42 8,88 7,33 39,35 -1,59 29,28 2,97 24,25

-3,92 66,67 -0,52 3,15




Tabela 2. Continuagéo.
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Fase Exponencial

Fase Estacionaria

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro
Horas
MCI MCE MCI MCE MCI MCE
A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) %
8-10 1,84 32,85 -7,07 37,95 0,74 16,16 -0,65 5,31 27,11 42 58 -3,55 22,08
10-12 -1,01 16,42 3,01 20,26 0,13 2,76 -0,75 6,47 -11,71 40,28 1,23 8,94

12-14 0,35 6,38 2,25 13,38 -0,44 9,34 0,02 0,19

14-16 -0,82 14,94 -1,62 9,04 0,10 2,29 -2,44 22,45

16-18 -0,15 3,21 0,15 0,98 0,49 10,08 1,87 18,16

18-20 -0,02 0,44 -3,28 21,37 -0,68 13,99 -2,37 23,01

9,45 35,25 1,94 12,36

-4,88 18,20 -3,19 20,32

-14,62 66,67 -4,63 37,01

5,04 40,81 -2,71 34,39




Tabela 2. Continuagéo.
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Fase Estacionaria

Fase Exponencial

Claro: Escuro Claro: Claro Claro: Escuro
Horas
MCI MCE MCI MCE MCI MCE
A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) % A/R(-) %
3,94 33,19 -6,84 55,39 0,08 1,52

20-22 -0,80 17,78 3,57 22,83 0,17 3,91

22-24 1,73 31,86 -4,89 31,27 0,34 7,25 -0,63 5,31

24-2 -0,64 11,79 1,68 13,52 -0,25 5,33 0,01 0,09

6,76 55,09 9,31 63,94

-5,62 45,80 0,45 3,00
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Fig.1l. Curva de crescimento de M. aeruginosa BCCUSP232. As barras representam

o desvio padréo (n=3).
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Fig. 2. Variacdo das concentracdes de microcistinas da cepa M. aeruginosa BCCUSP232 em ciclos 12:12h claro:escuro e claro:claro

durante a fase exponencial de crescimento. A. Microcistinas intracelulares por quota celular (MCI) (fg.cel™).do ciclo claro:escuro B.

Microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE) (fg.cel™ equivalente) ciclo claro:escuro. C. Microcistinas intracelulares

por quota celular (MCI) (fg.cel™) do ciclo claro:claro. D. Microcistinas extracelulares por quota celular equivalente (MCE) (fg.cel™

equivalente) ciclo claro:claro. As barras representam o erro padréo (n=3).
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Fig. 3. Variacéo das concentracdes de MC total (MCIl e MCE) (fg.cel™) da cepa M.

aeruginosa BCCUSP232 nos ciclos 12:12hs claro:escuro e claro:claro durante a fase

exponencial de crescimento. As barras representam o erro padréo (n=3).
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Fig. 4. Variacao das concentracdes de microcistinas intracelulares por quota celular
(MCI) (fg.cel™) e densidade celular (cel.mI™) da cepa M. aeruginosa BCCUSP232
entre as fases exponencial e estacionaria de crescimento no ciclo 12:12h
claro:escuro. O Densidade celular na fase exponencial; ® Densidade celular na fase
estacionaria; -O- MCI na fase exponencial, # MCI na fase estacionaria. As barras

representam o erro padréo (n=3).
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Fig. 5. Variacao das concentracdes de microcistinas extracelulares por quota celular

equivalente (MCE) (fg.cel™* equivalente) e densidade celular (cel.mL™) da cepa M.

aeruginosa BCCUSP232 entre as fases exponencial e estacionaria nos ciclos 12:12h

claro:escuro. O Densidade celular ba fase exponencial; ® Densidade celular na fase

estacionaria; -O- MCE na fase exponencial; - MCE na fase estacionaria. As barras

representam o erro padréo (n=3).
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with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page of
the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance or
proof reading the article, etc.).

Nomenclature and Units

1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing biological
nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical Nomenclature, the International
Code of Nomenclature of Bacteria, and the International Code of Zoological Nomenclature.
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when the English term is used, with the exception of common domestic animals.

3. The first mention of the scientific names of the species used in the work - in title or text - should

be accompanied by the taxonomic authority unless they can all be referred to a general work in which
the authorities are given. Scientific names of species referred to in other studies need no authority.
Generic names should only be abbreviated when immediately preceded in the text by the mention

of the same species or another of the same genus.

4. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names when first
used in text. Active ingredients of all formulations should be likewise identified.

5. For chemical nomenclature, the conventions of the International Union of Pure and Applied
Chemistry and the official recommendations of the IUPAC-IUB Combined Commission on Biochemical
Nomenclature should be followed.

Database linking and Accession numbers

Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in their respective
research communities. If your article contains relevant unique identifiers or accession numbers
(bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, diseases, etc.) or structures
deposited in public databases, then please indicate those entities according to the standard explained
bellow:

Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) together with the
actual database number, bearing in mind that an error in a letter or number can result in a dead link

in the online version of the article.

Please use the following format: Database ID: xxxx

Links can be provided in your online article to the following databases (examples of citations are

given in parentheses):

» GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical Information (NCBI)
(GenBank ID: BA123456)

» PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP)

+ CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: Al631510)

* TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020)
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* NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573)

* OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240)

* MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710)

* MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (Ml ID: 0218)

* UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9HOHS5)

Artwork

Electronic artwork

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

» Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

» Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website;
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is'.

Please do not:

* Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and
with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web
(e.g.,ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in
color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for
color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical
complications which can arise by converting color figures to ‘gray scale' (for the printed version should
you not opt for color in print) please submit in addition usable

black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large tables
should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more
tables.

3.Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

4. Each table should be typewritten on a separate page of the manuscript. Tables should never be
included in the text.

5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of
measurements should be added between parentheses.
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7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the
columns instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at the
bottom of the table.

9. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each individual table and
not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.

References

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the text of the
manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the spelling of author's names
and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed - if necessary
- by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1993) has shown that. . ."
"This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1993, pp. 12-16)".

3. When reference is made to a work by two authors, both names should be given using "and". If
reference is made in the text to a publication written by more than two authors, the name of the first
author should be used followed by "et al.". This indication, however, should never be used in the list
of references. In this list names of first author and co-authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of references
should be arranged alphabetically on author's names, and chronologically per author. If an author's
name in the list is also mentioned with co-authors the following order should be used: publications

of the single author, arranged according to publication dates - publications of the same author with
one co-author - publications of the author with more than one co-author. Publications by the same
author(s) in the same year should be listed as 1993a, 1993b, etc. For Volume (Vol.) Bulletin (Bull.),
and No., Arabic numerals should be used (not underlined); the full number of pages should be given
in the form of pp. 123-128.

5. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Jones, H.D., Richards, O.G., Southern, T.A., 1992. Gill dimensions, water pumping and body size in
the mussel Mytilus edulis I. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 155(2), 213-237. b. For books

Clark, R.B., 1992. Marine pollution, 3rd ed. Clarendon Press, Oxford.

c. For multi-author books

Hawkins, A.J.S., Baynes, B.L., 1992. Physiological processes, and the regulation of production. In:
Gosling, E. (Ed.), The mussel Mytilus: ecology, physiology, genetics and culture. Elsevier Publishers
B.V., Amsterdam, pp. 171-222.

6. The name of the journal should be abbreviated according to the International List of Periodical Title
Word Abbreviations, published by the International Serials Data Systems; Paris, France.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be retained.
However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated, and a notation such
as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be added.

8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

9. References concerning unpublished data and "personal communications” should not be cited in the
reference list but may be mentioned in the text.



