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RESUMO 
 
 

ALVARENGA, D. O. Análise polifásica de cianobactérias da filosfera da Avicennia 
schaueriana. 2011. 105 f. Dissertação (Mestrado) – Centro de Energia Nuclear na 
Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2011. 
  
A superfície das folhas de árvores (filosfera) oferece uma grande área de habitat para os 
micro-organismos, mas constitui um ambiente extremo. O desenvolvimento de comunidades 
microbianas é dependente de fonte de carbono e de certos nutrientes essenciais inorgânicos 
comumente liberados pela planta para a sua superfície. No entanto, um grupo especial de 
bactérias, Cyanobacteria, é menos dependente da planta para sua nutrição, pois vários destes 
organismos são autotróficos para carbono e nitrogênio. Portanto, Cyanobacteria é 
particularmente interessante para se avaliar neste ambiente. Neste estudo, linhagens de 
cianobactérias presentes na superfície das folhas secretoras de sal da planta de manguezal 
Avicennia schaueriana foram isoladas e caracterizadas morfológica, molecular e 
ultraestruturalmente. O potencial desses isolados para sintetizar moléculas bioativas também 
foi avaliado. Para isso, folhas de A. schaueriana foram coletadas em um manguezal com 
histórico de contaminação por petróleo, localizado próximo ao Rio Iriri, em Bertioga-SP. O 
isolamento das cianobactérias foi realizado usando quatro meios de cultura (BG-11,  
SWBG-11, BG-11o e SWBG-11o) e dois métodos: a) esfregaço das folhas nos meios sólidos 
em placas de Petri; e b) submersão das folhas em frascos Erlenmeyer contendo meios 
líquidos. Após a obtenção de culturas puras, os isolados foram crescidos em meios líquidos, 
as células foram concentradas e usadas para extração de DNA genômico. O gene de RNAr 
16S de cada isolado foi amplificado por PCR usando iniciadores específicos (27F/1494Rc), 
clonado e sequenciado. As sequências de RNAr 16S foram usadas na construção de árvore 
filogenética. O potencial dos isolados para sintetizar moléculas bioativas foi acessado pela 
amplificação de PCR usando iniciadores específicos para sequências gênicas codificadoras de 
peptídeo sintetase (NRPS), policetídeo sintase (PKS), cianopeptolina, aeruginosina, 
saxitoxina, anatoxina-a/homoanatoxina-a and microcistina. Como resultado, trinta morfotipos 
foram isolados em meio líquido e quatro em meio sólido. Esses morfotipos foram 
identificados como pertencentes a quatro ordens diferentes (12 Nostocales, 9 
Pseudanabaenales, 8 Chroococcales e 5 Oscillatoriales). Dentre os isolados, alta abundância 
de linhagens potencialmente fixadoras de N2 foi encontrada, indicando que elas possivelmente 
são uma importante fonte de nitrogênio neste habitat. As sequências do gene de RNAr 16S de 
vinte e quatro isolados ficaram distribuídas em onze clados distintos na árvore filogenética e 
mostraram baixas similaridades com gêneros já descritos. Na análise da ultraestrutura destas 
linhagens, destacou-se a presença de grânulos de elevado volume em uma cianobactéria 
unicelular e de um arranjo de tilacoides incomum em uma cianobactéria filamentosa 
homocitada com morfologia aparentemente simples. Sequências gênicas codificadoras de 
PKS foram detectadas em dezessete linhagens, de aeruginosina em sete linhagens e de 
cianopeptolina em dez linhagens. Entretanto, sequências gênicas codificadoras de NRPS e das 
cianotoxinas microcistina, saxitoxina e anatoxina-a/homoanatoxina-a não foram detectadas. A 
superfície das folhas de A. schaueriana apresenta elevado número de cianobactérias não 
descritas, provavelmente um resultado das condições peculiares tanto da filosfera quanto do 
manguezal estudado. Este é o primeiro relato de isolamento de cianobactérias da superfície de 
folhas de A. schaueriana. 
 
Palavras-chave: Sistemática. Filogenia. Ultraestrutura. RNAr 16S. Manguezal. 



ABSTRACT 
 
 

ALVARENGA, D. O. Polyphasic analysis of cyanobacteria from the phyllosphere of 
Avicennia schaueriana. 2011. 105 f. Dissertação (Mestrado) – Centro de Energia Nuclear na 
Agricultura, Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2011. 
 
The tree leaf surface (phyllosphere) offer a large habitat area for microorganisms but 
constitute an extreme environment. The development of microbial communities is dependent 
of carbon source and certain essential inorganic nutrients commonly released from the plant 
to its surface. However, a special group of bacteria, Cyanobacteria, is less dependent of the 
plant for their nutrition since several of these organisms are autotrophic for carbon and 
nitrogen. Therefore, cyanobacteria are particularly interesting to be evaluated in this 
environment. In this study, cyanobacterial strains present in the salt-excreting leaf surface of 
the mangrove Avicennia schaueriana were isolated and morphologically, molecularly and 
ultrastructurally characterized. The potential of these isolates to synthesize bioactive 
molecules was also evaluated. To this purpose, A. schaueriana leaves were collected in a 
mangrove with history of oil contamination located near to the Iriri river in Bertioga-SP. The 
isolation of cyanobacteria was achieved using four culture media (BG-11, SWBG-11, BG-11o 
and SWBG-11o) and two methods: a) smearing of leaves into solid media in Petri dishes; and 
b) submersion of leaves in Erlenmeyer flasks containing liquid media. After obtaining pure 
cultures, the isolates were grown into liquid media, and the cells were concentrated and used 
for genomic DNA extraction. The gene of 16S rRNA of each isolate was amplified by PCR 
using specific primers (27F/1494Rc), cloned and sequenced. The 16S rRNA sequences were 
used for the construction of a phylogenetic tree. The potential of the isolates to synthesize 
bioactive molecules was assessed by PCR amplification using primers specific for gene 
sequences encoding non-ribosomal peptide synthetase (NRPS), polyketide synthase (PKS), 
cyanopeptolin, aeruginosin, saxitoxin, anatoxin-a/homoanatoxin-a and microcystin. As 
results, thirty morphotypes were isolated in liquid media and four in solid media. These 
morphotypes were identified as belonging to four different orders (12 Nostocales, 9 
Pseudanabaenales, 8 Chroococcales and 5 Oscillatoriales). Among the isolates, it was found a 
high abundance of potentially N2-fixing strains, what indicates that they possibly are an 
important source of nitrogen in this habitat. The 16S rRNA gene sequences of twenty-four 
isolates were distributed into eleven distinct clades in the phylogenetic tree and showed low 
similarities with described genera. In the ultrastructural analyses of these strains, it was 
highlighted the presence of granules of high volume in a unicellular cyanobacterium and an 
unusual thylakoid arrangement in a homocytous filamentous cyanobacterium with apparently 
simple morphology. Gene sequences encoding for PKS were detected in seventeen strains, for 
aeruginosine in seven strains and cyanopeptolin in ten strains. Gene sequences encoding for 
NRPS and for the cyanotoxins microcystin, saxitoxin, and anatoxin-a/homoanatoxin-a were 
not found. The leaf surface of A. schaueriana presents a high number of undescribed 
cyanobacteria, probably as a result of the peculiar conditions of the phyllosphere and the 
studied mangrove. This is the first report cyanobacterial isolation from the leaf surface of  
A. schaueriana. 
 
Keywords: Systematics. Phylogeny. Ultrastructure. 16S rRNA. Mangrove. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Cianobactérias são micro-organismos que desempenham um papel ecológico 

fundamental na natureza. Esse grupo de bactérias é o único capaz de realizar fotossíntese 

oxigênica e seu surgimento contribuiu para modificações profundas na biota, na atmosfera e 

no clima do planeta. Elas são encontradas em praticamente todos os ambientes terrestres 

atuando como produtoras primárias e fixadoras de nitrogênio atmosférico, apresentando 

importância ecológica em habitats oligotróficos ou que possuam condições ambientais 

extremas. Novos métodos para o estudo da ecologia e da evolução microbianas têm levado a 

um interesse crescente pela diversidade e funções ecológicas cianobacterianas de ambientes 

extremos. O ambiente estressante da superfície foliar de plantas de manguezal representa um 

nicho pouco explorado onde pode ocorrer colonização de cianobactérias, as quais 

possivelmente contribuiriam para a entrada de nutrientes nesse ecossistema. 

 Os manguezais atuam como ecossistemas de transição entre terra e mar e, como 

consequência, apresentam flutuações constantes em várias condições ambientais, tais como 

temperatura, luminosidade, salinidade, umidade, entre outras, que podem alcançar níveis 

extremos. Ecossistemas de mangue são caracterizados por uma vegetação típica que apresenta 

diversas adaptações morfológicas e fisiológicas como raízes aéreas, viviparidade, dispersão de 

propágulos ou capacidade de filtração e eliminação de sal marinho. Apesar da baixa 

diversidade vegetal neste ambiente, há uma elevada diversidade microbiana e animal. As 

interações entre árvores, solo e bactérias são essenciais para a ciclagem de nutrientes nos 

manguezais e, por conseguinte, para a manutenção da vida neste ecossistema. 

 As árvores pertencentes ao gênero Avicennia estão entre os mangues de maior 

tolerância à salinidade. Entre os mecanismos de adaptação ao manguezal observados nestas 

árvores encontram-se glândulas presentes na face abaxial de suas folhas, que secretam na 

superfície foliar o sal filtrado da água marinha. A alta salinidade resultante desse processo 

agrava a complexidade das dificuldades naturais enfrentadas pela microbiota da filosfera. A 

alta concentração de sal se soma à ausência de umidade, à baixa disponibilidade de nutrientes 

e à inconstância de luminosidade e temperatura normalmente encontradas no filoplano e torna 

este habitat ainda mais hostil para micro-organismos. 

 O cultivo de cianobactérias da superfície foliar de Avicennia é inédito e contribui para 

o avanço na sistemática desses organismos, além de propiciar isolados para pesquisas futuras 

em bioprospecção. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Biologia e história evolutiva do filo Cyanobacteria 

 

 Dentro do domínio Bacteria, podem ser encontrados cinco filos contendo grupos de 

organismos capazes de realizar fotossíntese: Chlorobi, Chloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes 

e Proteobacteria, dos quais dois (Chlorobi e Cyanobacteria) são compostos exclusivamente 

por organismos fotossintéticos (GUPTA, 2010). O filo Cyanobacteria se destaca dentre as 

bactérias fotossintetizantes por sua diversidade, sua distribuição, sua complexidade 

morfológica e fisiológica, sua função ecológica e seu papel na história do desenvolvimento da 

vida no planeta. 

 A principal característica utilizada para a distinção das cianobactérias dos demais 

grupos bacterianos é o seu mecanismo de fotossíntese, que se diferencia claramente do 

mecanismo presente no restante das bactérias fotossintetizantes devido à presença de 

diferentes pigmentos e de dois centros de reação, dos quais um complexo enzimático 

chamado de fotossistema II possui a capacidade de utilizar a molécula de água como doadora 

de elétrons para a redução do dióxido de carbono, gerando oxigênio como produto final da 

fotossíntese (BARBER, 2008; STANIER; COHEN-BAZIRE, 1977). Dessa forma, os 

organismos deste filo podem ser caracterizados como bactérias fotoautotróficas oxigênicas, 

ou oxifotobactérias (CASTENHOLZ, 2001). 

 Análises genômicas e filogenéticas apontam para uma distribuição parafilética da 

fotossíntese nos diferentes grupos bacterianos, indicando que os genes envolvidos no processo 

podem ter tido uma origem comum e se espalhado por táxons distantes por transferência 

lateral (RAYMOND et al., 2002). Os dois diferentes centros de reação encontrados nas 

bactérias (Fe-S, ou RC-1, e feofitina-quinona, ou RC-2) teriam evoluído antes do surgimento 

das cianobactérias e seus genes teriam se reunido de alguma forma no genoma do ancestral 

destas. Há duas hipóteses para explicar a reunião de genes neste ancestral: duplicação dos 

genes de um centro de reação e posterior divergência evolutiva, o que caracterizaria uma 

origem paráloga, ou transferência lateral dos genes de ambos os centros de reação, uma 

origem xenóloga (GUPTA, 2003). 

 A captação da energia solar pelo aparato fotossintético cianobacteriano é realizada 

principalmente por pigmentos como a clorofila a, a ficocianina e a ficoeritrina. São também 

encontrados carotenoides com a dupla função de servir como pigmentos acessórios à 

fotossíntese e de proteger as células contra o dano foto-oxidativo (HIRSCHBERG; 
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CHAMOVITZ, 1994). A variada concentração destes pigmentos nas células de diferentes 

espécies de cianobactérias produz uma diversidade de cores bastante ampla, variando entre 

verde, azulado, marrom, vermelho e amarelo. Também estão classificados neste filo 

organismos que possuem clorofila b (como os gêneros Prochloron e Prochlorococcus) ou 

clorofila d (como Acaryochloris marina) em adição à clorofila a, e isso lhes permite utilizar 

luz de diferentes comprimentos de onda e ocupar nichos distintos dos outros membros do 

grupo (KÜHL et al., 2005; TING et al., 2002). 

 Com a mediação de fotorreceptores, a composição de pigmentos de algumas 

cianobactérias pode ser alterada de acordo com as condições ambientais para proporcionar ao 

organismo maiores chances de sucesso adaptativo. Este processo, conhecido como adaptação 

cromática, é realizado por um sistema sensorial regulado por fitocromos que controla a 

produção de ficobiliproteínas e pode ter se originado no ambiente aquático como uma 

consequência da luz de diferentes comprimentos de onda resultante da estratificação na 

coluna d'água (KEHOE, 2010). 

 Além de fixarem carbono inorgânico por meio da fotossíntese, algumas cianobactérias 

possuem a capacidade de fixar nitrogênio atmosférico (FIORE; HONDA, 2008), sendo que 

cianobactérias epifíticas são os organismos com o maior percentual de contribuição à fixação 

de nitrogênio para algumas plantas de solos alagados (ARIOSA et al., 2004). Acredita-se que 

o sistema de fixação biológica de nitrogênio possua origem no aparato fotossintético 

bacteriano, tendo surgido por um processo complexo que envolveu duplicação, recrutamento, 

fusão e, posteriormente, transferência lateral de genes, evidenciada pela distribuição 

parafilética dos genes envolvidos neste processo nos domínios Archaea e Bacteria 

(RAYMOND et al., 2004). Apesar de ser um dos processos metabólicos de maior custo 

energético na natureza, em que 16 moléculas de ATP são gastas para cada N2 fixado 

(SIMPSON; BURRIS, 1984), a fixação biológica de nitrogênio constitui uma grande 

vantagem adaptativa por conferir maior autonomia às células e permitir a colonização de 

ambientes deficientes em nitrogênio. Acredita-se que a sensibilidade ao nitrogênio 

apresentada pela nitrogenase esteja relacionada à provável origem desta enzima em um 

período anterior à oxigenação da atmosfera terrestre, e que os mecanismos de separação 

espacial ou temporal utilizados pelas cianobactérias para segregar a fotossíntese e a fixação de 

nitrogênio tenham coevoluído com o estado de oxidação dos oceanos e da atmosfera 

(BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003). 

 Algumas cianobactérias são também eficientes produtoras de vitamina B12 e possuem 

papel fundamental na biogeoquímica desta substância, em especial nos oceanos, onde podem 
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contribuir com uma concentração de cianocobalamina 50 vezes maior que a de bactérias 

heterotróficas (BONNET et al., 2010). 

 Portanto, algumas cianobactérias necessitam apenas de água, luz e alguns 

micronutrientes para sua sobrevivência, e desse modo podem sustentar o estabelecimento de 

organismos heterotróficos em locais com depleção de nutrientes. Biofilmes dominados por 

cianobactérias possuem alta qualidade nutricional e podem sustentar grande biomassa de 

consumidores primários (NAGARKAR et al., 2004; YAMAMURO, 1999).  

 Apesar da fotoautotrofia ser o principal modo de obtenção de energia, em 

determinadas condições podem ser encontradas em algumas cianobactérias outras formas de 

metabolismo como a foto-heterotrofia, a quimio-heterotrofia, a redução de sulfeto e a 

fermentação com produção de CO2, H2, acetato, lactato ou etanol (COHEN et al., 1986; 

RIPPKA, 1972; STAL; MOEZALAAR, 1997), o que dá a estes organismos grande 

flexibilidade metabólica e possibilita a colonização de ambientes com diferentes intensidades 

de luz e concentrações de oxigênio. Em alguns ambientes, a mixotrofia, ou a combinação de 

diferentes estratégias metabólicas, pode ser também observada (EILER, 2006). Um grupo de 

cianobactérias picoplanctônicas ainda não cultivadas que não apresentam ficobiliproteínas e 

fotossistema II possivelmente possuem um modo de vida ainda desconhecido que pode ser 

completamente novo para a biologia (BOTHE; TRIPP; ZEHR, 2010). 

 O grupo das cianobactérias provavelmente se ramificou após as bactérias verdes não 

sulfurosas e antes das bactérias verdes sulfurosas (GUPTA, 2003). Em sua origem, há pelo 

menos 2,4 bilhões de anos atrás, foi inicialmente representado por organismos unicelulares de 

pequeno diâmetro celular, habitantes de água doce (BLANK; SÁNCHEZ-BARACALDO, 

2010), adquirindo complexidade morfológica e fisiológica à medida que se espalhavam pelos 

mais diversos ambientes da Terra. 

 A evolução da fotossíntese oxigênica resultou na elevação da concentração de 

oxigênio na atmosfera terrestre e provocou a transição de um ambiente de temperatura 

elevada, dominado por metano, para uma era glacial em um período de tempo bastante curto 

em termos evolutivos, 1 milhão de anos, marcando o início da era paleoproterozoica (KOPP 

et al., 2005). A mudança de uma atmosfera anaeróbia para uma aeróbia, período em que 

ocorreu a transformação mais radical dos ciclos biogeoquímicos terrestres desde o próprio 

surgimento da vida, também promoveu a formação da camada de ozônio, a qual permitiu, 

devido à sua capacidade de proteger a superfície terrestre contra a radiação ultravioleta, que 

os organismos pudessem explorar novos habitats, em especial o ambiente terrestre (BARBER, 

2008). Esta transição para uma atmosfera com predomínio de oxigênio foi essencial para o 



 15 

surgimento do domínio Eukarya (DI GIULIO, 2007). Além disso, ao possibilitar uma forma 

mais eficiente de respiração, a respiração aeróbica, capaz de gerar 20 vezes mais energia 

celular que a respiração anaeróbica, a nova atmosfera propiciou a evolução dos organismos 

multicelulares (BARBER, 2008). 

 Cianobactérias também influenciaram a evolução das eucárias por meio da simbiose. 

Várias cianobactérias simbiontes de plantas, algas e fungos provocam diversas mudanças na 

morfologia do organismo hospedeiro por simbiogênese (BENSON; MARGULIS, 2002; 

CHAPMAN; MARGULIS, 1998). A mais notável das alterações estruturais das eucárias 

resultantes deste processo é representada pelos cloroplastos das algas e das plantas, que se 

originaram pela endossimbiose entre um eucarioto primitivo e uma cianobactéria 

provavelmente relacionada à subclasse Oscillatoriophycidae (GUPTA, 2009; MARGULIS, 

1970). Endossimbioses como esta continuam a ocorrer (NAKAYAMA; ISHIDA, 2009). 

 O filo Cyanobacteria é conhecido pela produção de cianotoxinas, de maneira que 

florações desses micro-organismos produzem peptídeos cíclicos, alcaloides e 

lipopolissacarídeos, provenientes da ação de enzimas como peptídeo sintetase (NRPS, do 

inglês “non-ribosomal peptide synthetase”) e policetídeo sintase (PKS, do inglês “polyketide 

synthase”) (BÖRNER; DITTMAN, 2005; DITTMAN; NEILAN; BÖRNER, 2001). Essas 

substâncias podem apresentar ações hepatotóxicas, neurotóxicas ou citotóxicas sobre animais 

ou ter atividade contra alguns organismos do zooplâncton e fitoplâncton ou até mesmo contra 

outras cianobactérias (KAEBERNICK; NEILAN, 2001). Algumas hipóteses foram levantadas 

para o papel ecológico das cianotoxinas, como a alelopatia (LEÃO; VASCONCELOS; 

VASCONCELOS, 2009; PFLUGMACHER, 2002) e a proteção contra a predação 

(THACKER; MCLEOD; MCLEOD, 2005), mas as funções ecológicas e evolutivas destas 

substâncias ainda não são claras. Cianotoxinas podem ser utilizadas também como uma forma 

de conseguir fosfato inorgânico por meio da indução da liberação de fosfatases alcalinas por 

membros do fitoplâncton (RAVEN, 2010). 

 A produção de metabólitos secundários bioativos por cianobactérias é também 

bastante conhecida. Algumas das substâncias conhecidas têm efeito anti-inflamatório, anti-

infeccionante ou ação neurológica, e outras podem combater células cancerígenas. O 

potencial de geração de produtos naturais a partir destes micro-organismos é superado, até o 

momento, apenas pelo potencial de mixobactérias e de actinobactérias do gênero 

Streptomyces (NUNNERY; MEVERS; GERWICK, 2010). 

 Cianobactérias podem ainda proteger seu habitat contra a poluição e atuar na 

biorremediação de ambientes contaminados. Elas são úteis na biossorção de metais pesados e 
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na biodegradação de derivados de petróleo, de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e de 

outros xenobióticos (JUHASZ; NAIDU, 2000; RAGHUKUMAR et al., 2001). 

 A alta diversidade dentro desse grupo se manifesta em nível molecular. O material 

genético das cianobactérias é composto, assim como outras bactérias, por uma ou mais 

moléculas de plasmídeo, presentes em praticamente todas as cianobactérias, e por DNA 

cromossomal, cujo tamanho pode variar entre 1,6 x 109 a 8,6 x 109 Da e que pode possuir 

várias cópias idênticas dentro de uma mesma célula, o que pode favorecer a recombinação 

genética por possíveis interações (COHEN; GUREVITZ, 2006). Alta diversidade genética é 

evidenciada pela ampla distribuição e hipervariabilidade de elementos transponíveis nos 

genomas de cianobactérias, os quais chegam a constituir até 10,95 % do genoma total de 

algumas linhagens, com alto percentual destes elementos podendo ser detectado em genomas 

de cianobactérias que habitam ambientes extremos (LIN et al., 2010), sendo que a capacidade 

de adaptação de um organismo a um ambiente extremo pode ser aumentada pela presença 

destes elementos (KIDWELL; LISCH, 2001). 

 A autonomia nutricional, a plasticidade fisiológica e a tolerância a condições 

desfavoráveis possibilitaram que este grupo atingisse a ampla distribuição encontrada hoje. 

Atualmente, cianobactérias podem ser encontradas tanto em ambientes comuns como solos, 

água doce, água marinha e superfície de plantas e rochas quanto em ambientes considerados 

extremos tais como fissuras de rochas do Ártico, geleiras, desertos, solos acidificados, fontes 

termais, pântanos e manguezais (WHITTON; POTTS, 2000). Sua distribuição mundial é 

superada apenas pela dos demais grupos de bactérias (ADAMS, 2000). 

 Essa longa e rica história evolutiva resultou em alta diversidade morfológica entre os 

membros do grupo, capaz de atingir grande complexidade em alguns táxons. São encontradas 

desde cianobactérias unicelulares simples até cianobactérias multicelulares com diferenciação 

celular, especialização funcional e capacidade de produzir ramificações verdadeiras 

multisseriadas (WATERBURY, 2006). Essa variação de forma constituiu durante bastante 

tempo o eixo central da taxonomia do filo. 

 

2.2 Sistemática cianobacteriana 

 

 O estudo da diversidade de cianobactérias passou por profundas alterações desde Carl 

von Linné, o primeiro a estudar as formas morfologicamente menos complexas do grupo, que 

incluiu estes micro-organismos entre os grupos descritos em seu trabalho “Species 

Plantarum”, de 1753 (WHITTON; POTTS, 2000).  A taxonomia das cianobactérias tem um 
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grande histórico de conflito. Inicialmente, devido à semelhança fisiológica entre os 

organismos deste filo e as eucárias fotossintetizantes hoje classificados no supergrupo 

Archaeplastida (ADL et al., 2005), as cianobactérias foram erroneamente classificadas como 

“algas verde-azuladas”. Logo, seu estudo foi inicialmente contemplado pela botânica, sendo 

somente mais tarde abraçado pela microbiologia (STANIER; COHEN-BAZIRE, 1977). 

Atualmente, apesar da confirmação de sua natureza bacteriológica já completar décadas, não 

somente o Código Internacional de Nomenclatura Bacteriana mas também o Código 

Internacional de Nomenclatura Botânica são utilizados independentemente pela comunidade 

científica na descrição de espécies cianobacterianas, o que gera confusão (OREN, 2004a). 

Durante a primeira metade do século XX, as “algas verde-azuladas” foram classificadas em 

quatro classes botânicas distintas: Schizophyceae, Phycochromaceae, Myxophyceae e 

Cyanophyceae (FRITSCH, 1945), apesar das relações entre este táxon e as bactérias já terem 

sido supostas há pelo menos 70 anos por Cohn (1875), e desta discussão ainda permanecer em 

andamento naquele momento (PRINGSHEIM, 1949). A comprovação definitiva desta relação 

veio na década de 1960, com a elucidação das diferenças celulares entre as células bacterianas 

e eucariontes. Por consequência, em 1974, na oitava edição do Bergey's Manual of 

Determinative Bacteriology já podia ser encontrada a palavra “Cyanobacteria” (SAPP, 2005). 

Entretanto, descrições de novos táxons cianobacterianos por critérios microbiológicos 

continuam escassas até os dias atuais (OREN, 2011). 

 As limitações metodológicas e a alta diversidade morfológica das cianobactérias 

levaram tanto os sistemas botânicos (ANAGNOSTIDIS; KOMÁREK, 1985; BOURRELY, 

1970; GEITLER, 1932; KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 1999; KOMÁREK; 

ANAGNOSTIDIS, 2005) quanto os sistemas microbiológicos (CASTENHOLZ, 2001; 

RIPPKA et al., 1979) de classificação a apresentarem uma ênfase muito grande em caracteres 

morfológicos, confiando a eles o papel de critério principal para a determinação de táxons. 

 Todavia, apesar da morfologia ter sido eleita naquele momento pela maior parte da 

comunidade científica como guia para a classificação clássica destes organismos, diferenças 

ou semelhanças entre morfotipos não necessariamente refletem o parentesco evolutivo – 

estruturas semelhantes podem ter origens diferentes, e estruturas distintas podem ter derivado 

de uma estrutura presente em um ancestral comum. Isso foi confirmado por diversos trabalhos 

que apontam que muitas hipóteses taxonômicas baseadas em caracteres morfológicos 

utilizados tradicionalmente não apresentam coerência com as conclusões obtidas por outras 

análises (GUGGER; HOFFMANN, 2004; LITVAITIS, 2002). Desse modo, apesar de ter sido 

importante para o desenvolvimento inicial dos estudos deste grupo, a ênfase sobre a 



 18 

morfologia constituía uma grande barreira para a reconstrução da verdadeira história evolutiva 

do filo, precisando, portanto, ser revista (SWINGLEY et al., 2008). A taxonomia polifásica, 

considerada hoje uma ferramenta de classificação mais robusta, permite testar estas hipóteses 

e pode indicar quais destes caracteres morfológicos são confiáveis para o estabelecimento de 

táxons e de critérios de identificação (HOFFMANN; KOMÁREK; KAŠTOVSKÝ, 2005). 

Atualmente, recomenda-se a caracterização fenotípica em conjunto com a caracterização 

genotípica para a descrição de novas bactérias (TINDALL et al., 2010). 

 Nas últimas décadas, novas técnicas foram introduzidas à classificação taxonômica 

das cianobactérias, questionando a tradicional ênfase no estudo de suas características 

morfológicas e levando a uma ampla revisão de seus critérios. Dentre as técnicas responsáveis 

por essas mudanças, destacam-se a biologia molecular e a microscopia eletrônica 

(HOFFMANN; KOMÁREK; KAŠTOVSKÝ, 2005). Estas novas ferramentas têm sido úteis 

para elucidar diversas questões relativas à história natural das cianobactérias. Atualmente, a 

taxonomia deste grupo é baseada na abordagem polifásica, que busca combinar informações 

filogenéticas com dados morfológicos, ecológicos, ecofisiológicos e ultraestruturais 

(KOMÁREK, 2005; VAN DAMME, 1996) (Figura 1). 

 Os métodos de classificação baseados na comparação das sequências do gene da 

subunidade menor do ribossomo (RNAr 16S) foram introduzidos por Fox, Pechman e Woese 

em 1977. Desde o surgimento desta técnica, o sequenciamento do gene de RNAr 16S tem 

sido o critério mais utilizado para o estabelecimento de táxons bacterianos e para o 

desenvolvimento de estudos sobre a evolução bacteriana (STACKEBRANDT; GOEBEL, 

1994; WOESE, 1987). Árvores filogenéticas baseadas no gene de RNAr 16S são muitas vezes 

congruentes com filogenias obtidas a partir de genomas completos para categorias 

taxonômicas ao nível de gênero e acima (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2007), o que indica 

sua confiabilidade. 

 Dessa forma, o sequenciamento do gene de RNAr 16S é atualmente considerado o 

método molecular padrão para a determinação de gêneros de cianobactérias. Atualmente, para 

que duas linhagens sejam classificadas dentro de um mesmo gênero deve haver um percentual 

de similaridade igual ou maior que 95 % entre suas sequências; um percentual abaixo deste 

limite em conjunto com um caractere citomorfológico diacrítico constitui um marcador para a 

separação de gêneros (KOMÁREK, 2010). Também estão inclusas na definição de gênero as 

características ecológicas, ecofisiológicas, ultraestruturais e bioquímicas dos organismos. 

Essa estratégia de complementariedade entre técnicas e critérios se mostrou bastante valiosa 

para a tarefa de levantar a história evolutiva dos numerosos táxons cianobacterianos. 



 19 

 

 

Figura 1 – Classificação das cianobactérias, baseado em taxonomia polifásica (adaptado de 
KOMÁREK, 2005). 
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 Novos métodos para a inferência das relações evolutivas entre os diferentes grupos 

taxonômicos continuam a ser introduzidos. O relativamente novo campo da genômica 

comparativa se destaca entre estes métodos e pode levar a uma nova revolução dentro da 

sistemática microbiana. Dentre as ferramentas moleculares genômicas atualmente disponíveis 

para a classificação das cianobactérias, a verificação da presença de sequências de proteínas 

encontradas apenas em determinados táxons e a análise de inserções ou deleções conservadas 

em sequências de proteínas estruturais se mostram promissoras para o esclarecimento de 

graus de ancestralidade não passíveis de serem inferidos por análises filogenéticas comuns. A 

filogenômica em conjunto com estas análises de sinapomorfia e de proteínas exclusivas vem 

confirmando grande parte das observações feitas por Hoffmann, Komárek e Kaštovský (2005) 

aos níveis de subclasse e ordem e tem dado maior robustez à classificação cianobacteriana 

moderna (GUPTA, 2009; GUPTA; MATHEWS, 2010). 

 A diversidade cianobacteriana é um reflexo da variedade e da complexidade dos 

habitats ocupados por estes micro-organismos. Análises da diversidade de bactérias em 

ambientes naturais por técnicas independentes de cultivo frequentemente apontam alto 

número de representantes de táxons ainda não cultivados e de baixa similaridade com clones 

obtidos de outros ambientes. Os recursos disponibilizados nas últimas décadas para o estudo 

da diversidade e da ecologia bacteriana não somente têm levado a uma revolução na 

sistemática dos seus diversos grupos, mas também possibilitaram a re-emergência da 

biogeografia bacteriana, disciplina que estuda a distribuição espacial dos táxons bacterianos 

nas escalas local, regional e continental, examinando suas variações genéticas, fenotípicas e 

fisiológicas e os processos que geram e mantém estes padrões de distribuição, visando propor 

e avaliar teorias relacionadas à criação e evolução dos padrões de diversidade no ambiente 

(RAMETTE; TIEDJE, 2007). Pesquisas realizadas nesta década trouxeram para esta 

disciplina uma nova visão que desafia fortemente o paradigma vigente. 

 A despeito de já ser observada em alguns micro-organismos patogênicos a seres 

humanos há alguns séculos (HEDLUND; STALEY, 2004), há uma tradicional rejeição da 

hipótese de padrões geográficos e endemismo em bactérias, resultado da crença de que os 

aspectos geográficos são irrelevantes para a microbiologia, sintetizada na máxima “tudo está 

em todo lugar, mas o ambiente seleciona” de Baas Becking, cunhada sob influência dos 

trabalhos de Martinus Beijerinck do final do século XIX (O'MALLEY, 2007). Todavia, um 

número cada vez maior de pesquisas indica que micro-organismos podem apresentar não 

apenas variações ambientais, mas também padrões geográficos, apontando que a hipótese da 

ubiquidade generalizada das espécies microbianas pode não ser necessariamente aplicável a 
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todos os casos (MARTINY, 2006). Atualmente, há um número crescente de trabalhos 

propondo o reconhecimento da existência de padrões biogeográficos e de endemismo 

bacterianos (HEDLUND; STALEY, 2004). A biogeografia bacteriana seria explicada pela 

combinação de fatores como a especiação, a extinção e a dispersão (RAMETTE; TIEDJE, 

2007). Análises genéticas de alta resolução apontam que, enquanto há grande número de 

bactérias que não apresentam especiação alopátrica, este processo de fato pode ocorrer em 

algumas bactérias (WHITAKER, 2006). 

 A distribuição cosmopolita de um novo táxon microbiano é alcançada de maneira lenta 

o suficiente para proporcionar o desenvolvimento de diferenças regionais. Esse pode ser o 

caso de micro-organismos especializados em habitats raros ou isolados, já que pode haver 

baixo sucesso de dispersão destes organismos a um ambiente adequado à sua especialização 

ecológica. Evidências de limitações da dispersão de alguns micro-organismos são encontradas 

em algumas morfoespécies microbianas, que podem apresentar até mesmo padrões 

biogeográficos clássicos como provincialismo e decaimento por distância. Ao contrário do 

que se pensava anteriormente, há limitações significativas da dispersão microbiana e isto 

influencia de maneira considerável a distribuição de um determinado micro-organismo 

(TELFORD; VANDVIK; BIRKS, 2006). 

 O filo Cyanobacteria constitui um grupo bastante atraente para estudos de 

biogeografia microbiana devido à sua diversidade morfológica e genética. No grupo das 

cianobactérias, observa-se que diferentes genótipos e fenótipos são delimitados 

ecologicamente e podem surgir em condições ambientais favoráveis como resultado de 

seleção natural. Ambientes relativamente isolados e com características singulares 

proporcionam alta especialização ecológica e morfológica de cianobactérias e podem induzi-

las à especiação, o que explicaria a alta diversidade morfotípica nos trópicos 

(REJMÁNKOVÁ; KOMÁREK; KOMÁRKOVÁ, 2004). 

 Para cianobactérias adaptadas a ambientes extremos, as condições peculiares dos 

habitats em que se encontram podem atuar sobre a comunidade de maneira semelhante ao 

isolamento geográfico, adquirindo natureza próxima à de uma ilha, e provocar divergência 

genética (PAPKE et al., 2003). Em determinados ambientes extremos como a Antártica, que 

apresenta  diversos locais onde a composição da biota é predominantemente microbiana, o 

endemismo é encontrado de maneira bastante elevada, inclusive entre cianobactérias 

(VYVERMAN et al., 2010). 
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 A hipótese de endemismo microbiano levanta a possibilidade de que espécies 

microbianas tanto simbiontes quanto de vida livre sejam incluídas em listas de espécies 

ameaçadas de extinção (STALEY, 1997). Com essa hipótese, biomas ameaçados se tornam 

áreas prioritárias também para o estudo e a conservação da diversidade microbiana. 

 Esses fatos têm levado a um crescente interesse pela avaliação da biodiversidade 

cianobacteriana de ambientes extremos. O reconhecimento de que nem todos os micro-

organismos apresentam necessariamente um comportamento cosmopolita e a hipótese de 

endemismo microbiano têm conduzido a um crescente interesse pelo estudo das comunidades 

microbianas de ambientes de condições consideradas extremas, tais como: altas ou baixas 

temperaturas, baixa disponibilidade de nutrientes, hipersalinidade, intemperismo intenso etc.  

Estes fatos tornam as florestas de mangue locais bastante atraentes para estudos ecológicos e 

filogenéticos das cianobactérias. 

 

2.3 Ecossistemas de mangue e cianobactérias 

 

 Manguezais são ecossistemas caracterizados pela presença de plantas altamente 

adaptadas morfológica e fisiologicamente às condições extremas encontradas nestes 

ambientes de transição entre terra e mar. Estes ecossistemas atuam como abrigo e sítio de 

reprodução de crustáceos, moluscos, peixes, mamíferos, aves e répteis, e seus canais 

apresentam grande riqueza de fitoplâncton e zooplâncton. Sua biomassa pode muitas vezes 

superar a encontrada em algumas florestas tropicais (ALONGI, 2002). Estão amplamente 

distribuídos pela região costeira de zonas tropicais e subtropicais, abrangendo 112 países e 

territórios (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001). 

 Florestas de mangue são a principal fonte de matéria orgânica de águas costeiras no 

Brasil, devido à exportação de folhas de plantas e de carbono dissolvido e microparticulado 

(DITTMAR; LARA; KATTNER, 2001). Além disso, sua cobertura vegetal e localização lhes 

permitem atuar na diminuição da amplitude e da energia de ondas violentas e na redução do 

impacto sobre a costa resultante de desastres naturais como inundações, tempestades, furacões 

e ondas gigantes produzidas por maremotos (ADGER et al., 2005; DANIELSEN et al., 2005). 

 O interesse sobre os manguezais vem crescendo na última década e tem produzido 

diversas mudanças de paradigmas sobre a ecologia destes ecossistemas. Pesquisas recentes 

mostraram que as taxas de produção primária deste ambiente são próximas às de florestas 

tropicais, e que, apesar de parecerem arquiteturalmente simples, há grande complexidade nos 

fatores que regulam a sucessão e a zonação dos mangues. A despeito da diversidade vegetal 
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ser baixa e o crescimento das árvores estar relacionado a padrões climáticos, a diversidade 

animal e microbiana é bastante elevada: enquanto as relações entre plantas, solo e micro-

organismos ajudam a conservar nutrientes escassos, caranguejos influenciam a função e a 

estrutura das florestas, que também possuem papel fundamental no ciclo de vida de peixes, 

para os quais funcionam como berçário. As comunidades arbóreas também possuem 

importância nas cadeias alimentares e algas representam uma significativa fonte de alimento 

neste ambiente. Além disso, manguezais são quimicamente diversos e constituem uma boa 

fonte de recursos naturais (ALONGI, 2009). 

 Apesar de sua grande importância ecológica, florestas de mangue estão entre os 

ecossistemas tropicais mais ameaçados no mundo. Nas últimas duas décadas, pelo menos 35 

% da área mundial de mangues foi perdida, percentual que supera o impacto ambiental sobre 

recifes de corais e florestas tropicais (VALIELA; BOWEN; YORK, 2001). A degradação dos 

mangues é resultado da ação humana – entre as principais ameaças a estes ecossistemas, 

encontram-se: desenvolvimento urbano, aquicultura, pesca e caça, mineração, exploração de 

madeira, contaminação por metais pesados provenientes de efluentes industriais, despejo de 

efluentes de esgoto e derramamentos de hidrocarbonetos do petróleo (ALONGI, 2002; 

CURY, 2002; FIRME, 2003; TAM; YAO, 1998). Em escala global, estima-se que 

aproximadamente 1 milhão de hectares de mangue são perdidos anualmente (MOSCATELLI, 

1999). A desvalorização dos benefícios ecológicos a longo prazo proporcionados por estes 

ecossistemas frente a ganhos econômicos imediatos tem levado até mesmo à dizimação dos 

mangues em alguns locais (MACINTYRE, 2009). 

 Além da presença de solos anóxicos e lamacentos e da ação de fortes marés, 

manguezais apresentam constantes flutuações em parâmetros ambientais como concentração 

iônica, temperatura e radiação ultravioleta, o que constitui grande desafio adaptativo à 

biosfera local e origina nichos únicos, fatores que geram a grande diversidade de micro-

organismos a despeito da baixíssima diversidade vegetal (DECHO, 2000). Bactérias são 

indiscutivelmente os organismos de maior abundância e diversidade em ecossistemas 

aquáticos e desempenham papel fundamental nos processos biogeoquímicos (OREN, 2004b), 

de maneira que a diversidade bacteriana e o funcionamento de ecossistemas costeiros podem 

apresentar correlação positiva (DANOVARO; PUSCEDDU, 2007). 

 A importância ecológica das bactérias é aumentada em ambientes oligotróficos e ricos 

em carbono orgânico como manguezais. Apesar de haver baixa disponibilidade de nutrientes 

como nitrogênio e fósforo, essenciais para o crescimento de plantas, há uma alta 

produtividade vegetal nestes ecossistemas, o que somente se torna possível devido à interação 
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entre plantas e micro-organismos, estes últimos essenciais na ciclagem destes escassos 

nutrientes (BASHAN; HOLGUIN, 2002). Os solos de manguezais abrigam bactérias que 

trazem vários benefícios às plantas tais como a fixação de nitrogênio ou a produção de 

amônia, o estímulo do crescimento de mudas de forma direta, com a produção de ácido indol 

acético, ou indireta, pela solubilização de fosfato, e a sua proteção contra patógenos 

(KATHIRESAN; SELVAM, 2006). Bactérias solubilizadoras de fosfato são encontradas em 

grande abundância em manguezais (VAZQUEZ et al., 2000). Até 60 % do aporte de 

nitrogênio em manguezais pode provir da fixação biológica de nitrogênio (ZUBERER; 

SILVER, 1978). Essa taxa de fixação em bactérias heterotróficas é limitada pela 

disponibilidade de fontes de carbono e oxigênio (SAHOO; DHAL, 2009), limitação que pode 

potencialmente ser contornada por algumas cianobactérias. Além destes benefícios, bactérias 

de mangue podem ainda agir no processamento de dejetos industriais e na biodegradação de 

poluentes (SAHOO; DAHL, 2009). 

 Um dos fatores determinantes para a biodiversidade vegetal e animal é a produtividade 

primária de um ecossistema (ROSENZWEIG, 1995). O filo Cyanobacteria possui grande 

importância como produtor primário em ambientes hipersalinos (LÓPEZ-CÓRTEZ et al., 

2001). Todavia, levantamentos sobre a diversidade de cianobactérias em manguezais no 

Brasil são escassos. Este grupo é frequentemente excluído de relatórios sobre a diversidade de 

ambientes marinhos (CRISPINO; SANT’ANNA, 2006). Entre os habitats de manguezal 

colonizados por cianobactérias encontram-se a coluna de água e sua superfície, partículas em 

suspensão e os meios interno e externo de plantas e animais; estes micro-organismos também 

colonizam superfícies submersas como raízes, galhos e sedimentos (KATHIRESAN; 

BINGHAM, 2001). Geralmente, as espécies encontradas neste ecossistema possuem maior 

similaridade com as espécies de ambientes marinhos. Cianobactérias filamentosas não 

heterocitadas provavelmente são melhor adaptadas ao manguezal (BRANCO et al., 2003). 

 Cianobactérias diazotróficas contribuem significantemente para o aporte de nitrogênio 

em ecossistemas de mangue (LUGOMELLA; BERGMAN, 2002). A intensidade luminosa e a 

temperatura da água são dois fatores que demonstraram influenciar fortemente a taxa de 

fixação biológica do nitrogênio de cianobactérias associadas a árvores do gênero Avicennia 

(TOLEDO; BASHAN; SOELDNER, 1995a). 

 Nos manguezais brasileiros, há um predomínio de três gêneros de árvores: Avicennia, 

Laguncularia e Rhizophora, cada qual com adaptações específicas (DIAS et al., 2010; 

SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1999). A fisiologia de Avicennia a destaca das outras. 
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O levantamento de cianobactérias em florestas de mangue é um assunto de grande 

interesse, pois além de esclarecer alguns pontos concernentes à biogeoquímica dos 

manguezais, ele pode também revelar táxons desconhecidos. As comunidades 

cianobacterianas que habitam estes ecossistemas permanecem como alvo de poucas pesquisas 

apesar de sua potencial diversidade e importância no funcionamento de manguezais. 

 

2.4 Microbiologia da filosfera de Avicennia 

 

 Em analogia à rizosfera, Ruinem (1956) nomeou de filosfera a superfície externa das 

folhas das árvores habitada por micro-organismos. Alguns anos depois, reconhecendo esse 

como um nicho negligenciado, a mesma autora fez um levantamento de micro-organismos 

presentes na superfície das folhas de diversas plantas e verificou que havia colonização 

microbiana nas folhas de todas as plantas, encontrando também cianobactérias em todas as 

amostras (RUINEM, 1961). 

 A filosfera é um nicho bastante rico em espécies bacterianas que tem sido pouco 

abordado em estudos de ecologia microbiana (LINDOW; BRANDL, 2003). Mesmo 

geralmente apresentando comunidades que se diferenciam significativamente das 

comunidades da rizosfera devido às características peculiares deste habitat, fato que agrega 

bastante interesse à compreensão de sua ecologia, a maior parte das pesquisas envolvendo a 

microbiologia da filosfera até o momento se restringiu a estudos de interações planta-

patógeno em culturas de interesse econômico (BELKIN; QVIT-RAZ, 2010). 

 Embora seja um habitat inconstante e hostil com limitação de nutrientes e variações 

extremas de condições ambientais, bactérias epifílicas são capazes de tolerar o estresse deste 

ambiente e de explorá-lo (GAU; DIETRICH; KLOPPSTECH, 2002). Folhas ricas em água e 

fósforo e de epiderme adaxial mais fina permitem maior colonização por bactérias (YADAV; 

KARAMANOLI; VOKOU, 2005). Até 107 células bacterianas por cm2 podem ser 

encontradas na superfície das folhas de algumas plantas, e grande parte delas é proveniente de 

táxons ainda não estudados que possivelmente apresentam adaptações exclusivas para a 

sobrevivência neste habitat hostil, o que torna a filosfera um atraente objeto de estudo tanto de 

novos táxons quanto de genes de tolerância ao estresse (LINDOW; LEVEAU, 2002). 

 Anatomicamente, a folha pode ser dividida em três regiões principais: a epiderme, o 

mesofilo e os feixes vasculares. A cutícula, uma camada de ácidos graxos esterificados, 

recobre a epiderme e separa a folha do meio exterior. Estômatos e tricomas estão presentes 

em grande quantidade neste órgão. A superfície das folhas é um habitat dinâmico e transitório 
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que submete as bactérias a flutuações de temperatura, radiação ultravioleta, velocidade dos 

ventos e umidade relativa, que podem alternar entre extremos em escalas de segundos a horas. 

Ocorrem variações também devido à idade da folha, desde seu surgimento até a senescência. 

Desse modo, a comunidade bacteriana pode estar exposta a várias situações adversas 

simultâneas na filosfera (HIRANO; UPPER, 2000).  

 A cutícula, com a qual os micro-organismos da filosfera estão em contato direto, 

constitui uma barreira para a liberação de água, íons e nutrientes para o exterior da planta 

(SCHREIBER; KRIMM; KNOLL, 2004). Devido à escassez nutricional, a capacidade de 

fixar carbono e nitrogênio atmosféricos se torna uma característica importante para a 

colonização e a sobrevivência neste habitat por um micro-organismo e pode constituir uma 

importante vantagem ecológica frente a outros habitantes da filosfera, além de facilitar o 

estabelecimento de organismos heterotróficos e não diazotróficos. Cianobactérias podem ser 

os organismos com maior taxa de fixação de nitrogênio na filosfera de algumas plantas de 

florestas tropicais, promovendo uma entrada significativa de nitrogênio disponível nestes 

ambientes (FÜRNKRANZ, 2008). 

 Cianobactérias habitantes da filosfera oferecem benefícios em potencial às plantas de 

diversas maneiras, já que, além de disponibilizarem nitrogênio fixado (FREIBERG, 1998), 

seus biofilmes podem secretar moléculas inseticidas (BECHER; JÜTTNER, 2005) e produzir 

substâncias reguladoras de crescimento (SERGEEVA; LIAIMER; BERGMAN., 2002). 

Bactérias do filoplano são também capazes de degradar poluentes orgânicos voláteis 

(SANDHU; HALVERSON; BEATTIE, 2007). 

 De uma forma geral, a colonização do filoplano pode apresentar dois padrões: baixa 

riqueza e alta abundância, ou alta riqueza e baixa abundância (HIRANO; UPPER, 2000), 

ocorrendo grande variação no tamanho das populações entre folhas de diferentes idades, entre 

plantas de diferentes espécies ou mesmo de uma mesma espécie e de acordo com a estação, 

variação relacionada com a flutuação das condições físicas e nutricionais (BELKIN; QVIT-

RAZ, 2010). 

 Análises moleculares provêm evidências de que a microbiota habitante da filosfera é 

muito mais complexa e diversa do que se acreditava e que este habitat abriga diversas 

bactérias ainda não descritas (YANG et al., 2001). Metabólitos secundários produzidos pelas 

plantas hospedeiras podem provocar uma pressão de seleção sobre os micro-organismos 

associados a ela e fazer com que mesmo espécies de plantas com grande proximidade 

taxonômica entre si apresentem comunidades microbianas significativamente diferentes em 

suas folhas (KARAMANOLI et al., 2005). Todavia, a colonização da superfície das folhas é 
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influenciada não apenas pela espécie da planta, mas também pelo local em que ela se 

encontra. Em alguns casos, o local constitui o fator de maior importância na distribuição 

bacteriana na filosfera (KNIEF et al., 2010). Assim como em outros habitats, bactérias da 

filosfera podem apresentar padrões biogeográficos previsíveis (REDFORD et al., 2010). 

 Bactérias podem chegar à filosfera carregadas pelo ar, por animais ou em sementes, e 

seu estabelecimento e crescimento pode ser influenciado pela capacidade de sobreviver na 

superfície das folhas e por fatores climáticos como chuva e ventos. Restos de plantas podem 

ser também uma fonte importante de colonização. É possível ainda que bactérias da rizosfera 

penetrem as raízes e sejam transportados à filosfera pelo sistema vascular e que um micro-

organismo alterne entre os estados endofítico e epifítico. Os pontos mais comuns de 

colonização da folha são as junções das paredes celulares da epiderme, os sulcos de nervuras, 

os estômatos e a base de tricomas (WHIPPS et al., 2008). 

 A heterogeneidade do habitat e a complexidade das condições ambientais podem 

influenciar positivamente a diversidade bacteriana (HORNER-DEVINE; CARNEY; 

BOHANNAN, 2004). Aproximadamente 97 % das bactérias habitantes da filosfera ainda não 

foram descritas, o que sugere que sejam organismos exclusivos deste habitat (LAMBAIS et 

al., 2006). Recentemente, foi descoberto um novo gênero de cianobactérias em folhas de 

bromélias e eucalipto, denominado Brasilonema (AGUIAR et al., 2008; FIORE et al., 2007), 

confirmando o potencial da filosfera em abrigar táxons exclusivos. 

 No gênero Avicennia, a filosfera adquire características ainda mais extremas que as 

encontradas em outras plantas. Para manter o balanço osmótico do organismo, as árvores 

deste gênero eliminam o sal absorvido da água marinha por meio de uma corrente de 

transpiração que o carrega até as folhas, em cuja superfície é liberado. Apesar de sal poder ser 

encontrado em ambas as faces foliares, seu sítio de secreção é encontrado na epiderme 

abaxial, a qual contém glândulas secretoras, que muitas vezes produzem cristais visíveis a 

olho nu na superfície desta face (FITZGERALD;ORLOVICH; ALLAWAY, 1992) (Figura 2). 

Até 90 % de todo o sal absorvido pode ser filtrado e eliminado por este processo 

(DRENNAN; PAMMENTER, 1982). Este método de excreção de sal pode servir também 

como um mecanismo de defesa contra doenças (GILBERT; MEJÍA-CHANG; ROJAS, 2002). 

É possível ainda que ocorra acréscimo de sal na superfície das folhas por deposição a partir de 

aerosóis da água marinha (SMITH et al., 1989). Entre os principais íons presentes na filosfera 

de Avicennia, podem ser encontrados Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Cl- e SO4
2- (SUÁREZ; MEDINA, 

2009). 
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 A taxa de excreção de sais pelas glândulas foliares aumenta conforme a salinidade do 

meio aumenta: em culturas de A. marina, a concentração salina na superfície das folhas pode 

ir de 2 % (em mudas cultivadas em água doce) a 5 % (em meios com sal a 35 ppt). As 

plântulas podem até mesmo ter seu crescimento estimulado por níveis moderados de 

salinidade. Dentre os mangues capazes de secretar sal, a maior tolerância à salinidade é 

apresentada por espécies do gênero Avicennia como resultado não somente da eficiência de 

seu processo de eliminação de sais, mas também da sua capacidade de acumular osmólitos 

como betaína e prolina no citoplasma de suas células e de sua baixíssima taxa de transpiração 

(YE et al., 2005). 

 

Figura 2 – Cristais de sal em folha de árvore do gênero Avicennia. (Foto: Ulf Mehlig) 

 

 A complexidade das condições da superfície das folhas das árvores do gênero 

Avicennia é ainda elevada pela liberação de substâncias bioativas pelas folhas e por outros 

locais da parte aérea que apresentam atividade contra diversos tipos de bactérias 

(BOBBARALA; VADLAPUDI; NAIDU, 2009; SANTOS et al., 2010). 

 A despeito da hostilidade e da instabilidade das condições ambientais encontradas 

neste nicho, populações microbianas podem ser encontradas na filosfera de diversas espécies 

de árvores de manguezais, com diferenças entre zonas de salinidade (GUPTA; MISHRA; 

BASAK, 2009). 
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 Células expostas a ambientes de elevada concentração salina estão sujeitas ao aumento 

da pressão osmótica e da concentração iônica, que levam à perda de água intracelular e ao 

grande influxo de íons no citoplasma, especialmente quando cloreto de sódio é a causa do 

estresse. A regulação do potencial osmótico pode ser realizada tanto pela acumulação de 

substâncias orgânicas atóxicas no citoplasma quanto pela exportação ativa de íons do interior 

para fora das células. (JOSET; JEANJEAN; HAGEMANN, 1996). A principal estratégia 

utilizada por células bacterianas para a manutenção do equilíbrio osmótico em ambientes 

hipersalinos consiste na conservação de um citoplasma com baixa concentração de sais, mas 

com elevados níveis intracelulares de alguns solutos orgânicos como glicilbetaína e ectoína, 

que proporcionam balanço osmótico ao mesmo tempo em que permitem a ação de enzimas 

não adaptadas à salinidade, conferindo alta flexibilidade e adaptabilidade às células 

(MADIGAN; OREN, 1999).  

 De forma semelhante, solutos produzidos pela própria cianobactéria ou adquiridos do 

ambiente como sacarose, trealose, glicosilglicerol, glutamato e glicilbetaína contribuem para o 

equilíbrio da osmolaridade e mantêm tanto a integridade de membranas quanto a estabilidade 

de proteínas estruturais e de proteínas relacionadas ao estresse (JOSET; JEANJEAN; 

HAGEMANN, 1996; PANDHAL; WRIGHT; BIGGS, 2008). É provável que mecanismos 

semelhantes também ocorram em cianobactérias que habitem a filosfera de Avicennia spp. As 

cianobactérias podem ser divididas em três grupos de acordo com sua capacidade de 

resistência à salinidade: sensíveis ao sal, moderadamente halotolerantes e halotolerantes 

extremas (REED; STEWART, 1988). Os gêneros Anabaena, Aulosira, Cylindrospermum, 

Fischerella, Lyngbya, Nostoc, Plectonema e Stigonema são os táxons que contém linhagens 

de cianobactérias mais frequentemente relatadas como resistentes à dessecação prolongada 

(DEVI et al., 2010). A acumulação de sacarose no citoplasma é a principal forma de 

osmorregulação observada em células de cianobactérias que habitam ambientes de alta 

salinidade. Este processo é crítico para sua sobrevivência na fase estacionária e 

provavelmente foi repassado aos eucariotos fotossintetizantes durante o processo de 

endossimbiose envolvendo o hospedeiro eucarioto primitivo que lhes daria origem e a 

cianobactéria ancestral do cloroplasto (ROBERTS, 2005). 

 Até o momento, foram estudadas a filosfera de outras duas árvores que secretam sais 

nas superfícies das folhas, Atriplex halimus (SIMON; ABELIOVICH; BELKIN, 1994) e 

Tamarix sp. (QVIT-RAZ; JURKEVITCH; BELKIN, 2008). Todavia, devido a esses trabalhos 

apresentarem enfoque em outros táxons, nenhum desses dois trabalhos detectou a presença de 

cianobactérias nas amostras avaliadas. 
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3. HIPÓTESES 

 

 O ambiente extremo da superfície foliar de árvores de manguezal pode abrigar 

cianobactérias filogeneticamente distintas das encontradas em condições de não estresse, 

inclusive linhagens ainda não descritas. As cianobactérias que habitam esse ambiente 

apresentam maior potencial para síntese de produtos naturais bioativos de interesse 

biotecnológico. 

 

4. OBJETIVOS 

  

� Isolar e identificar morfologicamente cianobactérias da filosfera de Avicennia schaueriana 

Stapf & Leechman; 

 

� Caracterizar por meio do sequenciamento do gene de RNAr 16S as cianobactérias isoladas; 

 

� Estabelecer as relações filogenéticas entre os isolados e entre outros provenientes de 

diferentes ambientes; 

 

� Caracterizar ultraestruturamente isolados com baixa similaridade de sequência do gene de 

RNAr 16S; 

 

� Investigar a ocorrência de genes envolvidos na produção de metabólitos bioativos e 

cianotoxinas. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Isolamento de cianobactérias 

 

5.1.1 Coleta de material 

 

Folhas de A. schaueriana foram coletadas em março de 2008 em um ponto próximo ao 

Rio Iriri, no canal de Bertioga-SP (23º 53' 50,4'' S e 46º 12' 30,6'' W), uma área de manguezal 

com histórico de derramamento de petróleo (Figura 3). As amostras obtidas foram 

acondicionadas em sacos plásticos, armazenadas em câmara fria (4 ºC), sendo logo em 

seguida iniciado o processo de isolamento das cianobactérias. 

 

Figura 3 – Perfil da vegetação do canal de Bertioga-SP (adaptado de SCHAEFFER-
NOVELLI et al., 1990). 

 

 

5.1.2 Preparo de meios de cultura 

  

O isolamento das cianobactérias das amostras de folhas coletadas foi realizado 

utilizando  o meio de cultura BG-11 (ALLEN, 1968) e três modificações deste meio, BG-110, 

SWBG-11 e SWBG-110. O meio BG-11 é constituído por nitrato de sódio 1,5 g.L-1, fosfato de 

potássio dibásico 0,04 g.L-1, sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,075 g.L-1, cloreto de 

cálcio di-hidratado 0,036  g.L-1, ácido cítrico 0,006 g.L-1, citrato de amônio férrico 0,006 g.L-

1, EDTA sódico 0,001 g.L-1, carbonato de sódio 0,02 g.L-1, ácido bórico 0,00286 g.L-1, cloreto 

de magnésio tetra-hidratado 0,00181 g.L-1, sulfato de zinco 0,0002 g.L-1, molibdato de sódio 

dihidratado 0,00039 g.L-1, sulfato de cobre penta-hidratado 0,000079 g.L-1 e nitrato de cobalto 

hexa-hidratado 0,000049 g.L-1. No preparo de SWBG-11, água salgada artificial foi produzida 

pela adição de cloreto de sódio 12,5 g.L-1, cloreto de magnésio hexa-hidratado 1,0 g.L-1 e 
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cloreto de potássio 0,25 g.L-1 ao meio BG-11 (CASTENHOLZ, 1988). Para BG-110 e 

SWBG-110 (sem fonte de nitrogênio), foi adotada a mesma composição descrita 

anteriormente para BG-11 e SWBG-11, respectivamente, mas com a omissão de nitrato de 

sódio. Meios sólidos foram produzidos pela adição de ágar à concentração final de 1,5 %. Os 

meios de cultura foram esterilizados por autoclavagem a 121 ºC durante 20 minutos. 

 

5.1.3 Inóculo e purificação 

 

 As folhas coletadas foram inoculadas nos meios de cultura por meio de esfregaço em 

placas de Petri contendo 20 mL de meio sólido ou por submersão em frascos de 125 mL 

contendo 50 mL de meio líquido. A incubação das amostras se deu em câmara de crescimento 

a 25±1 ºC sob iluminação fluorescente de 40 µmol fótons.m-2.s-1 com fotoperíodo de 14 horas 

de luz e 10 horas de escuro. 

 Avaliações constantes foram realizadas em microscópio óptico Zeiss Axiostar Plus 

(Carl Zeiss, Jena, Alemanha) para verificar o crescimento de colônias. Após ter sido 

confirmada a presença de cianobactérias nos meios, as colônias foram transferidas para uma 

nova placa contendo meio sólido esterilizado. Para separar as cianobactérias de algas, fungos 

e outras bactérias, foram realizadas repicagens sucessivas por meio de estriamento em novas 

placas de Petri contendo meio de cultura esterilizado, as quais foram posteriormente 

incubadas sob as mesmas condições descritas anteriormente. 

 

5.1.4 Identificação taxonômica 

 

 A identificação taxonômica dos isolados foi realizada tendo como base caracteres 

morfológicos, seguindo as chaves de identificação descritas por Komárek e Anagnostidis 

(1999, 2005) com o auxílio de microscópio óptico. Como sistema de classificação, foi adotada 

a revisão de Hoffmann, Komárek e Kaštovský (2005). Constatada a purificação dos isolados, 

um inóculo foi transferido para frascos contendo meio líquido, visando a extração de DNA 

após o crescimento das células. As culturas foram fotografadas em microscópio óptico 

Axioskop 40 equipado com o sistema digital de imagem AxioVisionLE 4.6 (Carl Zeiss) no 

Laboratório de Carbono 14 do Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de 

São Paulo, Piracicaba-SP. 
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5.2 Caracterização molecular 

 

5.2.1 Extração de DNA e amplificação do gene de RNAr 16S 

 

 A extração de DNA das cianobactérias foi realizada de acordo com o protocolo de 

Fiore et al. (2000) descrito a seguir: 3 mL de culturas na fase exponencial de crescimento 

crescidas em meio líquido foram concentradas em centrífuga Hettich Universal Mikro320R 

(Hettich, Tuttlingen, Alemanha) durante 5 minutos a 7392 x g. As células concentradas foram 

lavadas com água ultrapura esterilizada (Millipore, Bedford, MA, EUA), submetidas a choque 

térmico com nitrogênio líquido e banho-maria a 55 ºC e lavadas com 1 mL da solução I 

(EDTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM pH 8,0 e NaCL 50 mM). O pélete foi posteriormente 

ressuspendido em 200  µL da solução II (Tris-HCl 50 mM pH 8,0 e EDTA 50 mM) com a 

adição de 2 µL de proteinase K 200  µg.mL-1 e incubado em banho-maria a 55º por 10 

minutos. Após este período de tempo, ocorreu a adição de 600 µL de tampão de extração pré-

aquecido (CTAB 3%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCl pH 8,0 100 mM, Sarkosyl 1 % e 

β-mercaptoetanol 1%) e a incubação em banho-maria a 55 ºC por 30 minutos, com a inversão 

dos tubos a cada 5 minutos. Em seguida, 800  µL de clorofórmio e álcool isoamílico na 

proporção de 24:1 (v/v) foram adicionados aos tubos, os quais foram invertidos 30 vezes e 

submetidos a centrifugação por 5 minutos a 7392 x g. Um volume de 500 µL do sobrenadante 

foi transferido para um novo microtubo, ao qual foram adicionados 1000 µL de NaCl 4 M e 

50 µL de uma suspensão de sílica, seguido da incubação a 55 ºC por 10 minutos. Após a 

centrifugação por 30 segundos a 7392 x g, o sobrenadante foi descartado e o pélete foi lavado 

duas vezes com 250 µL da solução de lavagem (NaCl 50 mM, Tris-HCl pH 7,5 10 mM, 

EDTA 2,5 mM e etanol 50 %). Seguiu-se a secagem do pélete em bloco de aquecimento 

(LabLine Instruments, Illinois, IL, EUA), sua reidratação com 30 µL de água ultrapura 

esterilizada, sua ressuspensão e a centrifugação a 7392 x g por 30 segundos. Após a 

incubação em banho-maria a 45 ºC durante 10 minutos e a centrifugação a 7392 x g durante 1 

minuto, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo esterilizado. O DNA extraído 

foi armazenado a -20 ºC até a próxima etapa. 

 Para amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) do gene de RNAr 16S 

dos isolados de cianobactérias, foi utilizado o conjunto de oligonucleotídeos iniciadores 27F1 

(5’-AGAGTTTGATCCTGCTCAG-3’) e 1494Rc (5’-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3’) 

(NEILAN et al., 1997). A amplificação foi feita em solução contendo tampão PCR 1X (Tris 

HCl 20 mM pH 8,4; KCl 50 mM), 0,2 mM de cada dNTP, MgCl2 3 mM, 1 U de Platinum® 
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Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 10 ng de DNA, 5 ρmol de cada 

iniciador e água ultrapura (Millipore) esterilizada, totalizando um volume final de 25 µL. A 

reação foi realizada em um termociclador Techne TC-412 (Bibby Scientific Limited, Stone, 

Staffordshire, Inglaterra) nas seguintes condições: desnaturação a 95 ºC  durante 3 min; 30 

ciclos de 94 ºC por 10 s, 50 ºC por 20 s e 72 ºC por 1 min; e extensão final a 72 ºC durante 7 

min. 

Cinco microlitros dos produtos de PCR foram acrescidos de tampão de carregamento 

(sacarose 40 % e azul de bromofenol 0,25 %) contendo o corante SYBR® Green (Molecular 

Probes, Eugene, OR, EUA) à concentração de 1 µL.mL-1. A integridade do DNA amplificado 

foi verificada em gel de agarose 1 % após corrida eletroforética em tampão TBE 0,5 X (22 

mM Tris-borato, 0,5 mM EDTA pH 8,0). O reconhecimento do tamanho dos fragmentos e a 

quantificação da concentração de DNA amplificado foram realizados pela comparação com o 

marcador de massa molecular Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). O registro do gel foi 

realizado por meio do fotodocumentador Gel Logic 212 Imaging System (Molecular Imaging 

System Carestream Health, Inc, Rochester, NY, EUA). A verificação do tamanho dos 

produtos da PCR se deu pela sua comparação com o padrão de DNA 100 bp (Promega, 

Madison, WI, EUA). O material foi armazenado a -20 ºC até o momento da próxima análise. 

 

5.2.2 Clonagem e transformação de produtos de PCR 

 

 Após a amplificação via PCR das sequências de DNA, foi realizada a clonagem e 

transformação com 10 µL dos produtos da amplificação em 50 µL  de células de Escherichia 

coli DH5α utilizando o kit de clonagem pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) por meio 

de choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). A presença dos insertos 

nas células transformadas foi checada através de PCR das colônias com os iniciadores 

CYA359F (5'-GGGGAATYTTCCGCAATGGG-3'), CYA781Ra (5'-

GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3') e CYA781Rb (5'-

GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3'), específicos para sequências de genes de RNAr de 

cianobactérias (NÜBEL; GARCIA-PICHEL; MUYZER, 1997). As colônias positivas foram 

conduzidas ao sequenciamento pelo método de Sanger, Nicklen e Coulson (1977). 
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5.2.3 Sequenciamento do gene de RNAr 16S 

 

 Os plasmídios das colônias positivas foram extraídos pelo método de hidrólise alcalina 

(BIRNBOIM; DOLY, 1979) modificado de acordo com o protocolo descrito a seguir: 3 mL 

da cultura foram concentrados por centrifugação a 1848 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e 100 µL da solução I (Tris-HCl pH 8,0 25 mM, EDTA 20 mM e glicose 9 

mg.mL-1) foram adicionados. Após a ressuspensão das células, foram adicionados 200  µL da 

solução II (NaOH 0,2 N e SDS 1%). Os tubos foram invertidos e incubados em gelo por 10 

minutos. Em seguida, 150  µL da solução III (acetato de potássio 3 M e ácido acético glacial 

11,5 %) foram adicionados. Os tubos foram novamente invertidos e incubados em gelo por 10 

minutos. Após a incubação, ocorreu a centrifugação a 14488 x g à temperatura de 4 ºC 

durante 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e, após a adição de 1,5  µL de RNAse 

10mg.mL-1 e a incubação a 37 ºC por 20 minutos, 1 mL de etanol 100 % gelado foi 

adicionado ao tubo, o qual foi posteriormente submetido a centrifugação a 14488 x g à 

temperatura de 4 ºC por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e 750 µL de etanol 70 % 

gelado foram adicionados ao tubo, o qual foi novamente submetido a centrifugação a 

14488 x g à temperatura de 4 ºC, durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pélete 

foi secado em bloco aquecedor a 40 ºC. O pélete foi ressuspendido em 30 µL de água 

ultrapura esterilizada, a integridade do plasmídio extraído foi verificada por eletroforese em 

gel de agarose 1 % de acordo com o protocolo descrito anteriormente. O DNA extraído foi 

quantificado pela comparação com o marcador de massa molecular Low Mass DNA Ladder 

(Invitrogen). 

Após a extração dos plasmídios, os produtos da PCR clonados foram reamplificados 

por PCR com o conjunto DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare, Little 

Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra). Para a reação de amplificação foram utilizados 200 

ηg de DNA plasmidial contendo o inserto e 5 ρmol dos oligonucleotídeos iniciadores M13F 

(5’-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’) e M13R (5’-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’). 

Também foram utilizados os iniciadores 341-357F (5’-CCTACGGGAGGCAGCAG-3’), 357-

341R (5’-CTGCTGCCTCCCGTAGG-3’), 685-704F (5’-GTAGSGGTGAAATSCGTAGA-3’), 

704-685R (5’-TCTACGSATTTCACCSCTAC-3’), 1099-1114F (5’-GCAACGAGCGMRACCC-

3’) e 1114-1099R (5’-GGGTYKCGCTCGTTGC-3’), visando completar internamente a 

sequência do gene de RNAr 16S (modificado de LANE, 1991). 
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Após a amplificação dos fragmentos de interesse, realizou-se a precipitação dos 

mesmos conforme instruções do kit DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing. 

Posteriormente, para o sequenciamento dos fragmentos de DNA, as reações precipitadas 

foram ressuspendidas com 10 µL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e inseridas no 

sequenciador capilar ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), 

pertencente ao Laboratório de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP, em corrida de 

aproximadamente 2,5 h. Os dados gerados pelo sequenciador foram coletados e processados 

pelo programa ABI PRISM® DNA Sequencing Analysis Software versão 3.7 (Applied 

Biosystems). 

 

5.2.4 Processamento das amostras e análise filogenética 

 

 As sequências geradas foram analisadas quanto à qualidade do sequenciamento de 

suas bases usando o pacote que contém os programas Phred/Phrap/Consed (EWING et al., 

1998; EWING; GREEN, 1998; GORDON, ABAJIAN; GREEN, 1998), em sistema 

operacional GNU/Linux. As regiões que continham bases de índice de qualidade menor que 

20 foram novamente submetidas ao sequenciamento. Essas sequências foram comparadas 

com as depositadas em bancos públicos como o Ribosomal Database Project II (RDP) 

(MAIDAK et al., 1999) e o GenBank do National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), utilizando, para tal propósito, a ferramenta Basic Local Aligment Search Tool 

(BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990). 

Na análise filogenética, as sequências obtidas, junto com as retiradas dos bancos de 

dados públicos, foram alinhadas utilizando-se o programa Clustal W 1.8 (THOMPSON et al., 

1994). O ajuste das extremidades foi realizado para que todas tivessem o mesmo número de 

bases e estivessem completamente alinhadas por meio do programa BioEdit (HALL, 2001). 

No cálculo da significância estatística da similaridade entre as sequências foi usada a análise 

de reamostragem (SWOFFORD et al., 2002) para 1000 replicações. O método de distância 

(agrupamento de vizinhos, ou “Neighbour Joining”) foi usado na construção da árvore 

filogenética (SAITOU; NEI, 1987). A visualização gráfica das árvores construídas foi obtida 

por meio do programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007). 
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5.3 Caracterização ultraestrutural 

 

5.3.1 Culturas de cianobactérias 

 

 A caracterização ultraestrutural foi realizada para dez linhagens que nas análises 

moleculares apresentaram baixa similaridade genética ribossomal com cianobactérias de 

gêneros já conhecidos e representavam grupos que divergiam de cianobactérias já descritas na 

árvore filogenética (CENA315, CENA319, CENA320, CENA321, CENA327, CENA333, 

CENA338, CENA341, CENA345 e CENA348). Essas linhagens foram inoculadas em frascos 

de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura SWBG-11 líquido e incubadas sem agitação 

em câmara de crescimento a 25±1 ºC sob iluminação fluorescente de 40 µmol fótons.m-2.s-1, 

com um fotoperíodo de 14 h. Após a verificação de seu crescimento, suspensões das células 

foram coletadas por centrifugação a 7392 x g por 5 minutos e processadas para as análises de 

microscopia eletrônica. 

 

5.3.2 Fixação, coloração e emblocagem das amostras 

 

 As células das linhagens foram inicialmente fixadas com 1 mL de solução de 

Karnovsky (1965), modificada, durante 64 h a 4 ºC. Depois de duas lavagens de 10 min com 

tampão cacodilato de sódio 0,1 M, as células foram pós-fixadas com tetróxido de ósmio 1 % 

por 1 h à temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com cloreto de sódio 

0,9 % e submetidas à pré-coloração com acetato de uranila 2,5 % por 18 h a 4 ºC. Após o 

descarte do acetato de uranila, as amostras foram desidratadas por uma série de soluções com 

concentrações crescentes de acetona, descrita a seguir: 25 %, 50 % e 75 % por uma vez 

durante 5 min cada; duas vezes a 90 % por 10 min; e três vezes a 100 % por 20 min. 

 A desidratação foi seguida de pré-infiltração com soluções contendo resina de Spurr e 

acetona às proporções de 1:3, 1:1 e 2:1, respectivamente, com duração de 3 h cada, seguindo-

se a infiltração com resina pura. Após 24 h, as amostras foram embebidas em resina e 

deixadas para polimerizar a 70 ºC por 48 h. 

 

5.3.3 Microscopia óptica 

 

 Após a trimagem dos blocos de resina para a microscopia eletrônica de transmissão 

relatada no item anterior, secções semifinas contendo entre 0,5 e 1 µm de espessura foram 



 38 

coletadas com o auxílio de uma alça de platina e transferidos para lâminas de vidro. Após 

secagem a aproximadamente 50 ºC, a lâmina foi corada com azul de toluidina 2 % e aquecida 

por 2 min. Os cortes foram visualizados e fotografados em microscópio óptico invertido sob 

aumento de 1000 x. 

 

5.3.4 Ultramicrotomia e microscopia eletrônica de transmissão 

 

 Após a trimagem dos blocos de resina, secções ultrafinas com espessura entre 600 e 

1000 µm foram preparadas em ultramicrótomo Porter Blum MT-2 (Sorvall Instruments, St. 

Louis, MO, EUA) e coletadas em grades de cobre de 200 mesh cobertas com colódio 5 %. As 

secções foram coradas com acetato de uranila por 20 min, lavadas com água, tratadas com 

citrato de chumbo por 15 min e, então, lavadas novamente. O material foi visualizado em 

microscópio eletrônico de transmissão Zeiss EM 900 (Carl Zeiss) no Núcleo de Apoio à 

Pesquisa em Microscopia Eletrônica Aplicada à Agricultura da Escola Superior de 

Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de São Paulo, Piracicaba-SP. 

 

5.4 Detecção de regiões de genes de interesse biotecnológico e ecotoxicológico 

 

5.4.1 Amplificação dos genes de NRPS e PKS 

 

 A extração de DNA genômico das linhagens de cianobactérias isoladas das folhas foi 

feita conforme descrito anteriormente. A amplificação por PCR de sequências de genes 

codificadores de NRPS e PKS foi realizada utilizando os seguintes conjuntos de 

oligonucleotídeos iniciadores degenerados: MTF (5’-GCNGGYGGYGCNTAYGTNCC-3’) e 

MTR (5’-CCNCGDATYTTNACYTG-3’) (NEILAN et al., 1999); e KSF (5’-

MGIGARGCIGWISMIATGGAYCCICARCAIMG-3’) e KSR (5’-

GGRTCICCIARISWIGTICCIGTICCRTG-3’) (BEYER et al., 1999), respectivamente. Esses 

iniciadores têm como alvo sequências conservadas de sintetases de peptídeos não 

ribossômicos e sintases de policetídeos. 

A amplificação foi realizada em um termociclador Techne TC-412 (Bibby Scientific 

Limited, Stone, Staffordshire, Inglaterra) e seguiu as condições de amplificação descritas por 

Rabello (2003): desnaturação inicial a 94 ºC por 2 min; 5 ciclos de 94 ºC por 1 min, 45 ºC por 

1 min e 72 ºC por 1 min; 30 ciclos de 94 ºC por 30 s, 50 ºC por 1 min e 72 ºC por 4 min; e 

extensão final a 72 º por 15 min. Os produtos da amplificação foi verificada em gel de agarose 
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1 % e os fragmentos foram comparados com o marcador de massa molecular 100 pb 

(Invitrogen). 

 

5.4.2 Amplificação de regiões dos genes de cianopeptolina e aeruginosina 

 

 A reação de amplificação da região aerA-aerB dos genes de cianopeptolina sintetase 

foi realizada com a utilização os conjuntos de oligonucleotídeos iniciadores mcnC_F (5’-

TAAGGATAATTTCTTTGAATTGGGAG-3’) e mcnE_R (5’-

GGGAATAATCTCTAAATCAACAGC-3’). Para a região aerA-aerB de aeruginosina 

sintetase, foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores aerA_F (5’-

GATAGCACCCAGAACGGAAGC-3’) e aerB_R (5’-CGTTAAACGGATGGTTAGAGC-3’ 

(CADEL-SIX et al., 2008). A amplificação de ambas as regiões gênicas foi realizada de 

acordo com as seguintes condições: desnaturação inicial a 95 ºC por 2 min; 40 ciclos de 95 ºC 

por 45 s, 50 ºC por 45 s e 72 ºC por 1 min; e uma extensão final a 72 ºC por 7 min. 

 

5.4.3 Amplificação de genes de cianotoxinas 

 

 A presença de genes envolvidos na síntese de saxitoxina (sxtI), anatoxina-

a/homoanatoxina-a (anaC) e microcistina (mcyE) foi checada em todas as cianobactérias 

isoladas. Na detecção do gene sxtI, foram utilizados os iniciadores OCT_F (5’-

TGCCGTTTTGTGCTTAGATG-3’) e OCT_R (5’-TATCGTGAGTCCTTCCGTCC-3’) e as 

seguintes condições de amplificação: 94 ºC por 5 min; 35 ciclos de 94 ºC por 30 s, 61 ºC por 

1min e 30 s e 72 ºC por 1 min; 72 º por 7 min (CRESPIM; FIORE, não publicado). O gene 

anaC foi procurado utilizando-se os iniciadores ALM_F (5’-

CTGGGGGCACAATTATTTTACTCTCACCTG-3’) e ALM_R (5’-

ACGCAAAGCTCACCCACCTCACCTCTAACT-3’) e as seguintes condições de 

amplificação: 94 ºC por 4 min; 30 ciclos de 94 ºC por 20 s, 45 por 20 s e 72 ºC por 1 min; e 

72 º por 7 min (MÉJEAN et al., 2009). Os iniciadores mcyE_F2 (5’-

GAAATTTGTGTAGAAGGTGC-3’) e mcyE_R4 (5’-AATTCTAAAGCCCAAAGACG-3’) 

foram utilizados na busca do gene mcyE usando as seguintes condições: desnaturação inicial a 

95 ºC por 3 min; 30 ciclos de 94 ºC por 30 s, 56 ºC por 30 s e 72 ºC por 1 min; e extensão 

final a 72 º por 10 min (RANTALA et al., 2004). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Isolamento de cianobactérias 

 

 A metodologia empregada no isolamento de cianobactérias possibilitou a obtenção de 

trinta e quatro linhagens. Houve maior eficácia de isolamento utilizando meios líquidos, com 

os quais puderam ser obtidos trinta isolados. Apenas quatro linhagens foram isoladas a partir 

de meios sólidos. Em relação à composição dos meios, dez linhagens foram isoladas em meio 

BG-11, nove em SWBG-11, seis em BG-110 e nove em SWBG-110. Dentre os isolados cuja 

procedência foi possível ser identificada, onze foram provenientes da face adaxial e oito da 

face abaxial. Os isolados receberam códigos da coleção de culturas de cianobactérias do 

Centro de Energia Nuclear na Agricultura/USP com numeração entre CENA315 e CENA348 

(Tabela 1). 

 

 

Tabela 1 – Linhagens isoladas da superfície das folhas de A. schaueriana. 

Código Família Meio de isolamento Face 

CENA315 Xenococcaceae SWBG-11 líquido adaxial  

CENA316 Phormidiaceae SWBG-110 líquido não identificada 

CENA317 Phormidiaceae SWBG-110 líquido não identificada 

CENA318 Phormidiaceae SWBG-11 líquido adaxial  

CENA319 Pseudanabaenaceae SWBG-11 líquido adaxial  

CENA320 Pseudanabaenaceae BG-11 líquido adaxial  

CENA321 Pseudanabaenaceae BG-11 líquido abaxial  

CENA322 Pseudanabaenaceae SWBG-110 líquido não identificada 

CENA323 Pseudanabaenaceae SWBG-110 líquido abaxial  

CENA324 Rivulariaceae BG-11 líquido não identificada 

CENA325 Rivulariaceae BG-110 sólido abaxial 

CENA326 Rivulariaceae SWBG-110 líquido não identificada 

CENA327 Xenococcaceae SWBG-110 líquido abaxial  

CENA328 Rivulariaceae BG-11 líquido abaxial  

CENA329 Microchaetaceae BG-11 líquido não identificada 

CENA330 Rivulariaceae SWBG-11 líquido adaxial  

CENA331 Xenococcaceae BG-11 líquido abaxial  
(continua) 
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Tabela 1 (conclusão) 

Código Família Meio de isolamento Face 

CENA332 Pseudanabaenaceae SWBG-11 sólido adaxial 

CENA333 Xenococcaceae SWBG-11 sólido adaxial 

CENA334 Microchaetaceae BG-11 líquido não identificada 

CENA335 Phormidiaceae SWBG-11 líquido não identificada 

CENA336 Microchaetaceae BG-110 líquido não identificada 

CENA337 Xenococcaceae SWBG-110 líquido abaxial  

CENA338 Microchaetaceae BG-110 líquido não identificada 

CENA339 Phormidiaceae SWBG-11 líquido não identificada 

CENA340 Pseudanabaenaceae BG-110 líquido adaxial  

CENA341 Rivulariaceae BG-110 sólido abaxial 

CENA342 Pseudanabaenaceae BG-11 líquido não identificada 

CENA343 Microchaetaceae BG-11 líquido não identificada 

CENA344 Phormidiaceae SWBG-11 líquido adaxial  

CENA345 Xenococcaceae SWBG-110 líquido não identificada 

CENA346 Xenococcaceae SWBG-110 líquido não identificada 

CENA347 Scytonemataceae BG-110 líquido adaxial  

CENA348 Xenococcaceae BG-11 líquido adaxial  

 

 

 Devido à forte pressão de seleção no ambiente foliar, era esperado que houvesse maior 

número de espécies adaptadas a condições de alta salinidade e, consequentemente, maior 

sucesso de isolamento com meios de cultura acrescidos de sal. Todavia, foram obtidos dezoito 

isolados a partir de meio salino e dezesseis em meio sem acréscimo de sal, uma diferença 

pouco significativa. 

 De acordo com a literatura, de uma maneira geral, maior abundância de bactérias na 

filosfera pode ser encontrada em contato com a superfície abaxial das folhas devido a uma 

maior densidade de estômatos ou tricomas e à presença de uma camada cuticular mais fina 

nesta face foliar (WHIPPS et al., 2008). A despeito das glândulas de sal nas folhas de A. 

schaueriana serem encontradas na face abaxial, o isolamento mostrou que a distribuição das 

cianobactérias na folha desta árvore não necessariamente se relaciona à concentração de sal: 

nesta face, foram obtidos cinco isolados com meio sem adição de sal e três com meio salino, 

em contraposição a quatro isolamentos com meio sem adição de sal e sete com meio salino na 

face adaxial. Todavia, este dado não pode ser considerado determinante devido ao grande 
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número de isolamentos de procedência indeterminada. 

 Com base em critérios morfológicos, as linhagens isoladas foram identificadas como 

pertencentes a quatro ordens cianobacterianas diferentes: doze Nostocales, sete 

Pseudanabaenales, oito Chroococcales e sete Oscillatoriales (Figura 4). Dentro destas ordens, 

as linhagens foram distribuídas entre seis famílias diferentes. Algumas características 

morfológicas observadas estão resumidas na Tabela 2. 

 

 

Figura 4 – Diversidade morfológica de cianobactérias isoladas da superfície das folhas de A. 
schaueriana. A: CENA327; B: CENA331; C: CENA315; D e E: Leptolyngbya sp. 
CENA322; F: CENA338; G: Microcoleus sp. CENA344; H: CENA325; I: 
CENA341; J e R: CENA343; K e L: Brasilonema sp. CENA347; M: CENA321; 
N: CENA319; O: Pseudophormidium sp. CENA335; P: Leptolyngbya sp. 
CENA323; Q: Leptolyngbya sp. CENA340; S: CENA320; T: CENA345; U: 
CENA348. 
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Tabela 2 – Principais características morfológicas das linhagens isoladas. 

Linhagem 
Arranjo 
celular 

Planos 
de 

divisão 
Ramificação 

Fissão 
múltipla 

Presença de 
heterócitos 

Formato das 
células 

CENA315 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 

CENA316 filamentosa 1 falsa dupla ausente não subquadrático 

CENA317 filamentosa 1 falsa dupla ausente não subquadrático 

CENA318 filamentosa 1 falsa dupla ausente não subquadrático 

CENA319 filamentosa 1 ausente ausente não sobrequadrático 

CENA320 filamentosa 1 ausente ausente não sobrequadrático 

CENA321 filamentosa 1 falsa dupla ausente não sobrequadrático 

CENA322 filamentosa 1 ausente ausente não sobrequadrático 

CENA323 filamentosa 1 ausente ausente não sobrequadrático 

CENA324 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadrático 

CENA325 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadrático 

CENA326 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadrático 

CENA327 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 

CENA328 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadrático 

CENA329 filamentosa 1 falsa simples/dupla ausente não quadrático 

CENA330 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadrático 

CENA331 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 

CENA332 filamentosa 1 ausente ausente não sobrequadrático 

CENA333 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 

CENA334 filamentosa 1 falsa simples ausente não quadrático 

CENA335 filamentosa 1 ausente ausente não subquadrático 

CENA336 filamentosa 1 falsa simples/dupla ausente sim quadrático 

CENA337 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 

CENA338 filamentosa 1 falsa simples/dupla ausente sim quadrático 

CENA339 filamentosa 1 falsa simples ausente não sobrequadrático 

CENA340 filamentosa 1 falsa simples ausente não sobrequadrático 

CENA341 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadrático 

CENA342 filamentosa 1 falsa dupla ausente não sobrequadrático 

CENA343 filamentosa 1 falsa simples/dupla ausente sim quadrático 

CENA344 filamentosa 1 ausente ausente não quadrático 

CENA345 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 
(continua) 
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Tabela 2 (conclusão) 

Linhagem 
Arranjo 
celular 

Planos 
de 

divisão 
Ramificação 

Fissão 
múltipla 

Presença de 
heterócitos 

Formato das 
células 

CENA346 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 

CENA347 filamentosa 1 falsa simples/dupla ausente sim quadrático 

CENA348 unicelular + de 3 ausente presente não esférico 

 

 

 No isolamento de cianobactérias de ambientes extremos, é recomendado o uso de pelo 

menos dois meios diferentes: um com características que simulem as condições encontradas 

naturalmente no ambiente estudado, e outro de características mais moderadas 

(WATERBURY, 2006). Neste trabalho, a principal condição ambiental testada foi a 

salinidade, e se verificou uma variação considerável entre os isolamentos com e sem a adição 

de sódio, magnésio e potássio em relação aos gêneros obtidos em cada meio de cultivo. Isto é 

um indício de que cada táxon apresenta uma resposta metabólica distinta à salinidade, ou seja, 

possivelmente se encontra nos isolados desde a halotolerância até a halofilia, ocorrendo, 

portanto, diferença de afinidade das cianobactérias isoladas a estes fatores. 

 Quinze linhagens foram isoladas a partir de meio de cultura sem fonte de nitrogênio, 

das quais seis possuíam células especializadas para a fixação de nitrogênio atmosférico, e seis 

linhagens heterocitadas a partir de meio com nitrogênio, possivelmente um indicativo de que 

este grupo de micro-organismos pode apresentar importância na disponibilização de 

nitrogênio assimilável na superfície das folhas de A. schaueriana. Este alto número de 

cianobactérias potencialmente diazotróficas não é surpreendente, visto a importância deste 

grupo no ciclo biogeoquímico deste elemento em ambientes oligotróficos. Em ambientes 

marinhos, há elevada contribuição de cianobactérias à fixação biológica de nitrogênio, como 

gênero Trichodesmium, por exemplo, responsável por pelo menos 50 % de todo o nitrogênio 

fixado nos oceanos (BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003). De fato, as 

cianobactérias não apenas contribuem para a disponibilização de nitrogênio assimilável na 

filosfera, mas, em alguns ecossistemas, suprem a maior parte do nitrogênio fixado neste 

nicho. Freiberg (1998) demonstrou que em algumas árvores de uma floresta tropical na Costa 

Rica as taxas de fixação de nitrogênio na filosfera podem estar correlacionadas com a área 

foliar coberta por representantes de duas espécies do gênero Scytonema (ordem Nostocales) e 

que esta capacidade está diretamente relacionada com a disponibilidade de água, introduzida 

na filosfera por meio de precipitação atmosférica. 
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 A disponibilização de nitrogênio fixado por cianobactérias para o meio é conhecida 

desde 1963, quando Stewart apontou a correlação entre crescimento e liberação extracelular 

de aminoácidos em culturas de Calothrix sp. e Nostoc sp. crescidas em meio sem fonte de 

nitrogênio. Em 1984, Bentley e Carpenter demonstraram que ocorre transferência direta de 

parte do nitrogênio fixado por micro-organismos da filosfera para a planta hospedeira. No 

caso do ambiente estudado, como a dificuldade de obtenção deste elemento essencial ocorre 

não apenas na filosfera desta árvore, mas também em todo o manguezal, portanto seria 

possível que o nitrogênio fixado fosse utilizado não apenas pela população microbiana da 

filosfera, mas também pela planta. 

 As cianobactérias associadas às árvores do gênero Avicennia e a sua contribuição para 

a fixação de nitrogênio foram estudadas por diversos trabalhos, os quais são unânimes no 

reconhecimento da importância deste grupo taxonômico. Toledo, Bashan e Soeldner (1995a) 

avaliaram a presença de cianobactérias em pneumatóforos de A. germinans em um manguezal 

no norte do México, encontrando ao longo dos mesmos uma produção massiva de biofilme 

com cianobactérias semelhantes aos membros dos gêneros Lyngbya e Oscillatoria na parte 

mais próxima ao sedimento, a Microcoleus spp. na zona central e cocoides semelhantes a 

Aphanothece spp. em conjunto com cianobactérias filamentosas não reconhecidas na parte 

superior das raízes aéreas. Anabaena sp. também foi isolada e sua presença foi constatada no 

sedimento circundante. A fixação de nitrogênio no local foi apontada como sendo baixa no 

inverno e tendo seu pico no meio do verão. Mann e Steinke (1993) verificaram que a 

capacidade de fixação de nitrogênio por cianobactérias isoladas a partir de pneumatóforos de 

uma árvore do gênero Avicennia em uma reserva na África do Sul correspondia a 24,3 % dos 

requerimentos de nitrogênio deste manguezal, atingindo seu pico durante o meio do verão. 

Lugomella, Bergman e Waterbury (2001) encontraram alta diversidade de cianobactérias 

unicelulares e filamentosas heterocitadas e não heterocitadas em mangues de Zanzibar, na 

Tanzânia. Este trabalho destacou linhagens dos gêneros Aphanocapsa, Lyngbya, Nodularia e 

Scytonema, com potencial diazotrófico, bem como a alta frequência em pneumatóforos do 

também diazotrófico gênero Rivularia. Posteriormente, Lugomella e Bergman (2002) 

testaram a taxa de redução de acetileno em pneumatóforos in situ e verificaram atividade de 

nitrogenase bastante elevada nas raízes aéreas em que havia crescimento conspícuo de 

Rivularia sp. No presente trabalho, apesar deste gênero não ter sido encontrado, foram 

isolados outros membros da família Rivulariaceae, fato que leva a crer que esta atividade 

possa não ocorrer apenas nos pneumatóforos, mas também nas folhas. 
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 Estudos de comunidades cianobacterianas de manguezais brasileiros foram realizados 

por meio de observação direta de amostras ambientais e de identificações morfológicas. Em 

1992, Neves e Tribuzi estudaram as cianobactérias do manguezal de Cabo Frio, no Rio de 

Janeiro, encontrando crescimento conspícuo de cianobactérias na superfície de sedimentos e 

em pneumatóforos de A. schaueriana. Além dos gêneros Brachytrichya, Calothrix, 

Chroococcus, Oscillatoria, Xenoccocus, as autoras visualizaram maior abundância de 

espécies dos gêneros Cyanocystis, Lyngbya, Microcoleus e Phormidium. No ano anterior, 

Branco (1991) havia realizado um levantamento das cianobactérias bentônicas em um 

manguezal da Ilha do Cardoso, em Cananeia, litoral do estado de São Paulo. Os resultados 

deste levantamento foram publicados em dois trabalhos, um tratando das cianobactérias então 

classificadas na ordem Chroococcales (BRANCO et al., 1996), e o outro, daquelas então na 

ordem Oscillatoriales (BRANCO et al., 1997). Esses autores relataram a observação dos 

gêneros Aphanothece, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Cyanocystis, Gloeothece, 

Heteroleibleinia, Leptolyngbya, Lyngbya, Merismopedia, Microcoleus, Myxohyella, 

Oscillatoria, Phormidium, Porphyrosiphon, Spirulina, Leibleinia, Schizothrix, Stichosiphon, 

Xenococcus e Yonedaella. Para o Maranhão, Nogueira e Ferreira-Correia (2001) reportaram 

os gêneros Aphanothece, Gloeocapsopsis, Leibleinia, Leptolyngbya, Lyngbya, Microcoleus, 

Pleurocapsa, Phormidium, Porphyrosyphon, Scytonema e Xenococcus nos troncos e nas 

raízes de Rhizophora mangle. Branco et al. (2003) observaram em um manguezal de 

Pernambuco os gêneros Aphanothece, Leptolyngbya, Lyngbya, Microcoleus, Myxohyella, 

Oscillatoria, Phormidium, Porphyrosiphon, Spirulina, Xenococcus e Yonedella, todos já 

encontrados anteriormente na Ilha do Cardoso. 

 Trabalhos mais recentes estudaram o perfil das comunidades de cianobactérias em 

manguezais do litoral do estado de São Paulo por técnicas de cultivo ou por técnicas 

independentes de cultivo. Silva (2010) obteve 42 sequências de genes de RNAr a partir de 

cianobactérias isoladas de solo, água e perifíton coletados nos manguezais da Ilha do Cardoso 

e de Bertioga. Os isolados foram identificados morfologicamente como pertencentes aos 

gêneros Aphanothece, Chlorogloea, Cyanothece, Leptolyngbya, Microchaete, Nostoc, 

Phormidium e Synechochoccus. Dentre as sequências de nucleotídeos obtidas, cinco 

(Chlorogloea sp. CENA150, Chlorogloea sp. CENA152, Cyanothece sp. CENA169, 

Leptolyngbya sp. CENA155 e Phormidium sp. CENA135) apresentaram percentual de 

similaridade menor que 95 % quando comparadas com sequências pertencentes a gêneros já 

descritos depositadas em bancos de dados públicos. A maior parte dos isolados apresentou 

semelhança com sequências do gênero Synechococcus, principalmente aqueles obtidos de 
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amostras coletadas próximas ao mar. Das amostras coletadas no manguezal de Bertioga, foi 

possível a obtenção de apenas quatro isolados (Chlorogloea sp. CENA150, Microchaete sp. 

CENA176, Nostoc sp. CENA175 e Synechococcus sp. CENA185), fato que a autora atribuiu 

às consequências do derramamento de petróleo ocorrido em 1983. Apesar do grande número 

de sequências desse trabalho relacionadas a táxons para os quais há relatos de capacidade de 

fixação biológica do nitrogênio, Genuário (2010) obteve resultado positivo para apenas seis 

dentre elas ao analisar 27 destas linhagens quanto à capacidade de reduzir acetileno. Todavia, 

o autor relata problemas metodológicos com a condução de sua análise, não sendo possível, 

portanto, afirmar se estas linhagens de fato são capazes de fixar nitrogênio atmosférico. Foi 

realizada também a comparação entre os manguezais de Bertioga e da Ilha do Cardoso através 

de técnicas de ecologia microbiana independentes de cultivo (RIGONATO, 2010). A análise 

das sequências obtidas por meio de bibliotecas gênicas demonstrou que as comunidades 

cianobacterianas presentes em solos e folhas de pontos próximos ao mar na Ilha do Cardoso 

se distinguiam claramente: enquanto nos solos foi observada a predominância dos gêneros 

Prochlorococcus e Synechococcus, ambos de alta abundância em ambientes marinhos, a 

filosfera apresentava maior número de sequências relacionadas ao gênero Symphyonemopsis, 

de rara ocorrência em outros locais. Considerando que tanto Synechococcus quanto 

Symphyonemopsis podem atuar na fixação biológica do nitrogênio, sua abundância seria mais 

um indicativo de que estas cianobactérias possuam importância na biogeoquímica deste 

elemento em seus respectivos habitats. Os fragmentos dos genes de RNAr 16s sequenciados 

foram relacionados aos gêneros Anabaena, Aphanocapsa, Arthronema, Cyanobium, 

Gloeothece, Leptolyngbya, Limnothrix, Nostoc, Oscillatoria, Phormidium, Tolypothrix, 

Tychonema e Xenococcus, obtidas de solos, e Acaryochloris, Anabaena, Brasilonema, 

Cyanobacterium, Fischerella, Hidrocoleum, Leptolyngbya, Microcoleus, Nostoc, 

Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Prochlorococcus, Raphidiopsis, Rivularia, 

Scytonema, Symphyonemopsis, Synechococcus e Xenococcus, obtidas de folhas. Como é 

frequente em estudos de ecologia microbiana que utilizam técnicas independentes de cultivo, 

maior abundância foi encontrada para sequências de cianobactérias não cultivadas. 

 Comparando as descrições dos trabalhos citados com os táxons obtidos no presente 

trabalho, a despeito da grande variedade de gêneros observada anteriormente, foi obtida 

coincidência apenas dos gêneros Brasilonema, Leptolyngbya e de Microcoleus, como será 

visto a seguir. 
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6.2 Caracterização molecular dos isolados 

 

 O gene de RNAr 16S foi sequenciado para as trinta e quatro linhagens (Anexo). 

Destas, dezessete (CENA316, CENA317, CENA318, CENA321, CENA322, CENA323, 

CENA329, CENA332, CENA334, CENA335, CENA336, CENA338, CENA339, CENA340, 

CENA343, CENA344 e CENA347) apresentaram alta similaridade com sequências de gênero 

já conhecido depositadas no GenBank (NCBI). As dezessete restantes (CENA315, CENA319, 

CENA320, CENA324, CENA325, CENA326, CENA327, CENA328, CENA330, CENA331, 

CENA333, CENA337, CENA341, CENA342, CENA345, CENA346 e CENA348) exibiram 

percentual de similaridade menor que 95 % com cianobactérias já descritas. CENA319, 

CENA320, CENA323, CENA329, CENA334, CENA336, CENA338 e CENA343 se 

mostraram mais próximas de organismos não cultivados (Tabela 3). 

 

 
Tabela 3 – Similaridade entre as sequências de DNAr 16S obtidas e sequências disponíveis no 

GenBank (NCBI) pela ferramenta de busca de alinhamento básico local (BLAST). 

Linhagem 
Tamanho do 

fragmento (pb) 
Organismo mais próximo 

(Número de acesso) 
Identidade 

(%) 
Cobertura 

(%) 

CENA315 1392 
Xenococcus sp. PCC 7307 

(AB074510) 
89 94 

CENA316 1412 
Leptolyngbya sp. ANT.LH52.1 

(AY493584) 
98 100 

CENA317 1412 
Leptolyngbya sp. ANT.LH52.1 

(AY493584) 
98 100 

CENA318 1410 
Leptolyngbya sp. ANT.LH52.1 

(AY493584) 
98 100 

CENA319 1410 
Clone não cultivado 

(FJ517069) 
98 100 

CENA320 1415 
Clone não cultivado 

(GU117953) 
95 99 

CENA321 1416 
Oscillatoriales JSC-1 

(FJ788926) 
96 99 

CENA322 1413 
Leptolyngbya sp. OBB24S04 

(AJ639893) 
98 100 

CENA323 1451 
Clone não cultivado 

(GQ441263) 
97 98 

CENA324 1414 
Brasilonema octagenarum UFV-OR1 

(EF150855) 
93 100 

(continua) 
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Tabela 3 (continuação) 

Linhagem 
Tamanho do 

fragmento (pb) 
Organismo mais próximo 

(Número de acesso) 
Identidade 

(%) 
Cobertura 

(%) 

CENA325 1415 
Tolypothrix sp. IAM M-259 

(AB093486) 
93 100 

CENA326 1414 
Calothrix sp. PCC 7507 

(AM230678) 
93 100 

CENA327 1413 
Chroococcales LEGE 060123 

(FJ589716) 
99 97 

CENA328 1401 
Tolypothrix sp. IAM M-259 

(AB093486) 
94 95 

CENA329 1416 
Clone não cultivado 

(GQ397073) 
98 100 

CENA330 1414 
Calothrix sp. PCC7507 

(AM230678) 
93 100 

CENA331 1416 
Pleurocapsa sp. CALU 1126 

(DQ293994) 
94 100 

CENA332 1412 
Leptolyngbya sp. ANT.LH52.1 

(AY493584) 
98 100 

CENA333 1418 
Pleurocapsa sp. CALU 1126 

(DQ293994) 
94 100 

CENA334 1416 
Clone não cultivado 

(GQ397073) 
98 100 

CENA335 1415 
Leptolyngbya sp. ANT.LH52.1 

(AY493584) 
98 100 

CENA336 1413 
Clone não cultivado 

(GQ397073) 
97 100 

CENA337 1418 
Pleurocapsa sp. CALU 1126 

(DQ293994) 
94 100 

CENA338 1413 
Clone não cultivado 

(GQ397073) 
97 100 

CENA339 1412 
Leptolyngbya sp. ANT.LH52.1 

(AY493584) 
98 100 

CENA340 1410 
Leptolyngbya frigida ANT.LH70.1 

(AY493574) 
95 100 

CENA341 1414 
Calothrix sp. PCC7507 

(AM230678) 
93 100 

CENA342 1414 
Oscillatoriales JSC-1 

(FJ788926) 
94 99 

(continua) 
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Tabela 3 (conclusão) 

Linhagem 
Tamanho do 
fragmento 

Organismo mais próximo 
(Número de acesso) 

Identidade Cobertura 

CENA343 1416 
Clone não cultivado 

(GQ397073) 
98 100 

CENA344 1413 
Microcoleus sp. DAI 

(EF654029) 
97 100 

CENA345 1418 
Pleurocapsa sp. CALU 1126 

(DQ293994) 
94 100 

CENA346 1418 
Pleurocapsa sp. CALU 1126 

(DQ293994) 
94 100 

CENA347 1415 
 Brasilonema octagenarum 

(EF150855) 
99 100 

CENA348 1415 
Pleurocapsa sp. CALU 1126 

(DQ293994) 
92 95 

 

 

 A análise filogenética, com o apoio de descrições morfológicas, de informações 

ecológicas e das taxas de similaridade ribossomal entre as sequências, permitiu determinar 

que as trinta e quatro cianobactérias isoladas neste trabalho agrupam-se de forma a 

constituírem o que poderia ser interpretado como quinze diferentes gêneros (Figura 5). 

 Embora a comparação das sequências de CENA316, CENA317, CENA318, 

CENA332, CENA335 e CENA339 com as depositadas nos bancos de dados tenham apontado 

maior similaridade com uma sequência pertencente ao gênero Leptolyngbya, as características 

morfológicas observadas em microscopia óptica correspondem às descritas para o gênero 

Pseudophormidium, tais como filamentos emaranhados, variavelmente curvados, formados 

por células subquadráticas e fortemente constritas, com ramificações falsas duplas. As seis 

sequências também apresentaram 97 % de similaridade com Pseudophormidium sp. 

ANT.PENDANT.3 (número de acesso AY493587). A análise filogenética confirmou esta 

proximidade pela formação de um clado de alto valor de reamostragem. Estes dados 

conduziram a identificação destas linhagens para Pseudophormidium sp. Como Leptolyngbya 

sp. ANT.LH52.1 apresenta alta similaridade com as linhagens isoladas neste trabalho e se 

localiza dentro de um clado formado por membros da família Phormidiaceae, distante de 

membros do gênero Leptolyngbya, acredita-se que sua identificação deve ser revista. 
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Figura 5 – Árvore filogenética obtida pelo método de agrupamento de vizinhos. Os valores de 
reamostragem maiores que 50 se encontram nos nós da árvore. Em verde se 
encontram as linhagens isoladas neste estudo. 
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 A comparação da sequência do gene de RNAr 16S de CENA323 com os bancos de 

dados do NCBI resultou em maior similaridade com o clone de um organismo não cultivado. 

Apesar disso, esta linhagem apresentou características morfológicas descritas para o gênero 

Leptolyngbya, entre elas tricomas cilíndricos com bainhas firmes e hialinas, células menores 

que 3,5 µm de largura e reprodução por hormogônios com formação de necrídios, e sua 

sequência possui 97% de similaridade com Leptolyngbya sp. 0BB24S04 (número de acesso 

no NCBI AJ639893). Desta forma, essas informações levaram à identificação de CENA323 

como representante do gênero Leptolyngbya. CENA322 apresentou tanto características 

morfológicas quanto similaridade gênica para o RNAr 16S com o gênero Leptolyngbya. As 

linhagens CENA 322 e CENA 323 se agruparam com membros deste gênero na árvore 

filogenética, fato que confirma a identificação. Contudo, os organismos deste clado não se 

agruparam com a espécie-tipo do gênero, L. boryana. O mesmo caso ocorre com CENA340, 

próxima a L. frigida, de maneira que estas linhagens deverão ser reclassificadas 

posteriormente juntamente com os demais isolados. Próximos a este clado estão CENA319 e 

CENA320, que diferem o suficiente molecularmente para serem classificados como dois 

gêneros novos. 

 A linhagem CENA321 se mostrou mais próxima filogeneticamente de Leptolyngbya 

sp. CENA103 e Leptolyngbya sp. CENA112, depositadas por Furtado et al. (2009), e L. 

frigida ANT.LH70, depositada por Taton et al. (2006). Apesar de estas três linhagens terem 

sido identificadas como pertencentes ao gênero Leptolyngbya nos trabalhos originais, foi 

demonstrado neste trabalho que elas se agrupam em um clado afastado dos outros 

representantes deste táxon. Além disso, a comparação das sequências das quatro linhagens 

(CENA321, CENA103, CENA112 e ANT.LH70) com outras sequências depositadas no 

banco de dados do NCBI resulta em uma similaridade de apenas 94 % com o membro mais 

próximo do gênero Leptolyngbya, uma porcentagem abaixo do critério atualmente adotado 

para que seja feito o agrupamento taxonômico de dois organismos em um mesmo gênero 

(KOMÁREK, 2010). A sequência mais próxima de CENA321, a linhagem CENA342, com a 

qual se agrupa na árvore filogenética, também apresenta menos de 95 % de similaridade do 

gene de RNAr 16S com as linhagens citadas. Esta separação também se manifesta 

morfologicamente: não somente CENA321 e CENA342 apresentam ramificação falsa dupla, 

mas também CENA103 e CENA112 (dados não publicados), uma característica raramente 

encontrada no gênero ao qual foram identificadas – dentre as 143 espécies do gênero 

Leptolyngbya, a presença de ramificação falsa dupla é relatada para apenas 8 morfoespécies 

(L. battersii, L. boryana, L. calotrichoides, L. carnea, L. dangeardii, L. edaphica, L. 
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nostocorum e L. novergica) (KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 2005), das quais apenas L. 

boryana possui sequências de DNAr 16S depositadas. As mais próximas dessas sequências 

(L. boryana IAM M-101 e L. boryana UTEX B485) apresentam apenas 90 % de similaridade 

com CENA321. Embora não tenham relatado a observação de ramificação dupla em 

Leptolyngbya sp. ANT.LH70.1, Taton et al. (2006) afirmam que esta linhagem não 

apresentou características claras de nenhuma morfoespécie deste gênero. 

 As sequências de L. boryana disponíveis em bancos de dados públicos não se agrupam 

com nenhuma das linhagens deste trabalho e com grande parte das sequências de espécies 

classificadas no mesmo gênero. Diversos trabalhos apontam que Leptolyngbya é um gênero 

polifilético que necessita de revisão (ALBERTANO; KOVÁČIK, 1994; JOHANSEN et al., 

2008; WILMOTTE, STAM; DEMOULIN, 1997). 

 As cianobactérias formadoras de baeócitos isoladas neste estudo (CENA315, 

CENA327, CENA331, CENA333, CENA337, CENA345, CENA346 e CENA348) não 

formaram um clado único, resultado consistente com estudos anteriores que apontaram que a 

capacidade de formação de baeócitos é uma característica polifilética (ISHIDA et al., 2001). 

CENA327 se mostrou próximo de alguns isolados do gênero Chroococcidiopsis, também 

constituído por cianobactérias unicelulares coloniais com mais de três planos de divisão e 

formadoras de baeócitos. No entanto, pela análise filogenética, esse agrupamento se encontra 

dentro de um clado formado majoritariamente por cianobactérias da ordem Nostocales. 

Fewer, Friedl e Büdel (2002) confirmaram a proximidade filogenética entre estes organismos, 

afirmando que em Chroococcidiopsis estão classificados os parentes vivos mais próximos das 

cianobactérias filamentosas heterocitadas. Contudo, a árvore filogenética obtida no presente 

trabalho não corrobora com esta afirmação, mostrando que, apesar de realmente haver relação 

filogenética entre estes micro-organismos, há maior proximidade entre as cianobactérias 

heterocitadas e algumas cianobactérias atualmente classificadas no gênero Microcoleus. 

 Interações planta-bactéria possuem grande importância durante o crescimento e o 

desenvolvimento vegetal e podem ser utilizadas para melhorar a produtividade vegetal de um 

determinado ambiente (WEYENS, 2009), e existem relatos de que cianobactérias possuem 

potencial para auxiliar a recuperação de manguezais degradados por estimular o crescimento 

de mangues (BASHAN; HOLGUIN, 2002). Árvores do gênero Avicennia inoculadas com 

Microcoleus chtonoplastes apresentaram alta taxa de colonização de raízes com um aumento 

na taxa de nitrogênio fixado e com acúmulo de nitrogênio em mudas (BASHAN et al., 1998; 

TOLEDO; BASHAN; SOELDNER, 1995b). Neste trabalho foi isolada uma cianobactéria 

identificada como Microcoleus sp., que recebeu o código CENA344. Todavia, este gênero é 
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polifilético, e se divide em pelo menos dois grupos bem definidos: um pertencente à família 

Phormidiaceae, que agrupa organismos marinhos próximos ao novo gênero Coleofasciculus, e 

outro pertencente à família Oscillatoriaceae, que contém a espécie-tipo do gênero e 

compreende organismos terrestres, os quais apresentam diferenças morfológicas claras 

relacionadas ao tipo de divisão celular, ao comprimento celular relativo, à motilidade e à 

presença ou à ausência de caliptra (SIEGESMUND et al., 2008). CENA344 também deverá 

ser reclassificada posteriormente juntamente com o restante das cianobactérias marinhas 

atualmente classificadas no gênero Microcoleus. 

 Os isolados CENA329, CENA334, CENA336, CENA338 e CENA343 apresentaram 

97 % de similaridade de DNAr 16S com Coleodesmium sp. ANT.LH52B.5. Todavia, o 

gênero Coleodesmium possui como principal característica a presença de vários tricomas 

dentro de uma mesma bainha, o que não foi observado nos isolados deste trabalho. Os 

isolados também apresentam ramificação falsa dupla, não descrita para Coleodesmium spp. 

As cianobactérias da ordem Nostocales geralmente apresentam percentual de similaridade de 

sequências de genes de RNAr 16S muito alto entre si, dificultando a separação de gêneros por 

esse gene (CASAMATTA; GOMEZ; JOHANSEN, 2006). Ademais, por constituírem um 

grupo monofilético que divergiu muito cedo dos demais grupos do filo, as cianobactérias 

heterocitadas podem apresentar uma posição instável nas árvores filogenéticas devido à sua 

alta distância evolutiva em relação às cianobactérias de outras ordens, a qual, em alguns 

casos, pode gerar uma atração entre sequências não relacionadas, indicando uma similaridade 

falsa (KORELUSOVÁ, 2008). Todavia, é possível distinguir claramente entre cianobactérias 

desta ordem que apresentem grande similaridade morfológica e ribossomal entre si e que 

sejam proximamente relacionadas filogeneticamente por meio do sequenciamento de genes 

funcionais (HENSON; WATSON; BARNUM, 2002). Casamatta et al. (2006) também 

obtiveram similaridade de 97 % entre Coleodesmium sp. ANT.LH52B.5 e sua linhagem CAT 

1M, a qual, a despeito desta alta similaridade, foi classificada no novo gênero Rexia tomando 

por critérios as diferenças morfológicas entre as linhagens. Portanto, a despeito da alta 

similaridade molecular, diferenças morfológicas e filogenéticas indicam que este clado deve 

também ser classificado como representante de um novo gênero. 

 CENA315 e CENA348 apresentaram um número de nucleotídeos significamente 

diferente nas sequências do gene de RNAr 16S obtidas neste trabalho (1392 e 1415, 

respectivamente), o que pode resultado de eventos mutacionais como inserções e/ou deleções, 

além de haver apenas 89 % de similaridade entre si, e de ambas apresentarem o mesmo 

percentual de similaridade com CENA345, a linhagem mais próxima a elas. Portanto, o 
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agrupamento em um clado único destas sequências não proximamente relacionadas é 

provavelmente um artefato ocasionado por atração de ramos longos devido a estas sequências 

constituírem exemplares únicos dos táxons que representam. Novos isolamentos devem ser 

realizados para melhor esclarecer o relacionamento entre elas. Além destes, há o indicativo 

para outros dois novos gêneros unicelulares: um representado pelo clado que compreende 

CENA331, CENA333, CENA337 e CENA346, e outro por CENA345. 

 Os isolados CENA324, CENA325, CENA326, CENA328, CENA330 e CENA341 

formaram um clado bem definido amparado por um percentual de reamostragem de 100 % 

que se separa de maneira clara dos grupos de cianobactérias já descritas, podendo ser também 

classificadas dentro de um novo gênero. 

 Não foi possível aprofundar as identificações dos isolados para além do nível de 

gênero com os dados levantados devido ao alto número de novos táxons e à limitação das 

técnicas utilizadas. Em 1994, Stackebrandt e Goebel determinaram que, para duas linhagens 

serem classificadas como pertencentes à mesma espécie, devem apresentar um percentual de 

similaridade entre suas sequências do gene de RNAr 16S igual a ou maior que 97 %. 

Entretanto, algumas linhagens classificadas em espécies diferentes também podem apresentar 

este percentual de similaridade. De acordo com Komárek (2010, p. 254, tradução nossa), o 

conceito de espécie atualmente considerado o mais adequado para as cianobactérias pode ser 

resumido no seguinte: 

 

Grupo de populações (+linhagens) que pertencem ao mesmo genótipo 
(gênero), caracterizado por aspectos fenotípicos estáveis (definíveis e 
reconhecíveis, com limites distintos de variação) e com o mesmo 
critério ecológico. Elas ocorrem repetitivamente (com o tempo) em 
uma variedade de locais ecologicamente similares. 

 

 Para a identificação ou a caracterização de novas linhagens, Casamatta e Johansen 

(2004) propõem uma abordagem composta por três passos: 1) a determinação da família pelo 

arranjo dos tilacoides e pelo tipo de divisão celular; 2) a determinação do gênero através do 

sequenciamento do gene de RNAr 16S; 3) a determinação da espécie por meio do 

sequenciamento do espaço intergênico 16S-23S e com o auxílio de caracteres morfológicos. 

Portanto, com os dados levantados neste trabalho, a menor categoria taxonômica possível de 

ser determinada é a de gênero (quando este já está descrito), já que as técnicas utilizadas não 

possuem resolução adequada para a identificação para além deste nível. Para que a 

identificação das linhagens seja realizada até o nível de espécie, mais estudos são necessários. 
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 No manguezal de Bertioga, o solo do ponto próximo ao mar foi caracterizado como 

um entisol, um solo que sofreu pouca alteração, com os seguintes atributos químicos: pH 2,8; 

condutividade elétrica de 7,41 dS.m-1; 7,39 de carbono; 0,46 de nitrogênio; 7,51 mg.Kg-1 de 

amônio; 10,13 mg.Kg-1 de nitrito; 0,00 mg.Kg-1 de nitrato; 349,54 mg.Kg-1 de fósforo; 6,70 

mmolc.Kg-1 de cálcio; 4,22 mmolc.Kg-1 de magnésio; 10,19 mmol.Kg-1 de potássio; 61,45 

mmolc.Kg-1 de sódio; e 61,97 mmolc.Kg-1 de alumínio, valores que indicam que este solo 

apresenta ultra-acidez, alta concentração de sódio e alumínio e deficiência de compostos 

nitrogenados (RIGONATO, 2010). Apesar das condições na superfície das folhas de 

A. schaueriana no local não terem sido analisadas, é provável que as condições do solo 

tenham influenciado significativamente as condições da filosfera das árvores do local, 

especialmente no tocante ao pH e à concentração de íons, constituindo de fato um fator de 

isolamento. Rigonato (2010) avaliou a diversidade cianobacteriana do solo do manguezal de 

Bertioga e do solo e da filosfera das árvores do manguezal da Ilha do Cardoso, encontrando 

menores valores de riqueza (38,33 e 42,58 para os índices Chao1 e ACE, respectivamente) e 

diversidade (2,23 para o índice de diversidade de Shannon) nos solos coletados em pontos 

próximos ao mar no manguezal de Bertioga em comparação com os valores obtidos para 

outros pontos do mangue, como no local próximo à floresta. Na Ilha do Cardoso, a região 

próxima do mar também apresentou os menores índices de riqueza (valores de 63 para ACE e 

85 para Chao1), apesar do maior índice de diversidade (2,52 para Shannon), e também a 

filosfera de A. schaueriana em relação às outras árvores apresentou menor riqueza e 

diversidade (ACE=13,8, Chao1=5,0 e Shannon=1,31). Contudo, a localização da árvore 

dentro do manguezal foi apontada como possuindo ainda maior influência sobre a 

comunidade cianobacteriana que a espécie da árvore. A filosfera de A. schaueriana na região 

mais próxima ao mar apresenta menor riqueza e abundância de cianobactérias que todos os 

outros habitats estudados, fato que sugere que este seja o habitat mais extremo dentro do 

manguezal da Ilha do Cardoso. Entre essas amostras, foi encontrado baixo número de 

unidades taxonômicas operacionais ubíquas. Foram observadas UTOs que apresentavam uma 

aparente preferência a determinados locais dos manguezais e um elevado número de 

sequências raras, com apenas um ou dois representantes, que, em sua maioria, se agrupou em 

um grande clado separado de todo o restante das cianobactérias conhecidas. Foram 

recuperadas duas UTOS exclusivas para o manguezal da Ilha do Cardoso e uma para o de 

Bertioga. Esses dados mostram que de fato há uma forte influência do intemperismo, da 

inundação e da salinidade sobre a composição, a riqueza e a abundância da microbiota dos 

ecossistemas de mangue. O conjunto destes fatores sugere que as condições da superfície das 
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folhas de A. schaueriana coletadas em Bertioga, em especial sua alta salinidade, de fato 

podem constituir uma elevada pressão de seleção. 

 Quando comparadas filogeneticamente com sequências representantes das UTOs de 

cianobactérias obtidas por Rigonato (2010) em bibliotecas gênicas da filosfera das árvores do 

manguezal da Ilha do Cardoso, a grande maioria das sequências dos isolados obtidos neste 

trabalho se apresentou distante não somente das sequências da filosfera de Laguncularia 

racemosa e Rhizophora mangle, mas também daquelas provenientes da superfície das folhas 

de A. schaueriana (dados não apresentados). Logo, já que técnicas independentes de cultivo 

possuem maior resolução que técnicas baseadas em cultura, pode-se dizer que, com exceção 

de membros dos gêneros Brasilonema, Leptolyngbya e Microcoleus, os táxons isolados neste 

trabalho provavelmente não habitam a filosfera dos mangues da Ilha do Cardoso. Estas 

diferenças, é claro, podem ser decorrentes do uso de diferentes métodos de análise ou serem 

resultantes do impacto do petróleo em Bertioga. Todavia, em vista dos dados coletados e das 

informações mais recentes a respeito da biogeografia microbiana, há um indicativo de que isto 

seja fruto de um padrão biogeográfico verdadeiro. 

 No grupo das cianobactérias, a hipótese de cosmopolitismo generalizado vem sendo 

questionada por Komárek desde 1985, quando este pesquisador demonstrou que apenas 15 % 

das espécies de água doce em Cuba eram cosmopolitas e que o restante possuía uma 

distribuição geográfica bem definida. Trabalhos recentes mostram que a filosfera é um habitat 

propício para o desenvolvimento de padrões biogeográficos: são relatadas diferenças entre 

comunidades microbianas de locais distintos como decorrência de variações nas condições 

ecológicas, das espécies das árvores, da localização geográfica e de fatores temporais. Ruiz 

(2010) comparou comunidades de bactérias da filosfera de Maytenus robusta presentes em 

duas áreas de Mata Atlântica geograficamente distintas e verificou diferenças significativas 

entre as comunidades, inclusive encontrando diversos táxons únicos, e concluiu que o 

conjunto de seus dados sugeria a existência de endemismo, de baixa dispersão e de alto nível 

de especiação nas bactérias que habitam a superfície das folhas de M. Robusta. O padrão 

biogeográfico de um micro-organismo pode estar relacionado à sua biologia e ao seu habitat, 

que juntos determinarão quão facilmente é disperso, se permanecerá viável durante o 

transporte e se é provável que encontre um ambiente favorável (HEDLUND; STALEY, 

2004). O isolamento físico é um dos mecanismos que agem sobre a divergência microbiana, 

consequentemente influenciando a evolução dos micro-organismos, e pode ser mais comum 

do que se acredita hoje, tanto para organismos simbiontes quanto de vida livre. Contudo, a 

separação física de populações deve ser vista não em termos absolutos, mas como um 



 58 

gradiente de diferentes frequências de dispersão em que endossimbiontes se encontram em 

um extremo e cosmopolitas no outro (PAPKE; WARD, 2004). Ramette e Tiedje (2007) 

afirmam que a dispersão de uma bactéria pode ser limitada por barreiras físicas como a 

topografia de um local, por requerimentos fisiológicos como estreita faixa de tolerância a 

variações de temperatura, salinidade ou pH, por fatores ecológicos como alta competição ou 

por limitação de recursos. A maior parte destes fatores é encontrada na filosfera de espécies 

de Avicennia. 

 Contudo, não é possível determinar se os candidatos a novos gêneros obtidos neste 

trabalho são exclusivos do manguezal antropizado de Bertioga, se podem ser encontrados em 

outros mangues, se possuem A. schaueriana como hospedeira exclusiva ou se podem ser 

encontrados na filosfera de outras árvores e em outros ambientes, já que ainda não há estudos 

semelhantes, o que impede que seja determinado com certeza qual o fator de maior 

importância para o estabelecimento destes táxons. Este é provavelmente um resultado da 

combinação de todas as características extremas a que o ambiente e os microambientes 

estudados estão submetidos. As informações atualmente disponíveis conduzem à conclusão 

de que, excetuando-se CENA319, filogeneticamente próxima de cianobactérias não cultivadas 

de uma zona úmida do semiárido espanhol, CENA320, próxima de sequências ambientais de 

corais ameaçados, CENA327, relacionada a cianobactérias não cultivadas de fontes termais e 

de rochas entremarés e o clado formado por CENA329, CENA334, CENA336, CENA338 e 

CENA343, é possível que os candidatos a seis novos gêneros isolados no presente trabalho 

representem táxons endêmicos. 

 

6.3 Caracterização ultraestrutural 

 

 A análise de secções semifinas por microscopia óptica permitiu visualizar o conteúdo 

citoplasmático, revelando uma informação que não foi possível ser levantada por microscopia 

óptica de células íntegras. Mesmo nesta limitada modalidade de microscopia, puderam ser 

observados grânulos no citoplasma de grande parte das células da cultura de CENA315. Em 

algumas células, estes grânulos adquiriam um volume bastante elevado. A microscopia óptica 

dos cortes semifinos das culturas das outras linhagens também acusou a presença de grânulos 

no citoplasma de algumas das células, porém de menor volume e abundância quando 

comparados com os grânulos de CENA315 (Figura 6). 
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Figura 6 – Micrografias ópticas de secções semifinas de culturas de cianobactérias de 
possíveis gêneros não descritos. A: CENA315; B: CENA319; C: CENA320; D: 
CENA321; E: CENA327; F: CENA333; G: CENA338; H: CENA341; I: 
CENA345; J: CENA348. 
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  Em microscopia eletrônica de transmissão, os grânulos vistos em microscopia óptica 

puderam ser visualizados com melhor resolução. Os tilacoides das amostras avaliadas se 

mostraram bastante conspícuos e, de uma maneira geral, sua disposição no citoplasma das 

células analisadas não divergiu do descrito na literatura para as famílias a que os isolaram 

foram identificados. Em cianobactérias, os tilacoides costumam ocupar grande parte do 

citoplasma e suas membranas são geralmente vistas em microscopia eletrônica de transmissão 

na forma de faixas de coloração clara, como pode ser constatado na Figura 7 e na Figura 8.

 Em CENA315, o arranjo dos tilacoides é bastante irregular, com membranas dispersas 

por todo o citoplasma. CENA327, também unicelular, apresentou tilacoides dispersos em um 

arranjo irregular por todo o citoplasma, como comumente encontrado em cianobactérias da 

ordem Chroococcales, porém menos compactos que os de CENA315. Pode-se observar que 

nos tilacoides destas cianobactérias, segundo Lang (1968, p. 22, tradução nossa), “sua 

permeação em forma de rede ao longo da célula apresenta um labirinto de placas 

entrelaçadas”. CENA333, CENA345 e CENA348 possuem um arranjo de tilacoides mais 

ordenado, com várias camadas sobrepostas que se dobram e se espalham pelo citoplasma. 

Nesta análise, observou-se em todos esses isolados uma bainha espessa, em conformidade 

com o observado em outras modalidades de microscopia, e bastante lamelada. 

 A linhagem CENA319 apresentou tilacoides na periferia da célula, paralelos ao 

envelope celular, podendo ser vistos pontos de contato entre os tilacoides e a membrana 

plasmática. Acredita-se que a biogênese de alguns componentes dos tilacoides possa ocorrer 

nestes sítios de convergência (NICKELSEN et al., 2011). Em adição a estes tilacoides 

parietais, verificou-se tanto longitudinalmente como transversalmente uma faixa de 4 a 9 

membranas atravessando a região central da célula, padrão que se manteve entre as diferentes 

células desta cultura. 

CENA319 possui bastante semelhança morfológica com o gênero Leptoyngbya, um 

dos gêneros cianobacterianos de maior dispersão mundial. A família Pseudanabaenaceae foi 

recentemente separada das famílias Phormidiaceae e Oscillatoriaceae, pois se mostrou mais 

próxima evolutivamente de cianobactérias unicelulares. Células quadráticas (de largura de 

tamanho próximo ao do comprimento) como as encontradas em CENA319 são incomuns 

nesta ordem, sendo mais características de Phormidiaceae, tendo sido inclusive utilizada 

como caráter diacrítico em sistemas anteriores (KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 2005). Por 

pertencerem à mesma família, membros do gênero Leptolyngbya também possuem tilacoides 

parietais dispostos na periferia da célula (KOMÁREK; KAŠTOVSKÝ, 2003). 
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Figura 7 – Micrografias eletrônicas de transmissão de culturas de cianobactérias da filosfera 
de A. schaueriana. A e B: CENA315; C e D: CENA319; E e F: CENA320; G e H: 
CENA321; I e J: CENA327. 
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Figura 8 – Micrografias eletrônicas de transmissão de culturas de cianobactérias da filosfera 
de A. schaueriana. A e B: CENA333; C e D: CENA338; E e F: CENA341; G e H: 
CENA345; I e J: CENA348. 
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Apesar de a princípio parecer que estas cianobactérias só podem ser diferenciadas por 

biologia molecular, CENA319 apresenta uma faixa de tilacoides que atravessa o centro da 

célula longitudinalmente. Esta característica, em conjunto com a predominância de células 

quadráticas, talvez possa ser adotada como caráter diacrítico. Por sua peculiaridade, a 

ultraestrutura de CENA319 também auxilia na sua diferenciação de outros táxons como o 

representado por CENA320. A despeito da pouca diferença morfológica, qualquer dúvida a 

respeito da divergência taxonômica entre CENA319 e CENA320 é eliminada frente à 

comparação da ultraestrutura dos tilacoides destas cianobactérias. Enquanto os tilacoides de 

CENA320 também estão arranjados parietalmente, este isolado possui uma média de 3 a 4 

membranas tilacoidais de maior volume, dispostas exclusivamente na periferia da célula. 

 A alta variabilidade genética encontrada em cianobactérias morfologicamente 

similares que seriam classificadas dentro da mesma espécie por critérios taxonômicos 

morfológicos levou à conclusão de que há ocorrência de espécies crípticas dentro deste filo 

(CASAMATTA; VIS; SHEATH, 2003). Como verificado neste trabalho, outras métodos de 

caracterização como a microscopia eletrônica e a análise filogenética se tornam fundamentais 

para uma correta identificação ou classificação de linhagens em casos como o de CENA319, o 

que mostra novamente a necessidade de uma abordagem polifásica. 

 O maior volume foi verificado para os tilacoides de CENA321, em cujo citoplasma 

puderam ser visualizadas 3 a 4 membranas que ocupavam a maior parte deste, se 

diferenciando significativamente dos tilacoides normalmente encontrados no gênero 

Leptolyngbya, com o qual, até que este gênero seja revisto, possui maior proximidade 

filogenética, e no restante da ordem Pseudanabaenales. 

 O arranjo dos tilacoides dos isolados CENA338 e CENA341, cianobactérias 

identificadas como pertencentes à ordem Nostocales, estão dispostos de maneira irregular por 

todo o citoplasma. Este arranjo não destoa do esperado para os membros desta ordem, que de 

fato não costumam apresentar grande variação (HOFFMANN; KOMÁREK; KAŠTOVSKÝ, 

2005). 

 No envelope celular das cianobactérias pode-se distinguir uma membrana externa, 

uma membrana interna e uma camada de peptidioglicanos de tamanho intermediário entre as 

encontradas em bactérias gram-negativas e em gram-positivas (HOICZYK; HANSEL, 2000). 

Dentro do domínio Bacteria, os tilacoides são estruturas exclusivas do grupo das 

cianobactérias (ZAK et al., 2001). Neles estão contidos o aparato fotossintético e algumas 

enzimas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons (STEVENS; NIERZWICKI-BAUER, 

1991). Em algumas cianobactérias, os tilacoides não possuem ligação com a membrana 
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plasmática, o que torna este grupo o único táxon bacteriano em que podem ser encontradas 

organelas verdadeiras (LIBERTON et al., 2006). As cianobactérias que não apresentam 

tilacoides, representadas pelo gênero Gloeobacter, são classificadas em uma ordem própria, 

Gloeobacterales (HOFFMANN; KOMÁREK; KAŠTOVSKÝ, 2005; RIPPKA; 

WATERBURY; COHEN-BAZIRE , 1974). 

 Por desempenharem papel central no metabolismo cianobacteriano, os tilacoides são 

uma característica confiável devido a, em termos evolutivos, serem bastante conservados, 

havendo correlação entre as análises moleculares e a ultraestrutura dos tilacoides. Estudos 

mostraram uma congruência entre esses dois dados e apontaram que há pelo menos duas 

linhas evolutivas distintas de cianobactérias não heterocitadas, ambas compostas de 

organismos unicelulares e filamentosos, enquanto cianobactérias com heterócitos, células 

especializadas para a fixação de N2, possuem um arranjo mais homogêneo e podem ser 

consideradas monofiléticas (KOMÁREK; KAŠTOVSKÝ, 2003). Esta observação foi 

confirmada no presente trabalho, tendo sido obtida correspondência entre o arranjo de 

tilacoides e as outras análises. 

 De uma forma geral, a estrutura celular das cianobactérias e dos cloroplastos das 

plantas são semelhantes. Um dos aspectos em que os tilacoides das cianobactérias se 

distinguem dos cloroplastos é, além da não disposição em granos, a associação de 

ficobilissomos, estruturas captadoras de luz constituídas por grandes agregados de 

ficobiliproteínas, as proteínas de maior abundância em cianobactérias e que, por serem 

hidrofílicas, estão em contato com o citoplasma (MULLINEAUX, 1999). Os ficobilissomos 

podem ser visualizados como pontos pretos na região elétron-densa presente entre as 

membranas tilacoidais em microscopia eletrônica de transmissão. 

 Outro aspecto que se destaca no material analisado é a presença de inclusões 

citoplasmáticas. Em CENA315, como pôde ser constatado anteriormente na microscopia de 

secções semifinas, estas inclusões celulares adquirem elevado volume, ocupando em algumas 

células a maior porção do citoplasma. A microscopia eletrônica mostrou que diversos 

grânulos desta linhagem se apresentam bicolores, fato que sugere que eles possam ser 

formados tanto por material elétron-denso quanto por de baixa densidade, agrupando, 

portanto, substâncias de diferente composição química, característica não vista em nenhuma 

das outras linhagens. 

 A diversidade das cianobactérias se reflete na diversidade de suas estruturas 

subcelulares, havendo mais de vinte elementos estruturais subcelulares visualizados em 

microscopia eletrônica de transmissão já diagramados (STEVENS; NIERZWICKI-BAUER, 
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1991). Em bactérias, inclusões celulares podem ser inorgânicas ou orgânicas, sendo um 

resultado de desbalanços nutricionais durante o ciclo de vida do micro-organismo ou 

constituindo parte fundamental do metabolismo celular (SHIVELY, 2006). Entre as inclusões 

celulares que podem ser encontradas no citoplasma de cianobactérias podemos citar grânulos 

de cianoficina (que atuam como reserva de nitrogênio), grânulos de polifosfato (reserva de 

fósforo), corpos de glicogênio e poli-β-hidroxibutirato (reservas de carbono), carboxissomos 

(contêm a enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, que está relacionada com a capacidade 

de assimilação de carbono inorgânico pela cianobactéria) e vacúolos gasosos (que auxiliam a 

flutuação da cianobactéria na coluna d'água) (ALLEN, 1984). Logo, grande parte dos 

grânulos cianobacterianos estão relacionados ao armazenamento de nutrientes. Tendo em 

vista que tanto o mangue quanto a filosfera são habitats nutricionalmente deficientes, é 

provável que os grânulos observados sejam reservas nutricionais de importância para a 

colonização e para a sobrevivência das cianobactérias na superfície das folhas de A. 

schaueriana, possibilitando, ainda, uma vantagem competitiva. Como os gêneros analisados 

são provavelmente desconhecidos até o momento e os isolados são provenientes de um 

ambiente sobre o qual não há muitas informações, são necessários mais estudos para 

determinar a composição química exata destas inclusões. O emprego de métodos citoquímicos 

associados à microscopia eletrônica de transmissão podem contribuir para um melhor 

esclarecimento desta questão. 

 O desenvolvimento da microscopia eletrônica provocou uma das maiores mudanças na 

biologia das cianobactérias. Esta técnica foi a responsável por apontar definitivamente que as 

“algas verde-azuladas” eram na verdade bactérias (ECHLIN; MORRIS, 1965). Como 

verificado neste trabalho, a microscopia eletrônica de transmissão continua sendo importante 

para as análises sistemáticas deste táxon devido a ser capaz de levantar informações 

citológicas que podem esclarecer enganos cometidos por inferências feitas com base em 

morfologia ou possibilitar a diferenciação de cianobactérias morfologicamente simples. 

 

6.4 Detecção de regiões de genes de interesse biotecnológico e ecotoxicológico 

 

 Os resultados da detecção por PCR dos genes avaliados estão resumidos na Tabela 4. 

Na avaliação da presença dos genes de policetídeo sintase (PKS) e peptídeo sintetase (NRPS), 

envolvidos com a síntese de metabólitos secundários, múltiplas bandas puderam ser 

visualizadas em gel de agarose em adição às bandas esperadas de 700 pb para o gene de PKS, 

o que provavelmente se deve às baixas temperaturas de anelamento empregadas na reação e 
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ao elevado número de bases degeneradas nos iniciadores utilizados. Resultado positivo para a 

presença do gene que codifica para uma PKS foi obtido para dezessete das linhagens testadas 

(CENA315, CENA316, CENA317, CENA319, CENA320, CENA323, CENA324, 

CENA325, CENA327, CENA333, CENA337, CENA340, CENA342, CENA344, CENA345, 

CENA347 e CENA348). Entretanto, para a enzima NRPS, apesar da presença de múltiplas 

bandas em algumas linhagens, não foram visualizadas bandas próximas ao tamanho esperado 

(1000 pb) para nenhum dos isolados. 

 Na amplificação por PCR da região aerA-aerB do agrupamento de genes da 

aeruginosina, todas as linhagens apresentaram bandas, mas somente sete (CENA315, 

CENA316, CENA317, CENA332, CENA335, CENA337 e CENA344) apresentaram a banda 

do tamanho esperado (991 pb ou, caso estejam associados a genes de halogenase, 2855 pb). A 

região mcnC-mcnE do agrupamento gênico de cianopeptolina (585 pb ou 2298 pb), foi 

encontrado em nove das linhagens (CENA315, CENA324, CENA326, CENA338, CENA344, 

CENA345, CENA346, CENA347 e CENA348). 

 Na eletroforese em agarose, em nenhuma das amplificações do DNA das linhagens 

isoladas neste trabalho foram visualizadas bandas do tamanho esperado para os genes com 

envolvimento na biossíntese de cianotoxinas dos grupos da saxitoxina (sxtI - 900 pb), da 

microcistina (mcyE - 810 pb) e da anatoxina-a/homoanatoxina-a (anaC - 421 pb) testados. 

 

 

Tabela 4 – Distribuição de regiões de genes de policetídeo sintase (PKS), peptídeo sintetase 
(NRPS), aeruginosina (AER), cianopeptolina (MCN), saxitoxina (SXTI), 
microcistina (MCYE) e anatoxina-a/homoanatoxina-a (ANAC) em cianobactérias 
isoladas da filosfera de A. schaueriana. 

Linhagem PKS NRPS AER MCN SXTI MCYE ANAC 

CENA315 + - + + - - - 

CENA316 + - + - - - - 

CENA317 + - + - - - - 

CENA318 - - - - - - - 

CENA319 + - - - - - - 

CENA320 + - - - - - - 

CENA321 - - - - - - - 

CENA322 - - - - - - - 

CENA323 + - - - - - - 
(continua) 
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Tabela 4 (conclusão) 

Linhagem PKS NRPS AER MCN SXTI MCYE ANAC 

CENA324 + - - + - - - 

CENA325 + - - - - - - 

CENA326 - - - + - - - 

CENA327 + - - - - - - 

CENA328 - - - - - - - 

CENA329 - - - - - - - 

CENA330 - - - - - - - 

CENA331 - - - - - - - 

CENA332 - - + - - - - 

CENA333 + - - - - - - 

CENA334 - - - - - - - 

CENA335 - - + - - - - 

CENA336 - - - - - - - 

CENA337 + - + - - - - 

CENA338 - - - + - - - 

CENA339 - - - - - - - 

CENA340 + - - - - - - 

CENA341 - - - - - - - 

CENA342 + - - - - - - 

CENA343 - - - - - - - 

CENA344 + - + + - - - 

CENA345 + - - + - - - 

CENA346 - - - + - - - 

CENA347 + - - + - - - 

CENA348 + - - + - - - 

 

 

 Grande parte dos metabólitos secundários peptídicos de cianobactérias é produzida por 

vias não ribossomais. Alguns desses metabólitos são encontrados em todos os grandes grupos 

de cianobactérias, por isso acredita-se que sua origem seja bastante antiga e que constituam 

uma parte essencial da evolução e da fisiologia cianobacteriana. Visto que a produção destas 

substâncias tem alto custo energético para a célula, algumas funções como alelopatia, 

competição, proteção contra a predação e até mesmo mecanismos de comunicação celular do 
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tipo sensor de quórum, apontadas como possíveis funções ecológicas destas moléculas, 

podem ser fundamentais para a sobrevivência destes micro-organismos em determinados 

ambientes. Contudo, a distribuição específica da maioria dos peptídeos pelos táxons 

cianobacterianos ainda é desconhecida e, apesar dos escassos dados disponíveis apontarem 

para a ausência de restrição geográfica sobre a distribuição, esta possibilidade ainda não foi 

descartada (WELKER; VON DÖHREN, 2006). 

 Dessa forma, os genes que codificam para as enzimas do grupo das peptídeo 

sintetases, de uma maneira geral, são amplamente distribuídos entre representantes dos 

diferentes grupos de cianobactérias, com poucas exceções. Christiansen et al. (2001) 

verificaram a presença de genes de NRPS em 76 % de 146 linhagens pertencentes a táxons 

cianobacterianos diversos, apontando que grande número de membros da ordem 

Chroococcales de fato não possui este gene. Talvez com exceção dos isolados pertencentes a 

essa ordem, a não amplificação dos genes de NRPS pode estar relacionada com condições 

indevidas da reação ou com o alto nível de degeneração das sequências dos oligonucleotídeos 

iniciadores sintetizados para a reação e sua consequente elevada inespecificidade. Logo, esse 

resultado não necessariamente é decorrente da inexistência destes genes no genoma das 

linhagens estudadas. É possível ainda que genes para um sistema híbrido NRPS/PKS sejam 

predominantes em comparação com genes não híbridos nos isolados testados. Novos 

iniciadores e condições de amplificação devem ser testados para melhor estudar a aparente 

ausência deste gene nas cianobactérias isoladas. 

 Em contrapartida, foi acusada a presença de genes codificantes para policetídeo 

sintases em metade dos isolados do trabalho presente. Esses genes foram encontrados em ao 

menos um representante de cada clado encontrado na árvore filogenética, com exceção do 

clado formado por CENA329, CENA334, CENA336, CENA338 e CENA343, nos quais não 

se encontrou amplificação de bandas do tamanho esperado. Silva (2010) encontrou resultado 

positivo para a presença de genes de PKS em todas as suas linhagens, também isoladas de 

ecossistemas de mangue, com sequências filogeneticamente próximas de linhagens produtoras 

de substâncias como sideróforos, algicidas, microginina, oscilaginina B, hectoclorina e 

citonemina. 

 Cianopeptídeos dos grupos da cianopeptolina e da aeruginosina são também 

produzidos por peptídeo sintetases não ribossomais, e apresentam grande diversidade 

estrutural, com suas moléculas podendo receber ainda halogenação adicional. A presença de 

cianopeptolinas e de aeruginosinas já foi constatada em diversos táxons cianobacterianos, 

geralmente com uma distribuição congruente com análises filogenéticas, mas, assim como 
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para as cianotoxinas, apesar de se saber que diversas variantes atuam como inibidoras de 

serina proteases, a função celular destas substâncias ainda não pôde ser completamente 

esclarecida (CADEL-SIX et al., 2008). Dentre as sete linhagens positivas para aeruginosina, 

quatro (CENA316, CENA317, CENA332 e CENA335) apresentavam proximidade 

filogenética bastante alta para o gene de RNAr 16S. Foi constatada a presença de aeruginosina 

em duas linhagens pertencentes à ordem Chroococcales, CENA315 e CENA337, e de 

cianopeptolina em três, CENA345, CENA346 e CENA348. A maior parte dos resultados 

positivos para cianopeptolina foi observada em membros da ordem Nostocales (CENA324, 

CENA326, CENA338, CENA344 e CENA347. Apenas CENA315 e CENA344 tiveram 

resultado positivo para ambos os genes. 

 As ordens Chroococcales, Oscillatoriales e Nostocales se destacam na produção de 

cianotoxinas, e a antibiose por citotoxicidade é encontrada principalmente na ordem 

Nostocales (BURJA et al., 2001). O estudo da presença dos genes de cianotoxinas pode 

elucidar várias questões concernentes à interação das cianobactérias da filosfera de A. 

schaueriana com outros micro-organismos neste habitat. Neste trabalho, foi encontrado alto 

número de representantes da ordem Nostocales, porém para nenhuma das linhagens se obteve 

amplificação de genes envolvidos na biossíntese de cianotoxinas. 

 O gene mcyE, junto com os genes mcyD e mcyG, está envolvido na construção do 

precursor ADDA-D-Glutamato, responsável pela toxicidade da microcistina, e codifica uma 

enzima híbrida NRPS-PKS (DITTMAN; NEILAN; BÖRNER, 2001); houve coevolução de 

genes de microcistina sintetase e de genes estruturais, uma evidência de que a microcistina é 

um peptídeo cíclico hepatotóxico de origem antiga e que houve repetidas perdas dos genes 

desta cianotoxina nos grupos de cianobactérias (RANTALA et al., 2004). Já em relação à 

distribuição dos genes envolvidos na biossíntese da saxitoxina, um alcaloide neurotóxico, 

análises filogenômicas têm indicado origem por transferência lateral (MOUSTAFA et al., 

2009). Os genes anaC, anaE, anaF e anaG estão sempre presentes no genoma de linhagens 

produtoras dos alcaloides neurotóxicos anatoxina-a e homoanatoxina-a (MÉJEAN et al., 

2009). Apesar de ainda serem necessários mais estudos para confirmar a ausência de 

toxicidade nas linhagens obtidas neste trabalho, a não amplificação dos genes é um indício de 

que, qualquer que seja a função ecológica destas cianotoxinas, elas podem não ser tão 

necessárias para as cianobactérias no habitat estudado quanto seriam em outros ambientes, ou 

seja, é provável que o custo energético para a produção destas moléculas não seja 

compensado por quaisquer benefícios celulares, ecológicos ou evolutivos que poderiam porvir 

de sua produção. 
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 As cianobactérias que apresentam reprodução por fissão múltipla em adição à fissão 

binária simples, devido à dificuldade de seu isolamento e à sua menor abundância natural, 

ainda não foram alvo de muitos estudos (WELKER; VON DÖHREN, 2006). Neste trabalho 

foram encontrados candidatos a cinco novos gêneros capazes de fissão múltipla, o que 

aumenta o interesse sobre as substâncias produzidas por estas linhagens. 

 Alguns metabólitos secundários isolados de cianobactérias podem apresentar atividade 

citotóxica, hepatotóxica, neurotóxica ou antimicrobiana. As cianobactérias estão entre os 

organismos mais promissores para o estudo de substâncias bioativas, especialmente as 

provenientes de zonas tropicais marinhas (DITTMAN; NEILAN; BÖRNER, 2001). A 

descrição de novos gêneros pode possibilitar também a descoberta de novas moléculas 

bioativas.  
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7. CONCLUSÕES 

 

 A superfície das folhas de A. schaueriana no manguezal de Bertioga é colonizada por 

cianobactérias que podem ser isoladas, cultivadas e caracterizadas em laboratório. Dentre as 

cianobactérias isoladas, algumas possuem potencial para fixação de nitrogênio atmosférico, 

característica de importância em ambientes oligotróficos. Acredita-se que tenham sido 

isoladas linhagens representantes de um total de dez novos gêneros, possivelmente um 

resultado das condições extremas e inconstantes encontradas na filosfera e no manguezal. 

Filogeneticamente, grande parte dos isolados se distingue de sequências provenientes de 

folhas de A. schaueriana obtidas de um manguezal geograficamente próximo, sugerindo a 

existência de um padrão biogeográfico nestes micro-organismos. Ultraestruturalmente, 

destacou-se a presença de grânulos de elevado volume em uma cianobactéria unicelular e de 

um arranjo de tilacoides incomum em uma cianobactéria filamentosa homocitada de 

morfologia aparentemente simples. No genoma das cianobactérias, foram encontradas 

sequências de nucleotídeos relacionadas a genes envolvidos na síntese de substâncias 

bioativas, gerando maior interesse sobre os produtos naturais potencialmente produzidos 

pelos isolados. Este é o primeiro relato de isolamento de cianobactérias da superfície de 

folhas de A. schaueriana. 
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ANEXO – Sequências do gene de RNAr 16S 

 
 
>CENA315 1392 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTTTTCGGACACAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCATTTGGATGGGGATAACAGAAGGAAACTTCTGC
TAATACCCAATATGCAGGAATGTGAAATAAATTTTGCCAAATGAGGAGCTCGCGTCCGATTA
GTTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCAGCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCC
GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTGTAAA
CCTCTTTTATTAAGGAAGAAGAAAGTGACGGTACTTAATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGTTAATCGTGTCTGCTGTTAAAGACAGAAGCTCAACTTCTGATCGGCAGTGGA
AACTGGTTAACTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGCCGTAACTGACACTCAGGGAC
GAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGAACAC
TAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGACATCCTCGGACCGTCCC
AGAGATGGGTCTTTCTCGTAAGAGACCGAGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTCGGTTAAGTCCGGCAACGAGCGCAACCCACATCCTTAGTTGCCAGCAGT
TCGGCTGGGCACTCTAGGGAAACTGCCCGTGATAAGCGGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAA
GTCCTCATGGCCCTTACGGGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTAGTGACAATGGGTTAA
TCCCAAAAAGCTATCTCAGTTCGGATTGTCGTCTGCAACTCGACGGCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGCGTAACAGCATGACGTGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGTTGGGTTCACCCGAAGGCCGTGCGCCAACCTTTCGAGGGGGCAGCGGA
CCACGGTGAGCTCAGCGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA316 1412 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACCCTTTCGGGGGTGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCTACAGGACTGGGACAACAGAGGGAAACTTCT
GCTAAAACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTGGTGGAGTAATGGTTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTGTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTAACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTATAAAAGTCTGTTGTTAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATGGGCAATGG
AAACTATATGACTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATAACTGACACTGATGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCAGTATCGAAGCAAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTGAAAGCAGTTGGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCAT
TGAGTTGGGCACTTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCAACGGACAAAGGGCAGC
CAACTAGCGATAGTGCGCAAATCCCATAAACCGTTGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCC
AACCTTAGGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA317 1413 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACCCTTTCGGGGGTGAGTGG



 91 

CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCTACAGGACTGGGACAACAGAGGGAAACTTCT
GCTAAAACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTGGTGGAGTAATGGTTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTGTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTATAAAAGTCTGTTGTTAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATGGGCAATGG
AAACTATATGACTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATAACTGACACTGATGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCAGTACCGAAGCAAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTGAAAGCAGTTGGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCAT
TGAGTTGGGCACTTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCAACGGACAAAGGGCAGC
CAACTAGCGATAGTGCGCAAATCCCATAAACCGTTGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCC
AACCTTAGGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA318 1410 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACCCTTTCGGGGGTGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCTACAGGACTGGGACAACAGAGGGAAACTTCT
GCTAAAACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTGGTGGAGTAATGGTTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTGTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTATAAAAGTCTGTTGTTAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATGGGCAATGG
AAACTGTATGACTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATAACTGACACTGATGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCAGTATCGAAGCAAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTGAAAGCAGTGGGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCATT
CAGTTGGGCACTTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCAACGGACAAAGGGCAGCCA
ACTAGCGATAGTGCGCAAATCCCATAAACCGTTGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCCAA
CCTTAGGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA319 1410 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGACTCTTCGGAGTTAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCCTTAGGATGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGC
TAATACCCAATGTGCCGAGAGGTGAAAGCTTTAGCGCCTGAGGATGAACTCGCGTCTGATTA
GCTAGTTGGTAGTGTAATGGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCC
GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAAGACGGCCTGTGGGTTGTAAA
CCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAACTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTG
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CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTC
CGTAGGCGGTTTTTCAAGTCTGCTGTTAAAGCGTGCAGCTCAACTGCATATCGGCAGTGGAA
ACTGAGAGACTAGAGTGTAGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTACTGGGCTACAACTGACGCTGATGGACG
AAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACACT
AGGTGTTGACCGTATCGACCCGGTCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGG
AGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTGCAGAATCTCCCT
GAAAGGGGAGAGTGCCTTCGGGAACTGCAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCATTA
AGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGGGACAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTGCGGACAAAGGGCAGCCA
ACCAGCAATGGCGCGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCTAA
CCTTAGGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA320 1416 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGATAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGGCCTTAGGAGGGGGACAACTTTTGGAAACGGAAGC
TAAGACCCCATATGCCGAGAGGTGAAAAGGGTTTTTCTGCCTGAGGATGAACTCGCGTCTGA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTAAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTT
TCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGCGGGAGGAAGGCCTTAGGGTTGT
AAACCGCTTTTCTCTGGGAAGAAGACCTGACGGTACCAGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GTCCGCAGGCGGCTAATTAAGTCTGCTGTCAAAGGTCAGGGCTTAACTCTGAATCGGCAGTG
GAAACTGATTAGCTAGAGAGCGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCGTTACTGACGCTGAGGG
ACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGAC
ACTAGGTGTTGGACGTATCGACCCGTTCAGTACCGAAGCTAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTG
GGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
TATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCTGCGAATCCC
TTTGAAAGAGGGGAGTGCCTTCGGGAACGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCA
TTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAGAGGGCAG
CGACCTCGCGAGAGCAAGCAAATCCCATAAACCGTGGCACAGTTCAGATTGCAGGCTGCAAC
TCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTC
TAACCGTTCGCGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA321 1416 pb 
GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTGCTTCGGCACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCCTTAGGAGGGGGATAACGACTGGAAACGGTC
GCTAATACCGCATATGCCGAGAGGTGAAATGATTTATTGCCTGAGGATGAACTCGCGTCTGA
TTAGCTAGTTGGAGTGGTAATGGCACACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTT
TCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGT
AAACCTCTTTTGATAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTATCGAATCAGCCTCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGTCCGTAGGTGGTTTATCAAGTCAGTTGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATAAGGGCAAT
TGAAACTGATAGGCTAGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGA
TACTAGGCGTTGTTCGTATCGACCCGGACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT
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GGGGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCT
CGGCGAAAGTTGAGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTGAAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTGCGGACAAAGGGCA
GCTAACTCGCGAGAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCGGTTCAGATTGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCGGCATACTGCGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACC
CCAACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA322 1413 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGACCCTTCGGGGTTAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCCTTAGGAGGGGAACAACAGTTGGAAACGACTGC
TAATGCCCCATATGCCGAGAGGTGAAACGTTTTTTCGCCTGAGGATGAACTCGCGTCTGATT
AGCTAGTTGGTGGGGTAAGGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTAAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTC
CGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCCTAGGGTTGTAA
ACCTCTTTTCTCTGGGAAGAAGAACTGACGGTACCAGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGTTGTCAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATCGGCAATGGA
GACTGGGAGACTAGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCACAACTGACGCTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATAC
TAGGTGTTGGACGTATCGACCCGTGCAGTACCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGGA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCTGCGAATTTCCT
TGAAAGAGGAAAGTGCCTTCGGGAGCGCAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCATT
CAGTTGGGCACTCTAAAGAGACTGCCGGGGACAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAG
TCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTCCTACAATGCTACAGACAGAGGGCAGCG
AGCGCGCGAGTGCAAGCAAATCCCATAAACTGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCTA
ACCGTTCGCGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA323 1452 pb 
GGCCGCGGGAATTCGATTAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAA
CACATGCAAGTCGAACGGACCCTTCGGGGTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGAT
CTGCCCTTAGGAGGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCCATATGCCGAGAGGTG
AAACGATTTTTCGCCTGAGGATGAACTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGATGAGGTAAAGGCTT
ACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTAAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCCTAGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCTGGGAAGAAGAT
CTGACGGTACCAGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAG
GAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGT
TGTCAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATCGGCAATGGAAACTGGGAGACTTGAGTGTGGTAG
GGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCGGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGCTCTACTGGGCCACAACTGACGCTGAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGAT
TAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGTGTTGGACGTATCGACCCGT
GCAGTACCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACT
CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGGATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCG
AAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCCGGAATCTTCCTGAAAGGGGAGAGTGCCTTCGGGA
ACCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGGGAGACTG
CCGGGGACAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGG
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CTACACACGTCCTACAATGCTACAGACAGAGGGCAGCGAGCGCGCGAGTGCAAGCAAATCCC
ATAAACTGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTA
GTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCTAACCGTTCGCGGAGGAGGGCGCCGA
AGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA324 1414 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAAAGCGTGAGAATCTGGCTTTGGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGGATATGCCGAAAGGTAAAAGATTAATTGCCCGAAGATGAGCTCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCCACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAATGACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGTAATGCAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGTAGCTTAACTACATAAAGGCGGTGGA
AACTGCATCACTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACAC
TAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCCGGAAGCTCCG
AGAAATTGGAGTGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATT
TAGGATGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCGATGGACAAAGGGCAGC
TAACCAGCGATGGCAAGCAAATCCCATAAACCATGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGTAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCT
AACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA325 1415 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAAAGCGTGAGAATCTGGCTTTGGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGGATATGCCGAATAGGTGAAAGATTAATTGCCCGAAGATGAGCTCGCGTCCGA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACG
ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTT
TCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGT
AAACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAATGACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGGTAATGCAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGTAGCTTAACTACATAAAGGCGGTGG
AAACTGCATCACTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCCGGAAGCTCC
GAGAAATTGGAGTGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGCTGCCAGCAT
TTAGGATGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCGATGGACAAAGGGCAG
CTAACCAGCGATGGCAAGCAAATCCCATAAACCATGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAAC
TCGCCTGCGTGAAGTAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCC
TAACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA 
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>CENA326 1415 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAAAGCGTGAGAATCTGGCTTTGGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGGATATGCCGAAAGGTAAAAGATTAATTGCCCGAAGATGAGCTCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAATGACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGTAATGCAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGTAGCTTAACTACATAAAGGCGGTGGA
AACTGCATCACTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCCGGAAGCTCCG
AGAAATTGGAGTGTGCCTTCCGGGAGCCGGACCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCAT
TTAGGATGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCGATGGACAAAGGGCAG
CTAACCAGCGATGGCAAGCAAATCCCATAAACCATGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAAC
TCGCCTGCGTGAAGTAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCC
TAACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA327 1413 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTTAGGACGGGGATAACCACTGGAAACGGTGGC
TAAGACCCGATATGCCGAGAGGTGAAAGTAATTTAGCCTAGAGGGGAGCTCGCGTCTGATTA
GCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCC
GCAATGGGCGAGAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAA
ACTCCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGGCATTTCAAGTCTGCTGTCAAAGGTCGGGGCTTAACTCCGAACAGGCAGTGG
AAACTGAGAAGCTAGAGTGCGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTCAGGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATA
CTAGGCGTTGCTTGTATCGACCCAAGCAGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGCCCGGAATCCTG
GGGAAACTCAGGAGTGCCTACGGGAACCGGGACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTCGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTAGAAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCAGCATGCCCCTTACGCTCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTATGGACAAAGGGCAGC
AAGAATGCGAATTCAAGCAAATCCCATAAACCATGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCATACGGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCC
TAACCGCAAGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA328 1401 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAAAGCGTGAGAATCTGGCTTTGGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGGATATGCCGAAAGGTAAAAGATTAATTGCCCGAAGATGAGCTCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
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TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCATACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAATGACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGTAATGCAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGTAGCTTAACTACATAAAGGCGGTGGA
AACTGCATCACTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGAAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGGTTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCCGGAAGCTCCG
AGAAATTGGAGTGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATT
TAGGATGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCGATGGACAAAGGGCAGC
TAACCAGCGATGGCAAGCAAATCCCATAAACCATGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGTAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGGAAGCTGGGGTGACCTGAAGTCGGCAGGTT
CAGTGCCGATAAGGGTAAAACCGGTGACTGGGGCTAA 
 
 
>CENA329 1416 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGAATGTGCAGAAATGTGAAATATTAATAGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCACCTAGGCTGCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGC
GTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAATAGTGAGGCTCAACCTCATAAAGGCAGTG
GAAACTACATATGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGA
TACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGCATCCCGCCT
GGGGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATTC
AGGTGAAAGCTTGAAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCA
GCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTACC
CCAACCTGCAAGGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA330 1414 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAAAGCGTGAGAATCTGGCTTTGGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGGATATGCCGAAAGGTAAAAGATTAATTGCCCGAAGATGAGCTCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAATGACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGTAATGCAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGTAGCTTAACTACATAAAGGCGGTGGA
AACTGCATCACTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
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GAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCCGGAAGCTCCG
AGAAATTGGAGTGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATT
TAGGATGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCGATGGACAAAGGGCAGC
TAACCAGCGATGGCAAGCAAATCCCATAAACCATGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGTAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCT
AACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA331 1416 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAACTCTTTCGAGAGTGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGATGGGGACAACAGTTGGAAACGACT
GCTAATACCCAATATGCCTAAGGGTGAAATAAATTTTGCCTGAAGAGGAGCTCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCTTACCAAGGCAGCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
GCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GTCCGCAGGTGGCCTATCAAGTCTGCTGTCAAAGACTAGAGCTCAACTCTGGAAAGGCAGTG
GAAACTGGGAGGCTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCG
TAGATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGCCGTAACTGACACTCAGGG
ACGAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGGAT
ACTAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTG
GGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
TATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATGTCCGGAACCTG
CTGGAAACAGTGGGGTGCCTTCGGGAGCCGAAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCAGCA
GTAAGATGGGCACTTTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCAGCATGCCCCTTACGCTCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTTGGGACAAAGGGCAG
CTAACTCGCAAGAGCAAGCGAATCTCAGCAAACCCAGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATTCGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTCGGCCACGCCCGAAGTCGTTACC
CTAACCTTTCGAGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA332 1412 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACCCTTTCGGGGGTGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCTACAGGACTGGGACAACAGAGGGAAACTTCT
GCTAAAACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTGGTGGAGTAATGGTTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCGATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTGTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTATAAAAGTCTGTTGTTAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATGGGCAATGG
AAACTGTATGACTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATAACTGACACTGATGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCAGTATCGAAGCAAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTGAAAGCAGTGGGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
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TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCAT
TCAGTTGGGCACTTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCAACGGACAAAGGGCAGC
CAACTAGCGATAGTGCGCAAATCCCATAAACCGTTGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCC
AACCTTAGGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA333 1418 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAACTCATTTATGAGAGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGATGGGGACAACAGTTGGAAACGACT
GCTAATACCCAATATGCCTTTAGGGGTGAAACTTATATGGCCTGAAGAGGAGCTCGCGTCCG
ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGGCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATT
TTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTG
TAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGTCCGCAGGTGGCGTATCAAGTCTGCTGTCAAAGACTAGAGCTCAACTCTGGAAAGGCGG
TGGAAACTGGTAGGCTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGCCGTAACTGACACTCAG
GGACGAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGG
ATACTAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCC
TGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCCGGAACT
AAAGTGAAAGCTTTAGGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATCCTTAGTTGCCAG
CATTAGGTTGGGCACTTTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTTGGGACAAAGGGC
AGCCAACTCGCAAGAGTGAGCGAATCTCATCAAACCCAGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATTCG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTCGGCCACGCCCGAAGTCGTTA
CCCTAACCTTTCGAGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA334 1416 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGAATGTGCAGAAATGTGAAAAATTTATTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCACCTAGGCTGCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATTCCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAGATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGC
GTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAATAGTGAGGCTCAACCTCATAAAGGCAGTG
GAAACTACATATGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGA
TACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT
GGGGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATTC
AGGTGAAAGCTTGAAGTGCCTTCGGGAGTGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTGCGGACAAAGGGCA
GCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTACC
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CCAACCTGCAAGGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA335 1412 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACCCTTTCGGGGGTGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCTACAGGACTGGGACAACAGAGGGAAACTTCT
GCTAAAACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTGGTGGAGTAATGGTTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTGTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTATAAAAGTCTGTTGTTAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATGGGCAATGG
AAACTGTATGACTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATAACTGACACTGATGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCAGTATCGAAGCAAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTGAAAGCAGTGGGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCAT
TCAGTCGGGCACTTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCAACGGACAAAGGGCAGC
CAACTAGCGATAGTGCGCAAATCCCATAAACCGTTGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCC
CAGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCC
AACCTTAGGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA336 1413 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGAATGTGCAGAGATGTGAAATATTAATAGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCACCTAGGCAACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAATCTTGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAATAGTGAGGCTCAACCTCATAAAGGCAGTGG
AAACTACATGGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAACTTAG
GTGAAAGCCAAAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGC
TAACCAGCGATGGCATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTACCCC
AACCCTTGTGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA337 1418 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAACTCATTTATGAGAGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGATGGGGACAACAGTTGGAAACGACT
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GCTAATACCCAATATGCCTTTAGGGGTGAAACTTATATGGCCTGAAGAGGAGCTCGCGTCCG
ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGGCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATT
TTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTG
TAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGTCCGCAGGTGGCGTATCAAGTCTGCTGTCAAAGACTAGAGCTCAACTCTGGAAAGGCGG
TGGAAACTGGTAGGCTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGCCGTAACTGACACTCAG
GGACGAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGG
ATACTAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCC
TGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCCGGAACT
AAAGTGAGAGCTTTAGGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATCCTTAGTTGCCAG
CATTAGGTTGGGCACTTTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTTGGGACAAAGGGC
AGCCAACTCGCAAGAGTGAGCGAATCTCATCAAACCCAGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATTCG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTCGGCCACGCCCGAAGTCGTTA
CCCTAACCTTTCGAGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA338 1412 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGAATGTGCAGAGATGTGAAATATTAATAGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCACCTAGGCAACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAA
ACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAATCTTGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAATAGTGAGGCTCAACCTCATAAAGGCAGTGGA
AACTACATGGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAACTTAGG
TGAAAGCCAAAGGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATT
AAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCT
AACCAGCGATGGCATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTACCCCA
ACCCTTGTGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA339 1412 pb 
GATGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACCCTTTCGGGGGTGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCTACAGGACTGGGACAACAGAGGGAAACTTCT
GCTAAAACCGGATGTGCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTGGTGGAGTAATGGTTTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTGTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGTTCTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAAGACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
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TCCGTAGGTGGTTATAAAAGTCTGTTGTTAAAGCCCACAGCTCAACTGTGGATGGGCAATGG
AAACTGTATGACTTGAGTGTGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTACTGGGCCATAACTGACACTGATGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGTGTTGGCCGTATCGACCCGGTCAGTATCGAAGCAAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACGAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTGAAAGCAGTGGGTGCCTTCGGGAGCGTAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGTTGCCATCAT
TCAGTTGGGCACTTTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCAACGGACAAAGGGCAGC
CAACTAGCGATAGTGCGCAAATCCCATAAACCGTTGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCC
AACCTTAGGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA340 1410 pb 
GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGATCTTCGGATCTAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCCTTAGGATGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGC
TAATACCCAATATGCCGAGAGGTGAAACTAATTGGCCTGAGGATGAGCTCGCGTCTGATTAG
CTAGTTGGAGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCA
GCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCG
CAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAAAC
CTCTTTTGACCGGGAAGAACACAATGACGGTACCGGTCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTC
CGTAGGTGGTTGACCAAGTCAGTTGTTAAAGCGTCGAGCTTAACTCGATAAGGGCAATTGAA
ACTGGTCGGCTAGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
ATATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGACG
AAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGGTACT
AGGCGTTGTCCGTATCGACCCGGACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGG
AGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGTTTGACATGTCCAGAATCCTTGT
GAAAGCAGGGAGTGCCTTCGGGAACTGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGGGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCATTC
AGTTGGGCACTCTGAAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CAGCATGCCCCTTACATCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCAA
GCGCGCGAGTGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTCCAA
CCCTCGGGAGGAGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA341 1414 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAAAGCGTGAGAATCTGGCTTTGGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGGATATGCCGAAAGGTAAAAGATTAATTGCCCGAAGATGAGCTCGCGTCCGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAATGACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGTAATGCAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGTAGCTTAACTACATAAAGGCGGTGGA
AACTGCATCACTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
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TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCCGGAAGCTCCG
AGAAATTGGAGTGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCATT
TAGGATGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGAGATGACGTCAA
GTCATCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAATGCGATGGACAAAGGGCAGC
TAACCAGCGATGGCAAGCAAATCCCATAAACCATGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGTAGGAATCGTTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCCT
AACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA342 1414 pb 
AACGAACGCTGGCGGAAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCACCCTTCGGGGTGAGCGGCA
GACGGGTGAGTAACGCGTGGGAACGTACCCTTTGGTTCGGAATAGCCCCGGGAAACTGGGAG
TAATACCGCATATGCCGAGAGGTGAAAGGATTAATTGCCTGAGGATGAACTCGCGCCTGATT
AGCTAGTTGGAGTGGTGACGGCACACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTC
CGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAA
ACCTCTTTTGATAGGGAAGAACACAATGACGGTACCTATCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTTATCAAGTCAGTTGTTAAAGCGTGGAGCTTAACTCCATAAGGGCAATTG
AAACTGATAGGCTAGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGATATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGAGGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGCGTTGTTCGTATCGACCCGGACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGGGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTTG
GTGAAAGCCGAGAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCAT
TAAGTTGGGCACTCTGAAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAA
GTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTGCGGACAAAGGGCAGC
TAACTCGCGAGAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACCCC
AACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA343 1416 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTG
GCTAATACCGAATGTGCAGAAATGTGAAATATTAATAGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCACCTAGGCTGCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGC
GTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAATAGTGAGGCTCAACCTCATAAAGGCAGTG
GAAACTACATATGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGG
GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGA
TACTAGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCT
GGGGAGTACGCAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATTC
AGGTGAAAGCTTGAAGTGCCTTCGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGC
ATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTACGGACAAAGGGCA
GCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAA
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CTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTACC
CCAACCTGCAAGGGAGGGGGATGCCTAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA344 1413 pb 
GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTCTCTTCGGAGACAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTGGAGGTCGGGGACAACCCCTGGAAACGGGGGC
TAATACCGGATGTGCCGGAAGGTGAAAGATTTATCGCCTCTAGAGGAGCTCGCGTCTGATTA
GCTAGTTGGTGAGATAAAAGCTCACCAAGGCGTCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCC
GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAA
CCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCTGAGGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGCCATTCAAGTCTGCAGTTAAAGACCGGGGCTCAACTCCGGAGGGGCTGTGGA
AACTGAGTAGCTAGAGGGCAGTAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATCGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCTCTACTGGACTGCACCTGACACTCAGGGAC
GAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGTGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCCTTG
GGAAACTAGGGAGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCCTT
AAGTGGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCGACGGACAAAGGGCAGCT
ACCTCGCGAGAGTCAGCTAATCCCACAAACCGTGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAACTC
GCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATCCGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGCTGGTTTTGCCCGAAGTCGTTACCCTA
ACCGTTCGCGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA345 1436 pb 
CCTGAACGCTGTCGGTATGGTTAAGACATGCAAGTCGAACGCGCACCTTCGGGTGTGAGTGG
CGAACGGGTGAGTAATGCGTCACTAACGTACCCCTTCCTCTGGGATAGGCACTCGAAAGGGT
GTGTAATACCAGATAACACTTCGATGTCGAATGGCATTGAAGTCAAAGGTCCGCCGGAAAGG
GATCGGGCGACGTGGTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCTTCGACGCCTA
GCCGGACTGAGAGGTTGGCCGGCCACATCGGGACTGAGACACTGCCCGGACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAG
GAAGGCTTTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATTAAGGAAGAAGAAAGTGACGGTACTTAATGAA
TCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG
AATCATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTAATCGTGTCTGCTGTTAAAGACAGAAGCTC
AACTTCTGATCGGCAGTGGAAACTGGTTAACTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCA
GTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGC
CGTAACTGACACTCAGGGACGAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCT
TAGCTGTAAACGATGAACACTAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACG
CGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACT
TGACATCTCGAGAACCCTGCTTAATGGCGGGGGTGCCTTAGGGAACTCGAAGACAGGTGGTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
CGTTCTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTTTAGGAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGG
AAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACAAT
GGTTGGGACAAAGGGTAGCCAACTCGCAAGAGAGAGCCAATCCCATCAAACCCAGCCTCAGT
TCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCA
TACTGCGGTGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCC
ACGCCCGAAGTCGTTACCCTAACCAATTTATTGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGA
CTAGGGTGAA 
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>CENA346 1418 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGAACTCATTTATGAGAGAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGATGGGGACAACAGTTGGAAACGACT
GCTAATACCCAATATGCCTTTAGGGGTGAAACTTATATGGCCTGAAGAGGAGCTCGCGTCCG
ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGGCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATT
TTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTG
TAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGTGACGGTACTTGAGGAATCAGCATCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGTCCGCAGGTGGCGTATCAAGTCTGCTGTCAAAGACTAGAGCTCAACTCTGGAAAGGCGG
TGGAAACTGGTAGGCTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGCCGTAACTGACACTCAG
GGACGAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGG
ATACTAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCC
TGGGGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCCGGAACT
AAAGTGAAAGCTTTAGGTGCCTTCGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCATCCTTAGTTGCCAG
CATTAGGTTGGGCACTTTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGGTTGGGACAAAGGGC
AGCCAACTCGCAAGAGTGAGCGAATCTCATCAAACCCAGCCTCAGTTCAGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATTCG
TTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTCGGCCACGCCCGAAGTCGTTA
CCCTAACCTTTCGAGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA347 1415 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGGAAGTCGAACGGAGTTCTTCGGAACTTAGTGG
CGGACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTTCGGGACAACAGTCGGAAACGATT
GCTAATACCGGATGTGCCTTATGGTGAAAGATTTATCACCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGAT
TAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCACCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
CCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTT
CCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTA
AACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACTGAAGGTACCTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGGTTTTTCAAGTCTGCTGTCAAAGAATCTGGCTCAACCAGATAAAGGCAGTGG
AAACTGAAAGACTAGAGTATGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCAAAACTGACACTGAGGGA
CGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGCGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCTTC
TGGAAACGGAAGAGTGCCTACGGGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCAA
TTCGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
GGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAATGCTGTGGACAAAGGGCAG
CAGGCTAGCAATAGCAAGCAAATCCCATAAACCACGGCTCAGTTCAGATCGCAGGCTGCAAC
TCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAATTCGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACCC
TAACCTTTCGAGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 
 
 
>CENA348 1415 pb 
GATGAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCG
GACGGGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGATGGGGACAACAACGAGAAATCGGTGC
TAAAACCCAATGTGCCGAAAGGTGAAATACTTGTAGCCTGAAGAGGAGCTCGCGTCCGATTA
GTTAGTTGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCAGCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGAGC
AGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCC
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GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATACCGCGTGAGGGAGGAAGATTTTTGGATTGTAAA
CCTCTTTTTTAAAGGAAGAAGAAAGTGACGGTACTTTAAGAATCAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATCATTGGGCGTAAAGCGT
CCGCAGGTGGCTGTTCAAGTCTGCTGTTAAAGACAGAAGCTCAACTTCTGAGCAGCAGTGGA
AACTGGGCAGCTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGCCGTAACTGACACTCAGGGAC
GAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGAACAC
TAGGCGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGG
GAGTACGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTCAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTGACTCGCCGGCT
CCAGAGACGGAGCCTTCGGTTCGGCCGGAGTCAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTCCAGTTGCCATC
AGGTTATGCTGGGCACTTTGGAGAAACTGCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACG
TCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGG
ATGCGAAGGGGCGACCCGGAGCCGATCCCCAAAAACCGTCCCAGTTCGGATTGCACTCTGCA
ACTCGAGTGCATGAAGTTGGAATCGCTAATAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGCCATGGGAGTTGGTTCTACCCGAAAACGGTGC
GCTAACCGCAAGGGGGCAGCCGGTCACGGTAGGATCAATGACTGGGGCGAA 


