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arredores, elas terminam sempre por se arrepender.
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RESUMO

ALVARENGA, D. O. Analise polifasica de cianobactérias da filosfera al Avicennia
schaueriana. 2011. 105 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro deergia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracic264,l.

A superficie das folhas de arvores (filosfera) efer uma grande area de habitat para os
micro-organismos, mas constitui um ambiente extrethdesenvolvimento de comunidades
microbianas é dependente de fonte de carbono erttes utrientes essenciais inorganicos
comumente liberados pela planta para a sua superfo entanto, um grupo especial de
bactérias, Cyanobacteria, € menos dependente i@ jplara sua nutricdo, pois varios destes
organismos sao autotréficos para carbono e nitiogéRortanto, Cyanobacteria é
particularmente interessante para se avaliar nasteiente. Neste estudo, linhagens de
cianobactérias presentes na superficie das fokaeteras de sal da planta de manguezal
Avicennia schaueriana foram isoladas e caracterizadas morfolégica, nutdec e
ultraestruturalmente. O potencial desses isolados gintetizar moléculas bioativas também
foi avaliado. Para isso, folhas de schaueriana foram coletadas em um manguezal com
historico de contaminacéo por petroleo, localizpdiximo ao Rio Iriri, em Bertioga-SP. O
isolamento das cianobactérias foi realizado usaqdatro meios de cultura (BG-11,
SWBG-11, BG-131 e SWBG-13) e dois métodos: a) esfregaco das folhas nos msélaos

em placas de Petri; e b) submersdo das folhas asco Erlenmeyer contendo meios
liquidos. Apés a obtencéo de culturas puras, dades foram crescidos em meios liquidos,
as células foram concentradas e usadas para exulacBNA gendémico. O gene de RNAr
16S de cada isolado foi amplificado por PCR usandiadores especificos (27F/1494Rc),
clonado e sequenciado. As sequéncias de RNAr lieénfasadas na construcdo de arvore
filogenética. O potencial dos isolados para sinéetimoléculas bioativas foi acessado pela
amplificacdo de PCR usando iniciadores especifiapa sequéncias génicas codificadoras de
peptideo sintetase (NRPS), policetideo sintase )PK$anopeptolina, aeruginosina,
saxitoxina, anatoxina-a/homoanatoxina-a and mistima. Como resultado, trinta morfotipos
foram isolados em meio liquido e quatro em meioidedl Esses morfotipos foram
identificados como pertencentes a quatro ordensretifes (12 Nostocales, 9
Pseudanabaenales, 8 Chroococcales e 5 Oscillag)ri@entre os isolados, alta abundancia
de linhagens potencialmente fixadoras dddiencontrada, indicando que elas possivelmente
sao uma importante fonte de nitrogénio neste halitasequéncias do gene de RNAr 16S de
vinte e quatro isolados ficaram distribuidas emeoriados distintos na arvore filogenética e
mostraram baixas similaridades com géneros ja ittescNa analise da ultraestrutura destas
linhagens, destacou-se a presenca de granulosedadel volume em uma cianobactéria
unicelular e de um arranjo de tilacoides incomum ema cianobactéria filamentosa
homocitada com morfologia aparentemente simplegu&eias génicas codificadoras de
PKS foram detectadas em dezessete linhagens, dgiraeina em sete linhagens e de
cianopeptolina em dez linhagens. Entretanto, semg£génicas codificadoras de NRPS e das
cianotoxinas microcistina, saxitoxina e anatoxiffe@moanatoxina-a ndo foram detectadas. A
superficie das folhas dA. schaueriana apresenta elevado numero de cianobactérias nao
descritas, provavelmente um resultado das condigéesliares tanto da filosfera quanto do
manguezal estudado. Este € o primeiro relato densmto de cianobactérias da superficie de
folhas deA. schaueriana.

Palavras-chave: Sistematica. Filogenia. UltraastautRNAr 16S. Manguezal.



ABSTRACT

ALVARENGA, D. O. Polyphasic analysis of cyanobacteria from the phydlsphere of
Avicennia schaueriana. 2011. 105 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro werdia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&ao Paulo, Piracic&64,1.

The tree leaf surface (phyllosphere) offer a large tadbarea for microorganisms but
constitute an extreme environment. The developroenticrobial communities is dependent
of carbon source and certain essential inorganicemis commonly released from the plant
to its surface. However, a special group of baateCiyanobacteria, is less dependent of the
plant for their nutrition since several of thesgaisms are autotrophic for carbon and
nitrogen. Therefore, cyanobacteria are particuldrteresting to be evaluated in this
environment. In this study, cyanobacterial strgnssent in the salt-excreting leaf surface of
the mangroveAvicennia schaueriana were isolated and morphologically, molecularly and
ultrastructurally characterized. The potential diede isolates to synthesize bioactive
molecules was also evaluated. To this purpédseschaueriana leaves were collected in a
mangrove with history of oil contamination locateeiar to the Iriri river in Bertioga-SP. The
isolation of cyanobacteria was achieved using tliture media (BG-11, SWBG-11, BG+4l1
and SWBG-1Q) and two methods: a) smearing of leaves into sokdlia in Petri dishes; and
b) submersion of leaves in Erlenmeyer flasks caoimgiliquid media. After obtaining pure
cultures, the isolates were grown into liquid mediad the cells were concentrated and used
for genomic DNA extraction. The gene of 16S rRNAeakch isolate was amplified by PCR
using specific primers (27F/1494Rc), cloned andusaged. The 16S rRNA sequences were
used for the construction of a phylogenetic trelee Ppotential of the isolates to synthesize
bioactive molecules was assessed by PCR ampldicatising primers specific for gene
sequences encoding non-ribosomal peptide synth@RES), polyketide synthase (PKS),
cyanopeptolin, aeruginosin, saxitoxin, anatoximaibanatoxin-a and microcystin. As
results, thirty morphotypes were isolated in liquieedia and four in solid media. These
morphotypes were identified as belonging to fouffedent orders (12 Nostocales, 9
Pseudanabaenales, 8 Chroococcales and 5 Oscdlag)riAmong the isolates, it was found a
high abundance of potentially,Nixing strains, what indicates that they possile an
important source of nitrogen in this habitat. THESIrRNA gene sequences of twenty-four
isolates were distributed into eleven distinct ekih the phylogenetic tree and showed low
similarities with described genera. In the ultrastoral analyses of these strains, it was
highlighted the presence of granules of high voluma unicellular cyanobacterium and an
unusual thylakoid arrangement in a homocytous #atous cyanobacterium with apparently
simple morphology. Gene sequences encoding for\w&® detected in seventeen strains, for
aeruginosine in seven strains and cyanopeptoltennstrains. Gene sequences encoding for
NRPS and for the cyanotoxins microcystin, saxitpx@nd anatoxin-a/homoanatoxin-a were
not found. The leaf surface @& schaueriana presents a high number of undescribed
cyanobacteria, probably as a result of the pecudditions of the phyllosphere and the
studied mangrove. This is the first report cyantdyga isolation from the leaf surface of
A. schaueriana.

Keywords: Systematics. Phylogeny. Ultrastructu&s tRNA. Mangrove.
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1. INTRODUCAO

Cianobactérias sdo micro-organismos que desempentan papel ecoldgico
fundamental na natureza. Esse grupo de bactérasiréco capaz de realizar fotossintese
oxigénica e seu surgimento contribuiu para modibes profundas na biota, na atmosfera e
no clima do planeta. Elas sdo encontradas em amagicte todos os ambientes terrestres
atuando como produtoras primarias e fixadoras d®gé@nio atmosférico, apresentando
importancia ecologica em habitats oligotroficos gue possuam condicdes ambientais
extremas. Novos métodos para o estudo da ecolatgaesolucdo microbianas tém levado a
um interesse crescente pela diversidade e fungid@8gicas cianobacterianas de ambientes
extremos. O ambiente estressante da superfica fitdi plantas de manguezal representa um
nicho pouco explorado onde pode ocorrer colonizad&o cianobactérias, as quais
possivelmente contribuiriam para a entrada deent#s nesse ecossistema.

Os manguezais atuam como ecossistemas de trarei¢éo terra e mar e, como
consequéncia, apresentam flutuacdes constantesaeas condicdbes ambientais, tais como
temperatura, luminosidade, salinidade, umidadereeatitras, que podem alcancar niveis
extremos. Ecossistemas de mangue séo caracteriadoma vegetacao tipica que apresenta
diversas adaptacdes morfologicas e fisioloégicasoc@izes aéreas, viviparidade, disperséo de
propagulos ou capacidade de filtracdo e eliminag@osal marinho. Apesar da baixa
diversidade vegetal neste ambiente, ha uma elegagasidade microbiana e animal. As
interacbes entre arvores, solo e bactérias sam@asepara a ciclagem de nutrientes nos
manguezais e, por conseguinte, para a manutengadalaeste ecossistema.

As arvores pertencentes ao génémicennia estdo entre 0s mangues de maior
tolerancia a salinidade. Entre os mecanismos dptagko ao manguezal observados nestas
arvores encontram-se glandulas presentes na faceéablble suas folhas, que secretam na
superficie foliar o sal filtrado da agua marinhaalfa salinidade resultante desse processo
agrava a complexidade das dificuldades naturaiemtaidas pela microbiota da filosfera. A
alta concentracdo de sal se soma a auséncia dademdlbaixa disponibilidade de nutrientes
e a inconstancia de luminosidade e temperaturaatoremte encontradas no filoplano e torna
este habitat ainda mais hostil para micro-organgssmo

O cultivo de cianobactérias da superficie foliarslicennia é inédito e contribui para
0 avango na sistematica desses organismos, al@mopleiar isolados para pesquisas futuras

em bioprospeccao.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Biologia e historia evolutiva do filo Cyanobaetria

Dentro do dominio Bacteria, podem ser encontraituso filos contendo grupos de
organismos capazes de realizar fotossintese: @Ghl@hloroflexi, Cyanobacteria, Firmicutes
e Proteobacteria, dos quais dois (Chlorobi e Cyartebia) sdo compostos exclusivamente
por organismos fotossintéticos (GUPTA, 2010). @ fidyanobacteria se destaca dentre as
bactérias fotossintetizantes por sua diversidade distribuicdo, sua complexidade
morfolégica e fisiologica, sua funcdo ecoldgicae papel na histdria do desenvolvimento da
vida no planeta.

A principal caracteristica utilizada para a diglio das cianobactérias dos demais
grupos bacterianos é o seu mecanismo de fotossinee se diferencia claramente do
mecanismo presente no restante das bactérias ifd&tgantes devido a presenca de
diferentes pigmentos e de dois centros de reagd®,gdais um complexo enzimatico
chamado de fotossistema Il possui a capacidaddéld@mua molécula de agua como doadora
de elétrons para a reducdo do diéxido de carbagrango oxigénio como produto final da
fotossintese (BARBER, 2008; STANIER; COHEN-BAZIRE977). Dessa forma, os
organismos deste filo podem ser caracterizados dmsotérias fotoautotroficas oxigénicas,
ou oxifotobactérias (CASTENHOLZ, 2001).

Andlises gendmicas e filogenéticas apontam para distribuicdo parafilética da
fotossintese nos diferentes grupos bacterianosaindo que os genes envolvidos no processo
podem ter tido uma origem comum e se espalhaddgxoans distantes por transferéncia
lateral (RAYMOND et al., 2002). Os dois diferentesntros de reacdo encontrados nas
bactérias (Fe-S, ou RC-1, e feofitina-quinona, @& teriam evoluido antes do surgimento
das cianobactérias e seus genes teriam se reumidlyama forma no genoma do ancestral
destas. H& duas hipdteses para explicar a reueiggees neste ancestral: duplicacdo dos
genes de um centro de reacdo e posterior divem@wdlutiva, 0 que caracterizaria uma
origem paraloga, ou transferéncia lateral dos gelgesmbos os centros de reacdo, uma
origem xenodloga (GUPTA, 2003).

A captacdo da energia solar pelo aparato fot@tgiat cianobacteriano é realizada
principalmente por pigmentos como a clorofilaa ficocianina e a ficoeritrina. S&o também
encontrados carotenoides com a dupla funcdo der semmo pigmentos acessorios a

fotossintese e de proteger as células contra o datwoxidativo (HIRSCHBERG,;
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CHAMOVITZ, 1994). A variada concentracdo destesmmgtos nas ceélulas de diferentes
espécies de cianobactérias produz uma diversidadmmds bastante ampla, variando entre
verde, azulado, marrom, vermelho e amarelo. Tamle&tdo classificados neste filo
organismos que possuem clorofilalcomo os géneroBrochloron e Prochlorococcus) ou
clorofila d (comoAcaryochloris marina) em adicdo a clorofila, e isso lhes permite utilizar
luz de diferentes comprimentos de onda e ocupdmosidistintos dos outros membros do
grupo (KUHL et al., 2005; TING et al., 2002).

Com a mediacdo de fotorreceptores, a composicagigimentos de algumas
cianobactérias pode ser alterada de acordo comnalicées ambientais para proporcionar ao
organismo maiores chances de sucesso adaptatieopiesesso, conhecido como adaptacéo
cromatica, € realizado por um sistema sensoriallagdg por fitocromos que controla a
producdo de ficobiliproteinas e pode ter se org@pnao ambiente aquatico como uma
consequéncia da luz de diferentes comprimentos ndia eesultante da estratificacdo na
coluna d'agua (KEHOE, 2010).

Além de fixarem carbono inorganico por meio dagstntese, algumas cianobactérias
possuem a capacidade de fixar nitrogénio atmosféRtORE; HONDA, 2008), sendo que
cianobactérias epifiticas sdo os organismos comaiorrpercentual de contribuicdo a fixagéo
de nitrogénio para algumas plantas de solos alagg@d®IOSA et al., 2004). Acredita-se que
o0 sistema de fixacdo biologica de nitrogénio posstgem no aparato fotossintético
bacteriano, tendo surgido por um processo comexeoenvolveu duplicacdo, recrutamento,
fusdo e, posteriormente, transferéncia lateral deeg evidenciada pela distribuicdo
parafilética dos genes envolvidos neste process® dmminios Archaea e Bacteria
(RAYMOND et al., 2004). Apesar de ser um dos pregssmetabdlicos de maior custo
energético na natureza, em que 16 moléculas de gakP gastas para cada Mxado
(SIMPSON; BURRIS, 1984), a fixacdo biologica deragénio constitui uma grande
vantagem adaptativa por conferir maior autonomiaéslas e permitir a colonizagédo de
ambientes deficientes em nitrogénio. Acredita-see qu sensibilidade ao nitrogénio
apresentada pela nitrogenase esteja relacionadavavpl origem desta enzima em um
periodo anterior a oxigenacdo da atmosfera teerestrque os mecanismos de separacao
espacial ou temporal utilizados pelas cianobacgréaa segregar a fotossintese e a fixagdo de
nitrogénio tenham coevoluido com o estado de ofwmlagos oceanos e da atmosfera
(BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003).

Algumas cianobactérias sdo também eficientes pooakide vitamina B12 e possuem

papel fundamental na biogeoquimica desta substémiaspecial nos oceanos, onde podem
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contribuir com uma concentracdo de cianocobalarbiharezes maior que a de bactérias
heterotréficas (BONNET et al., 2010).

Portanto, algumas cianobactérias necessitam apeeasagua, luz e alguns
micronutrientes para sua sobrevivéncia, e dess® rpodem sustentar o estabelecimento de
organismos heterotréficos em locais com deplecdautieentes. Biofilmes dominados por
cianobactérias possuem alta qualidade nutricionpbadem sustentar grande biomassa de
consumidores primarios (NAGARKAR et al., 2004; YAMWARO, 1999).

Apesar da fotoautotrofia ser o principal modo detencdo de energia, em
determinadas condi¢cdes podem ser encontradas emagdgcianobactérias outras formas de
metabolismo como a foto-heterotrofia, a quimio-hwtefia, a reducdo de sulfeto e a
fermentacdo com producédo de £®i,, acetato, lactato ou etanol (COHEN et al., 1986;
RIPPKA, 1972; STAL; MOEZALAAR, 1997), o que da atess organismos grande
flexibilidade metabdlica e possibilita a colonizagie ambientes com diferentes intensidades
de luz e concentragbes de oxigénio. Em alguns ant@siea mixotrofia, ou a combinagéo de
diferentes estratégias metabolicas, pode ser tanobéervada (EILER, 2006). Um grupo de
cianobactérias picoplanctonicas ainda ndo cultvapiee ndo apresentam ficobiliproteinas e
fotossistema |l possivelmente possuem um modo die anda desconhecido que pode ser
completamente novo para a biologia (BOTHE; TRIPBEHR, 2010).

O grupo das cianobactérias provavelmente se i@uifapos as bactérias verdes ndo
sulfurosas e antes das bactérias verdes sulfu(@GaBTA, 2003). Em sua origem, ha pelo
menos 2,4 bilhdes de anos atras, foi inicialmespeasentado por organismos unicelulares de
pequeno diametro celular, habitantes de agua d®cANK; SANCHEZ-BARACALDO,
2010), adquirindo complexidade morfologica e fidgita a medida que se espalhavam pelos
mais diversos ambientes da Terra.

A evolucdo da fotossintese oxigénica resultou lewaedo da concentracdo de
oxigénio na atmosfera terrestre e provocou a ggdosde um ambiente de temperatura
elevada, dominado por metano, para uma era glacialm periodo de tempo bastante curto
em termos evolutivos, 1 milhdo de anos, marcanadc da era paleoproterozoica (KOPP
et al., 2005). A mudanca de uma atmosfera anaepdr@ uma aerobia, periodo em que
ocorreu a transformacdo mais radical dos ciclogdumquimicos terrestres desde o préprio
surgimento da vida, também promoveu a formacaoad@ada de ozénio, a qual permitiu,
devido a sua capacidade de proteger a superficestiee contra a radiacéo ultravioleta, que
0s organismos pudessem explorar novos habitatespetial o ambiente terrestre (BARBER,

2008). Esta transicdo para uma atmosfera com piiedwmme oxigénio foi essencial para o
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surgimento do dominio Eukarya (DI GIULIO, 2007)éAl disso, ao possibilitar uma forma
mais eficiente de respiracdo, a respiracdo aerOba@az de gerar 20 vezes mais energia
celular que a respiracdo anaerobica, a nova atmaogfepiciou a evolucdo dos organismos
multicelulares (BARBER, 2008).

Cianobactérias também influenciaram a evolucéoedaarias por meio da simbiose.
Varias cianobactérias simbiontes de plantas, adamgos provocam diversas mudangas na
morfologia do organismo hospedeiro por simbiogén@ENSON; MARGULIS, 2002;
CHAPMAN; MARGULIS, 1998). A mais notavel das altedas estruturais das eucarias
resultantes deste processo é representada peftoplakios das algas e das plantas, que se
originaram pela endossimbiose entre um eucariotmnifpro e uma cianobactéria
provavelmente relacionada a subclasse Oscillatoymgdae (GUPTA, 2009; MARGULIS,
1970). Endossimbioses como esta continuam a oddird(AYAMA; ISHIDA, 2009).

O filo Cyanobacteria € conhecido pela producaccideotoxinas, de maneira que
floragbes desses micro-organismos produzem pepgtidedclicos, alcaloides e
lipopolissacarideos, provenientes da acdo de eszoumo peptideo sintetase (NRPS, do
inglés “non-ribosomal peptide synthetase”) e poiiED sintase (PKS, do inglés “polyketide
synthase”) (BORNER; DITTMAN, 2005; DITTMAN; NEILAN;BORNER, 2001). Essas
substancias podem apresentar acfes hepatotoxgrasidxicas ou citotdxicas sobre animais
ou ter atividade contra alguns organismos do zogpda e fitoplancton ou até mesmo contra
outras cianobactérias (KAEBERNICK; NEILAN, 2001)lgamas hipdteses foram levantadas
para o papel ecolégico das cianotoxinas, como kmpata (LEAO; VASCONCELOS;
VASCONCELOS, 2009; PFLUGMACHER, 2002) e a protecéontra a predagéo
(THACKER; MCLEOD; MCLEOD, 2005), mas as func¢fes légicas e evolutivas destas
substancias ainda ndo sao claras. Cianotoxinasrpseeutilizadas também como uma forma
de conseguir fosfato inorganico por meio da indutd@diberacdo de fosfatases alcalinas por
membros do fitoplancton (RAVEN, 2010).

A producdo de metabolitos secundarios bioativos ganobactérias é também
bastante conhecida. Algumas das substancias cdaket@m efeito anti-inflamatorio, anti-
infeccionante ou acdo neurologica, e outras podembater células cancerigenas. O
potencial de geracdo de produtos naturais a hasites micro-organismos é superado, até o
momento, apenas pelo potencial de mixobactérias ee actinobactérias do género
Sreptomyces (NUNNERY; MEVERS; GERWICK, 2010).

Cianobactérias podem ainda proteger seu habitatracaa poluicdo e atuar na

biorremediacdo de ambientes contaminados. Elagte@ona biossor¢cdo de metais pesados e
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na biodegradacédo de derivados de petroleo, dedaidronetos aromaticos policiclicos e de
outros xenobidticos (JUHASZ; NAIDU, 2000; RAGHUKUMRet al., 2001).

A alta diversidade dentro desse grupo se manifastanivel molecular. O material
genético das cianobactérias € composto, assim aarras bactérias, por uma ou mais
moléculas de plasmideo, presentes em praticamedss tas cianobactérias, e por DNA
cromossomal, cujo tamanho pode variar entre 1,6°xa18,6 x 18 Da e que pode possuir
varias copias idénticas dentro de uma mesma c@uimie pode favorecer a recombinacéo
genética por possiveis interacdes (COHEN; GUREVURNG6). Alta diversidade genética €
evidenciada pela ampla distribuicdo e hipervaiiddile de elementos transponiveis nos
genomas de cianobactérias, os quais chegam ataonaté 10,95 % do genoma total de
algumas linhagens, com alto percentual destes atesipodendo ser detectado em genomas
de cianobactérias que habitam ambientes extrenibiseflal., 2010), sendo que a capacidade
de adaptacdo de um organismo a um ambiente exfpexi® ser aumentada pela presenca
destes elementos (KIDWELL; LISCH, 2001).

A autonomia nutricional, a plasticidade fisiolGgie a tolerancia a condi¢cdes
desfavoraveis possibilitaram que este grupo aseges ampla distribuicdo encontrada hoje.
Atualmente, cianobactérias podem ser encontradds én ambientes comuns como solos,
agua doce, agua marinha e superficie de plantashas quanto em ambientes considerados
extremos tais como fissuras de rochas do Articieirgs, desertos, solos acidificados, fontes
termais, pantanos e manguezais (WHITTON; POTTSQR0Bua distribuicdo mundial &
superada apenas pela dos demais grupos de batddias1S, 2000).

Essa longa e rica histéria evolutiva resultou ¢ diversidade morfologica entre os
membros do grupo, capaz de atingir grande com@dei@m alguns taxons. Sao encontradas
desde cianobactérias unicelulares simples até lugabérias multicelulares com diferenciacéo
celular, especializacdo funcional e capacidade dadugir ramificacbes verdadeiras
multisseriadas (WATERBURY, 2006). Essa variacaofatena constituiu durante bastante

tempo o eixo central da taxonomia do filo.

2.2 Sistematica cianobacteriana

O estudo da diversidade de cianobactérias passoprgfundas alteracdes desde Carl
von Linné, o primeiro a estudar as formas morfaagiente menos complexas do grupo, que
incluiu estes micro-organismos entre 0s grupos rilescem seu trabalho “Species
Plantarum”, de 1753 (WHITTON; POTTS, 2000). A tammia das cianobactérias tem um
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grande histérico de conflito. Inicialmente, devido semelhanca fisiolégica entre os
organismos deste filo e as eucéarias fotossintéd@sahoje classificados no supergrupo
Archaeplastida (ADL et al., 2005), as cianobacgf@aam erroneamente classificadas como
“algas verde-azuladas”. Logo, seu estudo foi ilmognte contemplado pela boténica, sendo
somente mais tarde abracado pela microbiologia (BER; COHEN-BAZIRE, 1977).
Atualmente, apesar da confirmagédo de sua natureartlégica ja completar décadas, ndo
somente o Codigo Internacional de Nomenclatura éBiacta mas também o Caodigo
Internacional de Nomenclatura Botanica séo utibzathdependentemente pela comunidade
cientifica na descricdo de espécies cianobacterian@ue gera confusdo (OREN, 2004a).
Durante a primeira metade do século XX, as “algaslerazuladas” foram classificadas em
quatro classes botéanicas distintas: Schizophyc®gcochromaceae, Myxophyceae e
Cyanophyceae (FRITSCH, 1945), apesar das relagieseste taxon e as bactérias ja terem
sido supostas ha pelo menos 70 anos por Cohn (18 dgksta discussado ainda permanecer em
andamento naquele momento (PRINGSHEIM, 1949). Aprorracao definitiva desta relagao
veio na década de 1960, com a elucidacdo dasmiifesecelulares entre as células bacterianas
e eucariontes. Por consequéncia, em 1974, na oeraigho do Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology ja podia ser encontragelavra “Cyanobacteria” (SAPP, 2005).
Entretanto, descricbes de novos taxons cianobacteyi por critérios microbioldgicos
continuam escassas até os dias atuais (OREN, 2011).

As limitacbes metodologicas e a alta diversidadafologica das cianobactérias
levaram tanto os sistemas botanicos (ANAGNOSTIIN®OMAREK, 1985; BOURRELY,
1970; GEITLER, 1932; KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 1999; GMAREK;
ANAGNOSTIDIS, 2005) quanto os sistemas microbiatdgi (CASTENHOLZ, 2001,
RIPPKA et al., 1979) de classificacdo a apresemanma énfase muito grande em caracteres
morfologicos, confiando a eles o papel de critpriacipal para a determinacdo de taxons.

Todavia, apesar da morfologia ter sido eleita sEgmomento pela maior parte da
comunidade cientifica como guia para a classificagassica destes organismos, diferencas
ou semelhancas entre morfotipos ndo necessariamefiééem o parentesco evolutivo —
estruturas semelhantes podem ter origens difefeniestruturas distintas podem ter derivado
de uma estrutura presente em um ancestral comsontdisconfirmado por diversos trabalhos
que apontam que muitas hipbteses taxondmicas lmsemh caracteres morfoldgicos
utilizados tradicionalmente ndo apresentam coexéomn as conclusdes obtidas por outras
analises (GUGGER; HOFFMANN, 2004; LITVAITIS, 200Desse modo, apesar de ter sido

importante para o desenvolvimento inicial dos estudleste grupo, a énfase sobre a
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morfologia constituia uma grande barreira paraangtrugdo da verdadeira histéria evolutiva
do filo, precisando, portanto, ser revista (SWINGL& al., 2008). A taxonomia polifasica,
considerada hoje uma ferramenta de classificacé® nolausta, permite testar estas hipoteses
e pode indicar quais destes caracteres morfologi@osonfiaveis para o estabelecimento de
taxons e de critérios de identificacdo (HOFFMANNOMAREK; KASTOVSKY, 2005).
Atualmente, recomenda-se a caracterizacdo fenatigpic conjunto com a caracterizacdo
genotipica para a descricado de novas bactériaDAIN et al., 2010).

Nas ultimas décadas, novas técnicas foram intiddsiza classificacdo taxondmica
das cianobactérias, questionando a tradicionalsénfeo estudo de suas caracteristicas
morfoldgicas e levando a uma ampla revisdo de géésios. Dentre as técnicas responsaveis
por essas mudancas, destacam-se a biologia maleeula microscopia eletrénica
(HOFFMANN; KOMAREK; KASTOVSKY, 2005). Estas novasrfamentas tém sido Uteis
para elucidar diversas questdes relativas a hast@iural das cianobactérias. Atualmente, a
taxonomia deste grupo é baseada na abordagemspaifgue busca combinar informacdes
filogenéticas com dados morfolégicos, ecologicogofisiolégicos e ultraestruturais
(KOMAREK, 2005; VAN DAMME, 1996) (Figura 1).

Os métodos de classificacdo baseados na compadagdsequéncias do gene da
subunidade menor do ribossomo (RNAr 16S) foranothtzidos por Fox, Pechman e Woese
em 1977. Desde o surgimento desta técnica, o seigneento do gene de RNAr 16S tem
sido o critério mais utilizado para o estabelecitmede taxons bacterianos e para o
desenvolvimento de estudos sobre a evolucdo bawse(STACKEBRANDT; GOEBEL,
1994; WOESE, 1987). Arvores filogenéticas baseadagene de RNAr 16S sdo muitas vezes
congruentes com filogenias obtidas a partir de @&so completos para categorias
taxondémicas ao nivel de género e acima (KONSTANDIS| TIEDJE, 2007), o que indica
sua confiabilidade.

Dessa forma, o sequenciamento do gene de RNArélétsialmente considerado o
método molecular padréo para a determinacéo deagde cianobactérias. Atualmente, para
gue duas linhagens sejam classificadas dentro deaesmo género deve haver um percentual
de similaridade igual ou maior que 95 % entre SgagIéNcias; um percentual abaixo deste
limite em conjunto com um caractere citomorfolégittacritico constitui um marcador para a
separacdo de géneros (KOMAREK, 2010). Também éstiicsas na definicdo de género as
caracteristicas ecolégicas, ecofisiologicas, ustraturais e bioquimicas dos organismos.
Essa estratégia de complementariedade entre téamicatérios se mostrou bastante valiosa

para a tarefa de levantar a histéria evolutivardoserosos taxons cianobacterianos.
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5 Gloeobacterales Gloeobacteraceae Gloeobacter
= cocoides sem tilacoides
>
=
£
g
o

Synechococcales Synechococcaceae Cyanobium, Synechococcus, Rhabdoderma,

cocoides e Rhabdogloea, Cyanonephron, Cyanodictyon,
2 Aphanothece, Prochlorococcus
% Merismopediaceae g o .
S Aphanocapsa, Merismopedia, Coelosphaerium,
'ﬁ_ Limnococcus, Synechocystis, Coelomoron, Snowella
o
S Chamaesiphonaceae Geitleribactron, Cyanophanon, Clastidium,
e heteropolar 9
g Chamaesiphon
S Pseudanabaenales Pseudanabaenaceae Romeria, Pseudanabaena, Limnothrix, Halomicronema,
2 filamentosas Arrhronema, L_eptolyﬁgbya,. P/cgn_kto@ngbya, VLgib/e.znia,
% Heteroleiblenia, Tapinothrix, Geitlerinema, Spirulina,

S Ll Halospirulina
m Schizotrichaceae H ! Schizothrix, Inactis, Trichocoleus
1]
Chrgococcales Cyanobacteriaceae Cyanobacterium, Cyanothece, Euhalothece, Myxobakiron,
—— | Aphanothece stagnina
\\:‘,; [Microcystaceae Microcystis, Gloeocapsa, Synechocystis
Gomphosphaeriaceae Gomphosphaeria, Woronichinia
Chroococcaceae Chroococcus, Microcrocis, Glosocapsopsis, Asterocapsa,

Cyanosarcina

polarizadolEntophysalidaceae

fissdo binaria

Cyanoarbor, Chlorogloea, Entophysalis

=

polarizadolg+i chosiphonaceae

exdcitos

Stichosiphon, Chamaecalyx, Godlewskia

polarizadol Dermocarpel]aceae
cocitos

O (&Rl

Dermocarpella, Stanieria

polanzadofy enococcaceae

cocitos x fissdo binaria

Chroococcidiopsis, Myxosarcina, Xenococcus

Oscillatoriophycidae

[Hydrococcaceae
o s Hydrococcus
polarizado] Hyellaceae
ccitos x fissio bindria Hyella, Pleurocapsa

om necridios

(scillatoriales Borzigeeac O _ [komvophoron, Borzia
M Phormidiaceas O Phormidium, Microcoleus, Trichodesmium, Tychonema,
from necridios P lanktothrix, Arthrospira
Dscillatoriaceas Oscillatoria, Lyngbya, Blennothrix, Plectonema,
om necridios ( ) Polychamydum
Gomontiellaceae L3 |Gomontiella, Crinalium, Starria

(Nostocales heterocitos.fScytonemataceae 3
filamentosas acinetos isnp%]lar. ramificagio falsa Scytonema, Brasilonema
Symphyonemataceae . . )
,;,Xlﬁc%ozudadm ™ Symphyonema, Mastigocladopsis, Symphyonemopsis,
INostocaceae INostoc, Nodularia, Aphanizomenon, Anabaena,
sopolar, sem ramificagio Cylindrospermopsis, Cylindrospermum
N i . .
é&zﬁ% %&;ﬁghaetaceae (Microchaete, Tolypothrix
&m}fﬁ}lﬁgﬁeae Calothrix, Rivularia

[Hapalosiphonaceae
ramificagéio verdadeira (T)

Fischerella, Hapalosiphon, Mastigocladus, Westiellopsis,
[Nostochopsis, Chlorogloeopsis

Stigonemataceae

ramificagdo verdadeira, multiseriada

Stigonema

Figura 1 — Classificacdo das cianobactérias, baseadtaxonomia polifasica (adaptado de
KOMAREK, 2005).
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Novos métodos para a inferéncia das relacoes texaduentre os diferentes grupos
taxondmicos continuam a ser introduzidos. O redatiente novo campo da gendmica
comparativa se destaca entre estes méetodos e @aaled uma nova revolucdo dentro da
sisteméatica microbiana. Dentre as ferramentas mialexs genémicas atualmente disponiveis
para a classificacdo das cianobactérias, a veyficaa presenca de sequéncias de proteinas
encontradas apenas em determinados taxons e seatidlinsercées ou delecdes conservadas
em sequéncias de proteinas estruturais se most@amisgoras para 0 esclarecimento de
graus de ancestralidade néo passiveis de seremndasf@or analises filogenéticas comuns. A
filogendmica em conjunto com estas analises desmarfia e de proteinas exclusivas vem
confirmando grande parte das observacgoes feitad@itmann, Koméarek e Kastovsky (2005)
aos niveis de subclasse e ordem e tem dado mdiostez a classificacdo cianobacteriana
moderna (GUPTA, 2009; GUPTA; MATHEWS, 2010).

A diversidade cianobacteriana é um reflexo daedade e da complexidade dos
habitats ocupados por estes micro-organismos. gaslda diversidade de bactérias em
ambientes naturais por técnicas independentes Hirocdrequentemente apontam alto
numero de representantes de taxons ainda ndoacdsve de baixa similaridade com clones
obtidos de outros ambientes. Os recursos dispaabds nas ultimas décadas para o estudo
da diversidade e da ecologia bacteriana ndo sonténtelevado a uma revolugdao na
sistematica dos seus diversos grupos, mas també&sibpitaram a re-emergéncia da
biogeografia bacteriana, disciplina que estudastilduicdo espacial dos taxons bacterianos
nas escalas local, regional e continental, exandmauwas variagcdes genéticas, fenotipicas e
fisioloégicas e os processos que geram e mantéms gatiedes de distribuicdo, visando propor
e avaliar teorias relacionadas a criacdo e evoldpdopadrées de diversidade no ambiente
(RAMETTE; TIEDJE, 2007). Pesquisas realizadas neftaada trouxeram para esta
disciplina uma nova visdo que desafia fortemermiaradigma vigente.

A despeito de ja ser observada em alguns micrarismos patogénicos a seres
humanos hé alguns séculos (HEDLUND; STALEY, 200v§,uma tradicional rejeicdo da
hipétese de padrbdes geograficos e endemismo erériaactresultado da crenca de que os
aspectos geograficos sao irrelevantes para a ntogta, sintetizada na maxima “tudo esta
em todo lugar, mas o ambiente seleciona” de Baakilgp cunhada sob influéncia dos
trabalhos de Martinus Beijerinck do final do sécKIiX (O'MALLEY, 2007). Todavia, um
numero cada vez maior de pesquisas indica que {oiganismos podem apresentar néo
apenas variacbes ambientais, mas também padrogsafiens, apontando que a hipotese da

ubiquidade generalizada das espécies microbiardes p@o ser necessariamente aplicavel a
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todos os casos (MARTINY, 2006). Atualmente, h4 udmaro crescente de trabalhos
propondo o reconhecimento da existéncia de padbiegeograficos e de endemismo
bacterianos (HEDLUND; STALEY, 2004). A biogeografiacteriana seria explicada pela
combinacédo de fatores como a especiacdo, a extmgidispersdo (RAMETTE; TIEDJE,
2007). Andlises genéticas de alta resolucdo aponizen enquanto ha grande namero de
bactérias que ndo apresentam especiacdo alop&sieaprocesso de fato pode ocorrer em
algumas bactérias (WHITAKER, 2006).

A distribuicdo cosmopolita de um novo taxon mitaolo é alcancada de maneira lenta
o suficiente para proporcionar o desenvolvimentalifierencas regionais. Esse pode ser o
caso de micro-organismos especializados em hab#eis ou isolados, ja que pode haver
baixo sucesso de dispersao destes organismos anbierde adequado a sua especializacéo
ecologica. Evidéncias de limitacbes da disperséaglens micro-organismos sao encontradas
em algumas morfoespécies microbianas, que podemasapar até mesmo padrbes
biogeograficos classicos como provincialismo e meeato por distancia. Ao contrario do
que se pensava anteriormente, ha limitacbes sigtifas da dispersdo microbiana e isto
influencia de maneira consideravel a distribuicd uwin determinado micro-organismo
(TELFORD; VANDVIK; BIRKS, 2006).

O filo Cyanobacteria constitui um grupo bastanteaemte para estudos de
biogeografia microbiana devido a sua diversidadefattmica e genética. No grupo das
cianobactérias, observa-se que diferentes genoétiposfenotipos sao delimitados
ecologicamente e podem surgir em condicdes amisefdaoraveis como resultado de
selecdo natural. Ambientes relativamente isoladoscoen caracteristicas singulares
proporcionam alta especializacdo ecoldgica e magfoh de cianobactérias e podem induzi-
las a especiacdo, 0 que explicaria a alta divatsidanorfotipica nos trépicos
(REIMANKOVA; KOMAREK; KOMARKOVA, 2004).

Para cianobactérias adaptadas a ambientes exfremosondicbes peculiares dos
habitats em que se encontram podem atuar sobrenanaade de maneira semelhante ao
isolamento geografico, adquirindo natureza proxande uma ilha, e provocar divergéncia
genética (PAPKE et al., 2003). Em determinados antes extremos como a Antartica, que
apresenta diversos locais onde a composicdo da éipredominantemente microbiana, o
endemismo é encontrado de maneira bastante elevadasive entre cianobactérias
(VYVERMAN et al., 2010).
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A hipétese de endemismo microbiano levanta a biisside de que espécies
microbianas tanto simbiontes quanto de vida liveg@m incluidas em listas de espécies
ameacadas de extingdo (STALEY, 1997). Com essddsipObiomas ameacados se tornam
areas prioritarias também para o estudo e a cagg\da diversidade microbiana.

Esses fatos tém levado a um crescente interedgeapaliacdo da biodiversidade
cianobacteriana de ambientes extremos. O reconbBetinde que nem todos 0s micro-
organismos apresentam necessariamente um compottarmesmopolita e a hipdtese de
endemismo microbiano tém conduzido a um crescetgeesse pelo estudo das comunidades
microbianas de ambientes de condi¢cbes consideedsmmas, tais como: altas ou baixas
temperaturas, baixa disponibilidade de nutrierftggrsalinidade, intemperismo intenso etc.
Estes fatos tornam as florestas de mangue locsiartia atraentes para estudos ecoldgicos e

filogenéticos das cianobactérias.

2.3 Ecossistemas de mangue e cianobactérias

Manguezais sdo ecossistemas caracterizados petenga de plantas altamente
adaptadas morfolégica e fisiologicamente as comdic@xtremas encontradas nestes
ambientes de transicdo entre terra e mar. Estessistmmas atuam como abrigo e sitio de
reproducdo de crustdceos, moluscos, peixes, masif@ves e répteis, e seus canais
apresentam grande riqueza de fitoplancton e zociAnSua biomassa pode muitas vezes
superar a encontrada em algumas florestas trop(@di®NGI, 2002). Estdo amplamente
distribuidos pela regido costeira de zonas tropieasubtropicais, abrangendo 112 paises e
territérios (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001).

Florestas de mangue sao a principal fonte de rmatéganica de aguas costeiras no
Brasil, devido a exportacdo de folhas de plantde earbono dissolvido e microparticulado
(DITTMAR; LARA; KATTNER, 2001). Além disso, sua cebktura vegetal e localizacdo lhes
permitem atuar na diminuicdo da amplitude e dageaete ondas violentas e na reducgéo do
impacto sobre a costa resultante de desastreaisatomo inundacoes, tempestades, furactes
e ondas gigantes produzidas por maremotos (ADGER, &005; DANIELSEN et al., 2005).

O interesse sobre 0os manguezais vem crescendtiima década e tem produzido
diversas mudancas de paradigmas sobre a ecologfiesdecossistemas. Pesquisas recentes
mostraram que as taxas de producdo primaria dedteiate sdo proximas as de florestas
tropicais, e que, apesar de parecerem arquitetendénsimples, ha grande complexidade nos

fatores que regulam a sucesséao e a zonagao dosiesargdespeito da diversidade vegetal
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ser baixa e o crescimento das arvores estar rakbioa padrdes climaticos, a diversidade
animal e microbiana é bastante elevada: enquantelagbes entre plantas, solo e micro-
organismos ajudam a conservar nutrientes escasa@s)guejos influenciam a funcéo e a
estrutura das florestas, que também possuem papahrhental no ciclo de vida de peixes,
para 0s quais funcionam como bercario. As comuesladrbéreas também possuem
importancia nas cadeias alimentares e algas repaesaima significativa fonte de alimento

neste ambiente. Além disso, manguezais sdo quirert@ndiversos e constituem uma boa
fonte de recursos naturais (ALONGI, 2009).

Apesar de sua grande importancia ecoldgica, lasede mangue estdo entre os
ecossistemas tropicais mais ameagados no mundalltfaas duas décadas, pelo menos 35
% da area mundial de mangues foi perdida, percegqigasupera o impacto ambiental sobre
recifes de corais e florestas tropicais (VALIELAQB/EN; YORK, 2001). A degradacéo dos
mangues é resultado da acdo humana — entre agppisnameacas a estes ecossistemas,
encontram-se: desenvolvimento urbano, aquiculpgaca e caca, mineracdo, exploragao de
madeira, contaminacao por metais pesados provesieiat efluentes industriais, despejo de
efluentes de esgoto e derramamentos de hidrocadsom® petroleo (ALONGI, 2002;
CURY, 2002; FIRME, 2003; TAM; YAO, 1998). Em escalfiobal, estima-se que
aproximadamente 1 milhdo de hectares de mangueesdmlos anualmente (MOSCATELLI,
1999). A desvalorizacdo dos beneficios ecologict@ngo prazo proporcionados por estes
ecossistemas frente a ganhos econémicos imeda&tosetvado até mesmo a dizimacao dos
mangues em alguns locais (MACINTYRE, 2009).

Além da presenca de solos andxicos e lamacentda @¢do de fortes marés,
manguezais apresentam constantes flutuacoes emegiezd ambientais como concentracéo
ibnica, temperatura e radiacdo ultravioleta, o goastitui grande desafio adaptativo a
biosfera local e origina nichos Unicos, fatores geeam a grande diversidade de micro-
organismos a despeito da baixissima diversidadetaedDECHO, 2000). Bactérias sao
indiscutivelmente os organismos de maior abundéaecidiversidade em ecossistemas
aquaticos e desempenham papel fundamental nossposchiogeoquimicos (OREN, 2004b),
de maneira que a diversidade bacteriana e o fuaiciento de ecossistemas costeiros podem
apresentar correlacao positiva (DANOVARO; PUSCEDRQD7).

A importancia ecologica das bactérias € aumergadambientes oligotréficos e ricos
em carbono organico como manguezais. Apesar de bauea disponibilidade de nutrientes
como nitrogénio e fosforo, essenciais para o amemuio de plantas, ha uma alta

produtividade vegetal nestes ecossistemas, o0 gquenge se torna possivel devido a interacdo
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entre plantas e micro-organismos, estes Ultimogne&ss na ciclagem destes escassos
nutrientes (BASHAN; HOLGUIN, 2002). Os solos de maezais abrigam bactérias que
trazem varios beneficios as plantas tais como acdix de nitrogénio ou a producédo de
amonia, o estimulo do crescimento de mudas de fdirata, com a producdo de acido indol
aceético, ou indireta, pela solubilizacdo de fosfatoa sua protecdo contra patdgenos
(KATHIRESAN; SELVAM, 2006). Bactérias solubilizads de fosfato sdo encontradas em
grande abundancia em manguezais (VAZQUEZ et alO0ROAté 60 % do aporte de
nitrogénio em manguezais pode provir da fixacaddogioa de nitrogénio (ZUBERER,;
SILVER, 1978). Essa taxa de fixacdo em bactériaterdiedficas € limitada pela
disponibilidade de fontes de carbono e oxigénioHS®; DHAL, 2009), limitagdo que pode
potencialmente ser contornada por algumas cianétast Aléem destes beneficios, bactérias
de mangue podem ainda agir no processamento degle@jdustriais e na biodegradacao de
poluentes (SAHOO; DAHL, 2009).

Um dos fatores determinantes para a biodiversidadetal e animal é a produtividade
primaria de um ecossistema (ROSENZWEIG, 1995). I® @yanobacteria possui grande
importancia como produtor primario em ambientesetsglinos (LOPEZ-CORTEZ et al.,
2001). Todavia, levantamentos sobre a diversidaseidnobactérias em manguezais no
Brasil sdo escassos. Este grupo é frequentemetitddixde relatérios sobre a diversidade de
ambientes marinhos (CRISPINO; SANT'ANNA, 2006). Entos habitats de manguezal
colonizados por cianobactérias encontram-se a aaleragua e sua superficie, particulas em
suspensao e 0s meios interno e externo de pla@iaisnais; estes micro-organisnmasnbém
colonizam superficies submersas como raizes, gathosedimentos (KATHIRESAN;
BINGHAM, 2001). Geralmente, as espécies encontragase ecossistema possuem maior
similaridade com as espécies de ambientes marinG@sobactérias filamentosas néo
heterocitadas provavelmente sdo melhor adaptadasuaguezal (BRANCO et al., 2003).

Cianobactérias diazotroficas contribuem signifiearente para o aporte de nitrogénio
em ecossistemas de mangue (LUGOMELLA; BERGMAN, 2082ntensidade luminosa e a
temperatura da agua sao dois fatores que demamstriafluenciar fortemente a taxa de
fixacdo bioldgica do nitrogénio de cianobactériasogiadas a arvores do générocennia
(TOLEDO; BASHAN; SOELDNER, 1995a).

Nos manguezais brasileiros, hd um predominioé&egéneros de arvoresvicennia,
Laguncularia e Rhizophora, cada qual com adaptacfes especificas (DIAS gt2@lO0;
SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1999). A fisiologia deicennia a destaca das outras.
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O levantamento de cianobactérias em florestas degmeaé um assunto de grande
interesse, pois além de esclarecer alguns pontosegtentes a biogeoquimica dos
manguezais, ele pode também revelar taxons desddobe As comunidades
cianobacterianas que habitam estes ecossistenmaanmaem como alvo de poucas pesquisas

apesar de sua potencial diversidade e importamciantionamento de manguezais.

2.4 Microbiologia da filosfera deAvicennia

Em analogia a rizosfera, Ruinem (1956) nomeouldsféra a superficie externa das
folhas das arvores habitada por micro-organismdégu®s anos depois, reconhecendo esse
como um nicho negligenciado, a mesma autora fedemamtamento de micro-organismos
presentes na superficie das folhas de diversagaplan verificou que havia colonizacéo
microbiana nas folhas de todas as plantas, encolatreambém cianobactérias em todas as
amostras (RUINEM, 1961).

A filosfera € um nicho bastante rico em espécmstdrianas que tem sido pouco
abordado em estudos de ecologia microbiana (LINDCBRANDL, 2003). Mesmo
geralmente apresentando comunidades que se difarensignificativamente das
comunidades da rizosfera devido as caracteristieasliares deste habitat, fato que agrega
bastante interesse a compreensao de sua ecolagaipaparte das pesquisas envolvendo a
microbiologia da filosfera até o momento se regiuna estudos de interacbes planta-
patdgeno em culturas de interesse econdmico (BELRWT-RAZ, 2010).

Embora seja um habitat inconstante e hostil conitdcdo de nutrientes e variacoes
extremas de condicbes ambientais, bactérias ep#ibdo capazes de tolerar o estresse deste
ambiente e de explora-lo (GAU; DIETRICH; KLOPPSTE(802). Folhas ricas em agua e
fosforo e de epiderme adaxial mais fina permitenomaolonizacéo por bactérias (YADAV;
KARAMANOLI; VOKOU, 2005). At¢ 10 células bacterianas por tnpodem ser
encontradas na superficie das folhas de algumataplae grande parte delas é proveniente de
taxons ainda ndo estudados que possivelmente afwsedaptacdes exclusivas para a
sobrevivéncia neste habitat hostil, o que torribbsféra um atraente objeto de estudo tanto de
novos taxons quanto de genes de tolerancia assstiielNDOW; LEVEAU, 2002).

Anatomicamente, a folha pode ser dividida em te@sdes principais: a epiderme, 0
mesofilo e os feixes vasculares. A cuticula, umaatka de acidos graxos esterificados,
recobre a epiderme e separa a folha do meio ext&sbomatos e tricomas estdo presentes

em grande quantidade neste 6rgdo. A superficiéotteess € um habitat dindmico e transitério
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gue submete as bactérias a flutuacdes de temperaagiacdo ultravioleta, velocidade dos
ventos e umidade relativa, que podem alternar emtremos em escalas de segundos a horas.
Ocorrem variacdes também devido a idade da foksgdalseu surgimento até a senescéncia.
Desse modo, a comunidade bacteriana pode estarstaxpovarias situacdes adversas
simultaneas na filosfera (HIRANO; UPPER, 2000).

A cuticula, com a qual os micro-organismos dasféca estdo em contato direto,
constitui uma barreira para a liberacdo de agues @nutrientes para o exterior da planta
(SCHREIBER; KRIMM; KNOLL, 2004). Devido a escasseatricional, a capacidade de
fixar carbono e nitrogénio atmosféricos se tornaauoaracteristica importante para a
colonizagédo e a sobrevivéncia neste habitat pomueono-organismo e pode constituir uma
importante vantagem ecologica frente a outros &atds da filosfera, além de facilitar o
estabelecimento de organismos heterotréficos edr@mtroficos. Cianobactérias podem ser
0s organismos com maior taxa de fixagcdo de nitiogBa filosfera de algumas plantas de
florestas tropicais, promovendo uma entrada sigatiffa de nitrogénio disponivel nestes
ambientes (FURNKRANZ, 2008).

Cianobactérias habitantes da filosfera oferecenefi@os em potencial as plantas de
diversas maneiras, ja que, além de disponibilizangnogénio fixado (FREIBERG, 1998),
seus biofilmes podem secretar moléculas insetidBE€HER; JUTTNER, 2005) e produzir
substancias reguladoras de crescimento (SERGEEMAJMER; BERGMAN., 2002).
Bactérias do filoplano sdo também capazes de dmgrpdluentes organicos volateis
(SANDHU; HALVERSON; BEATTIE, 2007).

De uma forma geral, a colonizacdo do filoplanogpagdresentar dois padrdes: baixa
rigueza e alta abundéancia, ou alta riqueza e baxadancia (HIRANO; UPPER, 2000),
ocorrendo grande variacdao no tamanho das populagdesfolhas de diferentes idades, entre
plantas de diferentes espécies ou mesmo de umaaresgrécie e de acordo com a estacao,
variacao relacionada com a flutuacdo das condiffdiesis e nutricionais (BELKIN; QVIT-
RAZ, 2010).

Analises moleculares provém evidéncias de quecaobiota habitante da filosfera é
muito mais complexa e diversa do que se acreditavpe este habitat abriga diversas
bactérias ainda ndo descritas (YANG et al., 20PBtabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas hospedeiras podem provocar uma pressa@legis sobre 0S micro-organismos
associados a ela e fazer com que mesmo espéciptamtas com grande proximidade
taxondmica entre si apresentem comunidades micrabigignificativamente diferentes em

suas folhas (KARAMANOLI et al., 2005). Todavia, @lanizagcédo da superficie das folhas é
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influenciada ndo apenas pela espécie da planta,tamalsém pelo local em que ela se
encontra. Em alguns casos, o local constitui or fd® maior importancia na distribuicdo

bacteriana na filosfera (KNIEF et al., 2010). Assiomo em outros habitats, bactérias da
filosfera podem apresentar padrdes biogeografimagveis (REDFORD et al., 2010).

Bactérias podem chegar a filosfera carregadasgrelmor animais ou em sementes, e
seu estabelecimento e crescimento pode ser infagim@ela capacidade de sobreviver na
superficie das folhas e por fatores climaticos ceimova e ventos. Restos de plantas podem
ser também uma fonte importante de colonizacdms&ipel ainda que bactérias da rizosfera
penetrem as raizes e sejam transportados a faop#do sistema vascular e que um micro-
organismo alterne entre os estados endofitico &tiepi Os pontos mais comuns de
colonizacéo da folha sdo as juncdes das pareddares! da epiderme, os sulcos de nervuras,
0s estdmatos e a base de tricomas (WHIPPS e08B).2

A heterogeneidade do habitat e a complexidadecdadi¢coes ambientais podem
influenciar positivamente a diversidade bacteriatdORNER-DEVINE; CARNEY;
BOHANNAN, 2004). Aproximadamente 97 % das bacténalitantes da filosfera ainda néo
foram descritas, 0 que sugere que sejam organisxadgsivos deste habitat (LAMBAIS et
al., 2006). Recentemente, foi descoberto um novergéde cianobactérias em folhas de
bromélias e eucalipto, denominaBasilonema (AGUIAR et al., 2008; FIORE et al., 2007),
confirmando o potencial da filosfera em abrigaotéxexclusivos.

No génerocAvicennia, a filosfera adquire caracteristicas ainda matsemas que as
encontradas em outras plantas. Para manter o batmmotico do organismo, as arvores
deste género eliminam o sal absorvido da agua hearpor meio de uma corrente de
transpiracdo que o carrega até as folhas, em gpgftcie € liberado. Apesar de sal poder ser
encontrado em ambas as faces foliares, seu sitisedecdo € encontrado na epiderme
abaxial, a qual contém glandulas secretoras, quasnuezes produzem cristais visiveis a
olho nu na superficie desta face (FITZGERALD;ORLOWI ALLAWAY, 1992) (Figura 2).
Até 90 % de todo o sal absorvido pode ser filtraoeliminado por este processo
(DRENNAN; PAMMENTER, 1982). Este método de excregiosal pode servir também
como um mecanismo de defesa contra doencas (GILBEETIA-CHANG; ROJAS, 2002).

E possivel ainda que ocorra acréscimo de sal rexféeip das folhas por deposicéo a partir de
aerosois da dgua marinha (SMITH et al., 1989).eemérprincipais ions presentes na filosfera
de Avicennia, podem ser encontrados N&*, Mg?*, C&”, CI e SQ* (SUAREZ; MEDINA,
2009).
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A taxa de excrecao de sais pelas glandulas felamenenta conforme a salinidade do
meio aumenta: em culturas Aemarina, a concentracdo salina na superficie das folhas pode
ir de 2 % (em mudas cultivadas em agua doce) a (Brfomeios com sal a 35 ppt). As
plantulas podem até mesmo ter seu crescimento wdation por niveis moderados de
salinidade. Dentre 0s mangues capazes de secattaa snaior tolerdncia a salinidade é
apresentada por espécies do gémefcennia como resultado ndo somente da eficiéncia de
seu processo de eliminacao de sais, mas tambémadeapacidade de acumular osmolitos
como betaina e prolina no citoplasma de suas séutie sua baixissima taxa de transpiracao
(YE et al., 2005).

Figura 2 — Cristais de sal em folha de arvore dmgﬁAvicenni. (Foto: UIf Mehlig)

A complexidade das condicdes da superficie dasa$oldas arvores do género
Avicennia é ainda elevada pela liberacdo de substanciasvaisgielas folhas e por outros
locais da parte aérea que apresentam atividaderacaliversos tipos de bactérias
(BOBBARALA; VADLAPUDI; NAIDU, 2009; SANTOS et al.2010).

A despeito da hostilidade e da instabilidade da®dicbes ambientais encontradas
neste nicho, populacées microbianas podem ser #adas na filosfera de diversas espécies
de arvores de manguezais, com diferencas entres zatmaalinidade (GUPTA; MISHRA;
BASAK, 2009).
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Células expostas a ambientes de elevada conc@misalina estdo sujeitas ao aumento
da pressdo osmoética e da concentracdo idnica,egraenla perda de agua intracelular e ao
grande influxo de ions no citoplasma, especialmgn@ndo cloreto de sddio € a causa do
estresse. A regulacdo do potencial osmoético podeesdizada tanto pela acumulagdo de
substancias organicas atoxicas no citoplasma quetdoexportacdo ativa de ions do interior
para fora das células. (JOSET; JEANJEAN; HAGEMANIM96). A principal estratégia
utilizada por células bacterianas para a manutedgdequilibrio osmoético em ambientes
hipersalinos consiste na conservacao de um citopla®m baixa concentracdo de sais, mas
com elevados niveis intracelulares de alguns selatganicos como glicilbetaina e ectoina,
que proporcionam balan¢co osmético ao mesmo tempqguerpermitem a acao de enzimas
ndo adaptadas a salinidade, conferindo alta fléddloie e adaptabilidade as células
(MADIGAN; OREN, 1999).

De forma semelhante, solutos produzidos pela @d@nobactéria ou adquiridos do
ambiente como sacarose, trealose, glicosilglicgtotamato e glicilbetaina contribuem para o
equilibrio da osmolaridade e mantém tanto a integie de membranas quanto a estabilidade
de proteinas estruturais e de proteinas relacisnaga estresse (JOSET; JEANJEAN;
HAGEMANN, 1996; PANDHAL; WRIGHT; BIGGS, 2008). E pvavel que mecanismos
semelhantes também ocorram em cianobactérias titerhaa filosfera dévicennia spp. As
cianobactérias podem ser divididas em trés grummsacbrdo com sua capacidade de
resisténcia a salinidade: sensiveis ao sal, moaeradte halotolerantes e halotolerantes
extremas (REED; STEWART, 1988). Os génefombaena, Aulosira, Cylindrospermum,
Fischerella, Lyngbya, Nostoc, Plectonema e Stigonema sédo os tdxons que contém linhagens
de cianobactérias mais frequentemente relatadas cesistentes & dessecacdo prolongada
(DEVI et al.,, 2010). A acumulacdo de sacarose noplisma é a principal forma de
osmorregulacdo observada em células de cianolmctgue habitam ambientes de alta
salinidade. Este processo € critico para sua soBreia na fase estacionaria e
provavelmente foi repassado aos eucariotos fotesziantes durante o processo de
endossimbiose envolvendo o hospedeiro eucariotmitprd que Ihes daria origem e a
cianobactéria ancestral do cloroplasto (ROBERTS8520

Até o momento, foram estudadas a filosfera deasuduas arvores que secretam sais
nas superficies das folhaatriplex halimus (SIMON; ABELIOVICH; BELKIN, 1994) e
Tamarix sp. (QVIT-RAZ; JURKEVITCH; BELKIN, 2008). Todavialevido a esses trabalhos
apresentarem enfoque em outros taxons, nenhumsdd@iserabalhos detectou a presenca de

cianobactérias nas amostras avaliadas.
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3. HIPOTESES

O ambiente extremo da superficie foliar de arvatesmanguezal pode abrigar
cianobactérias filogeneticamente distintas das rradas em condicfes de nao estresse,
inclusive linhagens ainda ndo descritas. As ciactébas que habitam esse ambiente
apresentam maior potencial para sintese de prodogébsrais bioativos de interesse
biotecnoldgico.

4. OBJETIVOS

» Isolar e identificar morfologicamente cianobactgwia filosfera dévicennia schaueriana

Stapf & Leechman;

» Caracterizar por meio do sequenciamento do gefNde 16S as cianobactérias isoladas;

» Estabelecer as relacOes filogenéticas entre oadiesle entre outros provenientes de

diferentes ambientes;

» Caracterizar ultraestruturamente isolados com bsiméaridade de sequéncia do gene de
RNAr 16S;

> Investigar a ocorréncia de genes envolvidos nayg@a de metabdlitos bioativos e

cianotoxinas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Isolamento de cianobactérias

5.1.1 Coleta de material

Folhas deéA. schaueriana foram coletadas em marco de 2008 em um pontorpmab
Rio Iriri, no canal de Bertioga-SP (23° 53' 5048 46° 12' 30,6" W), uma area de manguezal
com histérico de derramamento de petréleo (Figuya A amostras obtidas foram
acondicionadas em sacos plasticos, armazenadasamara fria (4 °C), sendo logo em

seguida iniciado o processo de isolamento das lozantérias.

CANAL DE BERTIOGA, SAO PAULO
Lat. 23° 50" S.
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Figura 3 — Perfil da vegetacdo do canal de Beriga(adaptado de SCHAEFFER-
NOVELLI et al., 1990)

5.1.2 Preparo de meios de cultura

O isolamento das cianobactérias das amostras thasfatoletadas foi realizado
utilizando o meio de cultura BG-11 (ALLEN, 1968)rés modificacdes deste meio, BG;11
SWBG-11 e SWBG-13l O meio BG-11 é constituido por nitrato de séd®d.L?, fosfato de
potassio dibasico 0,04 gl sulfato de magnésio hepta-hidratado 0,075 gdloreto de
célcio di-hidratado 0,036 g 4cido citrico 0,006 g:t, citrato de aménio férrico 0,006 §.L
! EDTA sédico 0,001 gt, carbonato de sédio 0,02 - LAcido bérico 0,00286 g1, cloreto
de magnésio tetra-hidratado 0,001817y.tulfato de zinco 0,0002 gL molibdato de sédio
dihidratado 0,00039 g1, sulfato de cobre penta-hidratado 0,000079' @ Initrato de cobalto
hexa-hidratado 0,000049 g-LNo preparo de SWBG-11, 4gua salgada artificighfoduzida
pela adicdo de cloreto de sédio 12,57.tloreto de magnésio hexa-hidratado 1,0"gel
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cloreto de potéassio 0,25 ¢'Lao meio BG-11 (CASTENHOLZ, 1988). Para BGyld
SWBG-1} (sem fonte de nitrogénio), foi adotada a mesma posmao descrita
anteriormente para BG-11 e SWBG-11, respectivamends com a omissao de nitrato de
sodio. Meios solidos foram produzidos pela adigd@ghar a concentracao final de 1,5 %. Os

meios de cultura foram esterilizados por autoclawag 121 °C durante 20 minutos.

5.1.3 Inéculo e purificacéo

As folhas coletadas foram inoculadas nos meiosuttara por meio de esfregagco em
placas de Petri contendo 20 mL de meio sélido auspbmersdo em frascos de 125 mL
contendo 50 mL de meio liquido. A incubacao dasstras se deu em camara de crescimento
a 25+1 °C sob iluminac&o fluorescente de 40 pntoh&n.s* com fotoperiodo de 14 horas
de luz e 10 horas de escuro.

Avaliacdes constantes foram realizadas em micpiscdptico Zeiss Axiostar Plus
(Carl Zeiss, Jena, Alemanha) para verificar o ¢nescto de colbnias. Apés ter sido
confirmada a presenca de cianobactérias nos mesasplonias foram transferidas para uma
nova placa contendo meio soélido esterilizado. Baparar as cianobactérias de algas, fungos
e outras bactérias, foram realizadas repicageressivas por meio de estriamento em novas
placas de Petri contendo meio de cultura estetibizaas quais foram posteriormente

incubadas sob as mesmas condicfes descritas amiemnie.

5.1.4 Identificagcdo taxonGmica

A identificacdo taxondmica dos isolados foi readia tendo como base caracteres
morfologicos, seguindo as chaves de identificagéscritas por Komarek e Anagnostidis
(21999, 2005) com o auxilio de microscépio 6pticom® sistema de classificacdo, foi adotada
a revisdo de Hoffmann, Koméarek e Kastovsky (20@®nstatada a purificagdo dos isolados,
um indculo foi transferido para frascos contendaontiguido, visando a extracdo de DNA
apos o crescimento das células. As culturas foratogfafadas em microscopio Optico
Axioskop 40 equipado com o sistema digital de imagexioVisionLE 4.6 (Carl Zeiss) no
Laboratério de Carbono 14 do Centro de Energia éduicha Agricultura, Universidade de

Sao Paulo, Piracicaba-SP.
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5.2 Caracterizacdo molecular

5.2.1 Extracdo de DNA e amplificacdo do gene de RKNAG6S

A extracdo de DNA das cianobactérias foi realizddaacordo com o protocolo de
Fiore et al. (2000) descrito a seguir: 3 mL dewal na fase exponencial de crescimento
crescidas em meio liquido foram concentradas ertriftegga Hettich Universal Mikro320R
(Hettich, Tuttlingen, Alemanha) durante 5 minutog382 xg. As células concentradas foram
lavadas com agua ultrapura esterilizada (Millip&eciford, MA, EUA), submetidas a choque
térmico com nitrogénio liquido e banho-maria a 85€° lavadas com 1 mL da solucéo |
(EDTA 5 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e NaCL 50 mM). @eélete foi posteriormente
ressuspendido em 200L da solucéo Il (Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e EDTA 50 miom a
adicdo de 2uL de proteinase K 200ug.mL* e incubado em banho-maria a 55° por 10
minutos. Apés este periodo de tempo, ocorreu @adle 60QuL de tampédo de extracdo preé-
aquecido (CTAB 3%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HEH 8,0 100 mM, Sarkosyl 1 % e
B-mercaptoetanol 1%) e a incubagcdo em banho-m&ta°& por 30 minutos, com a inversao
dos tubos a cada 5 minutos. Em seguida, 800de cloroférmio e alcool isoamilico na
proporgédo de 24:1 (v/v) foram adicionados aos tubesguais foram invertidos 30 vezes e
submetidos a centrifugagao por 5 minutos a 73§2Um volume de 50QL do sobrenadante
foi transferido para um novo microtubo, ao quabforadicionados 1000L de NaCl 4 M e
50 uL de uma suspenséao de silica, seguido da incubead#® °C por 10 minutos. Apds a
centrifugacdo por 30 segundos a 733f, @ sobrenadante foi descartado e o pélete fodtava
duas vezes com 250 da solugdo de lavagem (NaCl 50 mM, Tris-HCI pi3 10 mM,
EDTA 2,5 mM e etanol 50 %). Seguiu-se a secagenpélete em bloco de aquecimento
(LabLine Instruments, lllinois, IL, EUA), sua readacdo com 3QL de agua ultrapura
esterilizada, sua ressuspensdo e a centrifugacd®92 x g por 30 segundos. Apos a
incubacdo em banho-maria a 45 °C durante 10 miruéosentrifugacdo a 7392pdurante 1
minuto, o sobrenadante foi transferido para um moigotubo esterilizado. O DNA extraido
foi armazenado a -20 °C até a proxima etapa.

Para amplificacdo por reacdo em cadeia da polsedRCR) do gene de RNAr 16S
dos isolados de cianobactérias, foi utilizado gumo de oligonucleotideos iniciadores 27F1
(5-AGAGTTTGATCCTGCTCAG-3) e 1494Rc %-TACGGCTACCTTGTTACGAC-3)
(NEILAN et al., 1997). A amplificacdo foi feita esolucdo contendo tampédo PCR 1X (Tris
HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM), 0,2 mM de cada dNT®WgCl, 3 mM, 1 U de Platinufh
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Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUAQ ng de DNA, 5omol de cada
iniciador e agua ultrapura (Millipore) esterilizadatalizando um volume final de 26.. A
reacao foi realizada em um termociclador Techne4ATZ<{Bibby Scientific Limited, Stone,
Staffordshire, Inglaterra) nas seguintes condicdesnaturacdo a 95 °C durante 3 min; 30
ciclos de 94 °C por 10 s, 50 °C por 20 s e 72 9ClLpuin; e extensao final a 72 °C durante 7
min.

Cinco microlitros dos produtos de PCR foram actexcide tampé&o de carregamento
(sacarose 40 % e azul de bromofenol 0,25 %) coantencbrante SYBR Green (Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA) & concentracdo ge.rhL™. A integridade do DNA amplificado
foi verificada em gel de agarose 1 % apGs corridacdorética em tampao TBE 0,5 X (22
mM Tris-borato, 0,5 mM EDTA pH 8,0). O reconhecirteedo tamanho dos fragmentos e a
guantificacdo da concentracdo de DNA amplificadarforealizados pela comparagcdo com o
marcador de massa molecular Low Mass DNA Ladderit(bgen). O registro do gel foi
realizado por meio do fotodocumentador Gel Logi2 Bthaging System (Molecular Imaging
System Carestream Health, Inc, Rochester, NY, EUR)verificacdo do tamanho dos
produtos da PCR se deu pela sua comparacdo comdraopde DNA 100 bp (Promega

Madison, WI, EUA). O material foi armazenado a °20até o momento da préxima analise.
5.2.2 Clonagem e transformacéo de produtos de PCR

Apds a amplificacdo via PCR das sequéncias de CfbiArealizada a clonagem e
transformacdo com L0L dos produtos da amplificacdo em @0 de células d&scherichia
coli DH5a utilizando o kit de clonagem pGEMI Easy Vector Systems (Promega) por meio
de choque térmico (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 183 A presenca dos insertos
nas ceélulas transformadas foi checada através d@ &S colonias com os iniciadores
CYA359F 6'-GGGGAATYTTCCGCAATGGG-3, CYA781Ra 6-
GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT-3 e CYA781RDb %-
GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT-3), especificos para sequéncias de genes de RNAr de
cianobactérias (NUBEL; GARCIA-PICHEL; MUYZER, 1997s col6nias positivas foram

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

Os plasmidios das coldnias positivas foram extsafielo método de hidrdlise alcalina
(BIRNBOIM; DOLY, 1979) modificado de acordo com oofocolo descrito a seguir: 3 mL
da cultura foram concentrados por centrifugacé®4® kg por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e 100L da solucéo | (Tris-HCI pH 8,0 25 mM, EDTA 20 mMglicose 9
mg.mL?) foram adicionados. Apés a ressuspenséo das sélatam adicionados 200L da
solucéo Il (NaOH 0,2 N e SDS 1%). Os tubos foraweitidos e incubados em gelo por 10
minutos. Em seguida, 150L da solucao Il (acetato de potassio 3 M e acicitieo glacial
11,5 %) foram adicionados. Os tubos foram novamentatidos e incubados em gelo por 10
minutos. Apés a incubacéo, ocorreu a centrifugagdbi488 xg a temperatura de 4 °C
durante 20 minutos. O sobrenadante foi coletadapés a adicdo de 1,uL de RNAse
10mg.mL* e a incubacdo a 37 °C por 20 minutos, 1 mL deoktaf0 % gelado foi
adicionado ao tubo, o qual foi posteriormente sulmtbea centrifugacdo a 14488 x a
temperatura de 4 °C por 15 minutos. O sobrenadantiescartado e 750L de etanol 70 %
gelado foram adicionados ao tubo, o qual foi noveamesubmetido a centrifugacdo a
14488 xg a temperatura de 4 °C, durante 5 minutos. O sableerie foi descartado e o pélete
foi secado em bloco aquecedor a 40 °C. O péleteeksuspendido em 30 de agua
ultrapura esterilizada, a integridade do plasméiitvaido foi verificada por eletroforese em
gel de agarose 1 % de acordo com o protocolo desamieriormente. O DNA extraido foi
quantificado pela comparacdo com o marcador deanmastecular Low Mass DNA Ladder
(Invitrogen).

Apébs a extracdo dos plasmidios, os produtos da &@Rdos foram reamplificados
por PCR com o conjunto DYEnamic ET Terminator Cy®égjuencing (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra). Para a &eage amplificacdo foram utilizados 200
ng de DNA plasmidial contendo o inserto @rbol dos oligonucleotideos iniciadores M13F
(5-GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3 e M13R &-GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3).
Também foram utilizados os iniciadores 341-353FCCTACGGGAGGCAGCAG-3), 357-
341R 6-CTGCTGCCTCCCGTAGG-3, 685-704F %-GTAGSGGTGAAATSCGTAGA-3),
704-685R §-TCTACGSATTTCACCSCTAC-3), 1099-1114F ¥-GCAACGAGCGMRACCC-
3') e 1114-1099R 5-GGGTYKCGCTCGTTGC-3), visando completar internamente a
sequéncia do gene de RNAr 16S (modificado de LANID)).
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Ap6s a amplificagdo dos fragmentos de interessajzoel-se a precipitacdo dos
mesmos conforme instrugcbes do kit DYEnamic ET Teatar Cycle Sequencing.
Posteriormente, para o sequenciamento dos fragmel@oDNA, as reacdes precipitadas
foram ressuspendidas com 1D de formamida Hi-Di (Applied Biosystems) e insesdno
sequenciador capilar ABI PRISM® 3100 Genetic Anatyz(Applied Biosystems),
pertencente ao Laboratorio de Biologia Celular deiidar do CENA/USP, em corrida de
aproximadamente 2,5 h. Os dados gerados pelo sggdenforam coletados e processados
pelo programa ABI PRISM® DNA Sequencing Analysisftvare versdo 3.7 (Applied
Biosystems).

5.2.4 Processamento das amostras e analise filogargé

As sequéncias geradas foram analisadas quant@l@agie do sequenciamento de
suas bases usando o pacote que contém os progrdmeiPhrap/Consed (EWING et al.,
1998; EWING; GREEN, 1998; GORDON, ABAJIAN; GREENJ998), em sistema
operacional GNU/Linux. As regifes que continhamebage indice de qualidade menor que
20 foram novamente submetidas ao sequenciamensas Esequéncias foram comparadas
com as depositadas em bancos publicos como o RiladsDatabase Project 1l (RDP)
(MAIDAK et al.,, 1999) e o GenBank do National Center Biotechnology Information
(NCBI), utilizando, para tal propoésito, a ferrangerBasic Local Aligment Search Tool
(BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).

Na analise filogenética, as sequéncias obtida$p joom as retiradas dos bancos de
dados publicos, foram alinhadas utilizando-se grama Clustal W 1.8 (THOMPSON et al.,
1994). O ajuste das extremidades foi realizado gaeatodas tivessem o0 mesmo numero de
bases e estivessem completamente alinhadas pordmgicograma BioEdit (HALL, 2001).
No calculo da significancia estatistica da similade entre as sequéncias foi usada a analise
de reamostragem (SWOFFORD et al., 2002) para 1€0cacdes. O método de distancia
(agrupamento de vizinhos, oWéighbour Joining”) foi usado na construcdo da arvore
filogenética (SAITOU; NEI, 1987). A visualizacacafjca das arvores construidas foi obtida
por meio do programa MEGA 4 (TAMURA et al., 2007).
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5.3 Caracterizacéo ultraestrutural

5.3.1 Culturas de cianobactérias

A caracterizacdo ultraestrutural foi realizadaapdez linhagens que nas andlises
moleculares apresentaram baixa similaridade genétmossomal com cianobactérias de
géneros ja conhecidos e representavam grupos gergidim de cianobactérias ja descritas na
arvore filogenética (CENA315, CENA319, CENA320, C&321, CENA327, CENA333,
CENAS338, CENA341, CENA345 e CENA348). Essas linmsg®eram inoculadas em frascos
de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura SWBGiduido e incubadas sem agitacéo
em camara de crescimento a 25+1 °C sob ilumindgacescente de 40 umol fétonsrs?,
com um fotoperiodo de 14 h. Apds a verificacdo ele @escimento, suspensdes das células
foram coletadas por centrifugagcédo a 7332por 5 minutos e processadas para as andlises de

microscopia eletronica.

5.3.2 Fixacao, coloracdo e emblocagem das amostras

As células das linhagens foram inicialmente fisadmm 1 mL de solucdo de
Karnovsky (1965), modificada, durante 64 h a 4D€pois de duas lavagens de 10 min com
tampéao cacodilato de sédio 0,1 M, as células fguasifixadas com tetroxido de ésmio 1 %
por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, ataséloram lavadas com cloreto de sddio
0,9 % e submetidas a pré-coloragdo com acetatoahdau2,5 % por 18 h a 4 °C. Ap6s o
descarte do acetato de uranila, as amostras foeardrdtadas por uma série de solugées com
concentracdes crescentes de acetona, descritaust: s#g %, 50 % e 75 % por uma vez
durante 5 min cada; duas vezes a 90 % por 10 niidseezes a 100 % por 20 min.

A desidratacdo foi seguida de pré-infiltracdo smiugdes contendo resina de Spurr e
acetona as proporcdes de 1:3, 1:1 e 2:1, respectivi@, com duracdo de 3 h cada, seguindo-
se a infiltracdo com resina pura. Apés 24 h, assta® foram embebidas em resina e

deixadas para polimerizar a 70 °C por 48 h.

5.3.3 Microscopia 6ptica

Apoés a trimagem dos blocos de resina para a ntiopis eletronica de transmissao

relatada no item anterior, sec¢des semifinas cdotemtre 0,5 e iim de espessura foram
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coletadas com o auxilio de uma al¢a de platinamsteridos para laminas de vidro. Apds
secagem a aproximadamente 50 °C, a lamina foi aaraich azul de toluidina 2 % e aquecida
por 2 min. Os cortes foram visualizados e fotoglagaem microscopio optico invertido sob

aumento de 1000 x.

5.3.4 Ultramicrotomia e microscopia eletronica deransmissao

ApoOs a trimagem dos blocos de resina, seccoesfinéis com espessura entre 600 e
1000 um foram preparadas em ultramicrétomo Port@mBMT-2 (Sorvall Instruments, St.
Louis, MO, EUA) e coletadas em grades de cobreO@en2esh cobertas com colédio 5 %. As
seccOes foram coradas com acetato de uranila pamir2ZOlavadas com agua, tratadas com
citrato de chumbo por 15 min e, entdo, lavadas mewée. O material foi visualizado em
microscoépio eletrbnico de transmissdo Zeiss EM @0&rl Zeiss) no Nucleo de Apoio a
Pesquisa em Microscopia Eletronica Aplicada a Admica da Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S8aulo, Piracicaba-SP.

5.4 Deteccao de regides de genes de interesse brailgico e ecotoxicoldgico

5.4.1 Amplificagéo dos genes de NRPS e PKS

A extracdo de DNA gendmico das linhagens de ciacigbias isoladas das folhas foi
feita conforme descrito anteriormente. A amplif@acpor PCR de sequéncias de genes
codificadores de NRPS e PKS foi realizada utilizands seguintes conjuntos de
oligonucleotideos iniciadores degenerados: MTFGENGGYGGYGCNTAYGTNCC-3) e
MTR (5-CCNCGDATYTTNACYTG-3') (NEILAN et al, 1999) e KSF (5-
MGIGARGCIGWISMIATGGAYCCICARCAIMG-3) e KSR (5'-
GGRTCICCIARISWIGTICCIGTICCRTG-3’) (BEYER et al., 99), respectivamente. Esses
iniciadores tém como alvo sequéncias conservadassidietases de peptideos nao
ribossémicos e sintases de policetideos.

A amplificacdo foi realizada em um termocicladochiee TC-412 (Bibby Scientific
Limited, Stone, Staffordshire, Inglaterra) e segagucondi¢coes de amplificagdo descritas por
Rabello (2003): desnaturacéo inicial a 94 °C ponir, 5 ciclos de 94 °C por 1 min, 45 °C por
1 min e 72 °C por 1 min; 30 ciclos de 94 °C pors360 °C por 1 min e 72 °C por 4 min; e
extenséo final a 72 ° por 15 min. Os produtos daliicacao foi verificada em gel de agarose
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1 % e os fragmentos foram comparados com o marcddomassa molecular 100 pb
(Invitrogen).

5.4.2 Amplificacao de regides dos genes de cianofmina e aeruginosina

A reacao de amplificacdo da regid@ A-aerB dos genes de cianopeptolina sintetase
foi realizada com a utilizagcdo os conjuntos de asligcleotideos iniciadores menC_F (5'-
TAAGGATAATTTCTTTGAATTGGGAG-3) e mcnE_R (5'-
GGGAATAATCTCTAAATCAACAGC-3). Para a regidoaerA-aerB de aeruginosina
sintetase, foram utilizados o0s oligonucleotideos iciadores aerA F (5'-
GATAGCACCCAGAACGGAAGC-3) e aerB_R (5-CGTTAAACGGAGBGTTAGAGC-3’
(CADEL-SIX et al., 2008). A amplificacdo de ambas regides génicas foi realizada de
acordo com as seguintes condi¢des: desnaturagda mi95 °C por 2 min; 40 ciclos de 95 °C
por 45 s, 50 °C por 45 s e 72 °C por 1 min; e uxtensao final a 72 °C por 7 min.

5.4.3 Amplificacdo de genes de cianotoxinas

A presenca de genes envolvidos na sintese deosast @Extl), anatoxina-
a/homoanatoxina-aafaC) e microcistina rficyE) foi checada em todas as cianobactérias
isoladas. Na deteccdo do gerstl, foram utilizados os iniciadores OCT_F (5-
TGCCGTTTTGTGCTTAGATG-3) e OCT_R (5-TATCGTGAGTCCTCGTCC-3) e as
seguintes condi¢des de amplificacdo: 94 °C porrg 8% ciclos de 94 °C por 30 s, 61 °C por
Imin e 30 s e 72 °C por 1 min; 72 ° por 7 min (CRES FIORE, ndo publicado). O gene
anaC foi procurado utilizando-se 0S iniciadores ALM_F 5-(
CTGGGGGCACAATTATTTTACTCTCACCTG-3) e ALM_R (5'-
ACGCAAAGCTCACCCACCTCACCTCTAACT-3) e as seguintes ordicbes de
amplificacéo: 94 °C por 4 min; 30 ciclos de 94 ¥ PO s, 45 por 20 s e 72 °C por 1 min; e
72 ° por 7 min (MEJEAN et al., 2009). Os iniciadoremcyE_F2 (5'-
GAAATTTGTGTAGAAGGTGC-3') e mcyE_R4 (5'-AATTCTAAAGCCAAAGACG-3)
foram utilizados na busca do ganeyE usando as seguintes condi¢cdes: desnaturacao iicial
95 °C por 3 min; 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 5p8€30 s e 72 °C por 1 min; e extensao
final a 72 © por 10 min (RANTALA et al., 2004).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Isolamento de cianobactérias

A metodologia empregada no isolamento de cianéhiastpossibilitou a obtengéo de
trinta e quatro linhagens. Houve maior eficdciastéamento utilizando meios liquidos, com
0s quais puderam ser obtidos trinta isolados. Apenatro linhagens foram isoladas a partir
de meios sdlidos. Em relacdo a composicao dos pnueadinhagens foram isoladas em meio
BG-11, nove em SWBG-11, seis em BGrElnove em SWBG-41Dentre os isolados cuja
procedéncia foi possivel ser identificada, onzarfoprovenientes da face adaxial e oito da
face abaxial. Os isolados receberam cédigos dac@mlde culturas de cianobactérias do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura/USP comenacao entre CENA315 e CENA348
(Tabela 1).

Tabela 1 — Linhagens isoladas da superficie dasgaleA. schaueriana.

Cadigo Familia Meio de isolamento Face
CENA315 Xenococcaceae SWBG-11 liquido adaxial
CENA316 Phormidiaceae SWBG+lliquido  n&o identificada
CENA317 Phormidiaceae SWBGH+lliquido  n&o identificada
CENA318 Phormidiaceae SWBG-11 liquido adaxial
CENA319 Pseudanabaenaceae SWBG-11 liquido adaxial
CENA320 Pseudanabaenaceae BG-11 liquido adaxial
CENA321 Pseudanabaenaceae BG-11 liquido abaxial
CENA322 Pseudanabaenaceae = SWBglflido ndao identificada
CENA323 Pseudanabaenaceae = SWBglifjlido abaxial
CENA324 Rivulariaceae BG-11 liquido nao identifiaad
CENA325 Rivulariaceae BG-3Bdlido abaxial
CENA326 Rivulariaceae SWBG-dliqguido  né&o identificada
CENA327 Xenococcaceae SWBGel1juido abaxial
CENA328 Rivulariaceae BG-11 liquido abaxial
CENA329 Microchaetaceae BG-11 liquido nao iderdda
CENA330 Rivulariaceae SWBG-11 liquido adaxial
CENA331 Xenococcaceae BG-11 liquido abaxial

(continua)
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Tabela 1 (concluséo)

Caodigo Familia Meio de isolamento Face
CENAS332 Pseudanabaenaceae SWBG-11 sdlido adaxial
CENA333 Xenococcaceae SWBG-11 sélido adaxial
CENA334 Microchaetaceae BG-11 liquido nao iderdda
CENA335 Phormidiaceae SWBG-11 liquido  néo ideraiiz
CENA336 Microchaetaceae BG-lliquido nao identificada
CENA337 Xenococcaceae SWBGol1iquido abaxial
CENA338 Microchaetaceae BG-lliquido nao identificada
CENA339 Phormidiaceae SWBG-11 liquido  néo ideraiiz
CENA340 Pseudanabaenaceae BGifuido adaxial
CENA341 Rivulariaceae BG-350lido abaxial
CENA342 Pseudanabaenaceae BG-11 liquido Nao inbevald
CENA343 Microchaetaceae BG-11 liquido nao iderdda
CENA344 Phormidiaceae SWBG-11 liquido adaxial
CENA345 Xenococcaceae SWBGolfquido  néo identificada
CENA346 Xenococcaceae SWBGolfquido  néo identificada
CENA347 Scytonemataceae BGplihuido adaxial
CENA348 Xenococcaceae BG-11 liquido adaxial

Devido a forte pressao de selecdo no ambientr felia esperado que houvesse maior
namero de espécies adaptadas a condi¢cdes de latidaske e, consequentemente, maior
sucesso de isolamento com meios de cultura acossdalsal. Todavia, foram obtidos dezoito
isolados a partir de meio salino e dezesseis em s@n acréscimo de sal, uma diferenca
pouco significativa.

De acordo com a literatura, de uma maneira garaipr abundancia de bactérias na
filosfera pode ser encontrada em contato com arficipeabaxial das folhas devido a uma
maior densidade de estdbmatos ou tricomas e a gaeskEnuma camada cuticular mais fina
nesta face foliar (WHIPPS et al., 2008). A despédis glandulas de sal nas folhasAde
schaueriana serem encontradas na face abaxial, o isolamenttranogue a distribuicdo das
cianobactérias na folha desta arvore ndo necessaria se relaciona a concentragédo de sal:
nesta face, foram obtidos cinco isolados com meno adicdo de sal e trés com meio salino,
em contraposicao a quatro isolamentos com meicaskgao de sal e sete com meio salino na

face adaxial. Todavia, este dado ndo pode serdmmasio determinante devido ao grande
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namero de isolamentos de procedéncia indeterminada.

Com base em critérios morfologicos, as linhagenkdas foram identificadas como
pertencentes a quatro ordens cianobacterianas emliésr: doze Nostocales, sete
Pseudanabaenales, oito Chroococcales e sete @silies (Figura 4). Dentro destas ordens,

as linhagens foram distribuidas entre seis famitiderentes. Algumas caracteristicas

morfologicas observadas estéo resumidas na Tabela 2
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Figura 4 — Diversidade morfologica de cianobactéisaladas da superficie

das folhasAde
schaueriana. A: CENA327; B: CENA331; C: CENA315; D e Eeptolyngbya sp.
CENA322; F: CENAS338; G:Microcoleus sp. CENA344; H: CENA325; I
CENA341; J e R: CENA343; K e IBrasilonema 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 caracteristicas morfologdzaslinhagens isoladas.

Linhagem Arranjo Plggos Ramificacéo Fi,ss_éo Presep(;_a d Forrpato das
celular divisio multipla heterdcitos células
CENA315 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico
CENAS316 filamentosa 1 falsa dupla ausente néo subquadrético
CENAZ317 filamentosa 1 falsa dupla ausente nao subquadréatico
CENA318 filamentosa 1 falsa dupla ausente néo subquadrético
CENAZ319 filamentosa 1 ausente ausente nao sobrequadratico
CENA320 filamentosa 1 ausente ausente nao sobrequadratico
CENAS321 filamentosa 1 falsa dupla ausente néo sobrequadratico
CENA322 filamentosa 1 ausente ausente nao sobrequadratico
CENAS323 filamentosa 1 ausente ausente nao sobrequadratico
CENA324 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadratico
CENAS325 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadratico
CENAS326 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadratico
CENA327 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico
CENAS328 filamentosa 1 falsa simples ausente sim gquadratico
CENA329 filamentosa 1 falsa simples/duplaausente  néo guadratico
CENAS30 filamentosa 1 falsa simples ausente sim quadratico
CENA331 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico
CENA332 filamentosa 1 ausente ausente nao sobrequadratico
CENAS333 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico
CENA334 filamentosa 1 falsa simples ausente nao guadratico
CENAS35 filamentosa 1 ausente ausente nao subquadrético
CENAZ336 filamentosa 1 falsa simples/duplaausente  sim gquadratico
CENA337 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico
CENAS338 filamentosa 1 falsa simples/duplaausente  sim quadratico
CENA339 filamentosa 1 falsa simples ausente nao sobrequadratico
CENA340 filamentosa 1 falsa simples ausente néao sobrequadratico
CENAZ341 filamentosa 1 falsa simples ausente sim gquadratico
CENA342 filamentosa 1 falsa dupla ausente néo sobrequadratico
CENA343 filamentosa 1 falsa simples/duplaausente  sim gquadratico
CENA344 filamentosa 1 ausente ausente nao guadratico
CENAS345 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico
(continua)
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Tabela 2 (concluséo)

. Arranjo Planos e Fissdo Presencad Formato das
Linhagem de Ramificagéo - L .
celular o multipla heterdcitos células
divisao
CENA346 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico
CENAZ347 filamentosa 1 falsa simples/duplaausente  sim quadratico
CENA348 unicelular +de 3 ausente presente nao esférico

No isolamento de cianobactérias de ambientesreatreé recomendado o uso de pelo
menos dois meios diferentes: um com caracteristjaassimulem as condi¢cdes encontradas
naturalmente no ambiente estudado, e outro de tedsicas mais moderadas
(WATERBURY, 2006). Neste trabalho, a principal cipd® ambiental testada foi a
salinidade, e se verificou uma variacdo considém@@viee os isolamentos com e sem a adicéo
de sédio, magnésio e potassio em relagdo aos géolatidos em cada meio de cultivo. Isto é
um indicio de que cada taxon apresenta uma resmasédolica distinta a salinidade, ou seja,
possivelmente se encontra nos isolados desde #olesdmcia até a halofilia, ocorrendo,
portanto, diferenca de afinidade das cianobacté&dadas a estes fatores.

Quinze linhagens foram isoladas a partir de meicwtura sem fonte de nitrogénio,
das quais seis possuiam células especializadas fiaegdo de nitrogénio atmosférico, e seis
linhagens heterocitadas a partir de meio com rémmmy possivelmente um indicativo de que
este grupo de micro-organismos pode apresentar riampia na disponibilizacdo de
nitrogénio assimilavel na superficie das folhas Adechaueriana. Este alto numero de
cianobactérias potencialmente diazotréficas ndarpreendente, visto a importancia deste
grupo no ciclo biogeoquimico deste elemento em amés oligotréficos. Em ambientes
marinhos, ha elevada contribuicdo de cianobactari@sacao bioldgica de nitrogénio, como
géneroTrichodesmium, por exemplo, responsavel por pelo menos 50 %die ¢ nitrogénio
fixado nos oceanos (BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWS 2003). De fato, as
cianobactérias ndo apenas contribuem para a disjimegdo de nitrogénio assimilavel na
filosfera, mas, em alguns ecossistemas, supremiar rparte do nitrogénio fixado neste
nicho. Freiberg (1998) demonstrou que em algumages de uma floresta tropical na Costa
Rica as taxas de fixacdo de nitrogénio na filosfeydem estar correlacionadas com a area
foliar coberta por representantes de duas espécigénerdscytonema (ordem Nostocales) e
gue esta capacidade esta diretamente relacionada cbsponibilidade de agua, introduzida
na filosfera por meio de precipitagdo atmosférica.
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A disponibilizacdo de nitrogénio fixado por ciamcterias para o meio é conhecida
desde 1963, quando Stewart apontou a correlac@® emiscimento e liberagdo extracelular
de aminoacidos em culturas @alothrix sp. eNostoc sp. crescidas em meio sem fonte de
nitrogénio. Em 1984, Bentley e Carpenter demoretnague ocorre transferéncia direta de
parte do nitrogénio fixado por micro-organismosfittzsfera para a planta hospedeira. No
caso do ambiente estudado, como a dificuldade ten¢dio deste elemento essencial ocorre
ndo apenas na filosfera desta arvore, mas tambéno@mo manguezal, portanto seria
possivel que o nitrogénio fixado fosse utilizad® rpenas pela populacdo microbiana da
filosfera, mas também pela planta.

As cianobactérias associadas as arvores do gAwieamnia e a sua contribuicdo para
a fixacdo de nitrogénio foram estudadas por dietsabalhos, os quais sdo unanimes no
reconhecimento da importancia deste grupo taxor@miicledo, Bashan e Soeldner (1995a)
avaliaram a presenca de cianobactérias em pnewradaieA. germinans em um manguezal
no norte do México, encontrando ao longo dos meamus producdo massiva de biofilme
com cianobactérias semelhantes aos membros dosogéiyagbya e Oscillatoria na parte
mais proxima ao sedimento,Microcoleus spp. ha zona central e cocoides semelhantes a
Aphanothece spp. em conjunto com cianobactérias filamentogas reconhecidas na parte
superior das raizes aéreAsabaena sp. também foi isolada e sua presenca foi comstata
sedimento circundante. A fixagdo de nitrogénio axal foi apontada como sendo baixa no
inverno e tendo seu pico no meio do verdo. Mannteinl&® (1993) verificaram que a
capacidade de fixacdo de nitrogénio por cianobastéoladas a partir de pneumatoforos de
uma arvore do génericennia em uma reserva na Africa do Sul correspondia 3 Z¥4¢dos
requerimentos de nitrogénio deste manguezal, atlogseu pico durante o meio do verao.
Lugomella, Bergman e Waterbury (2001) encontrardi® @iversidade de cianobactérias
unicelulares e filamentosas heterocitadas e ndrdutadas em mangues de Zanzibar, na
Tanzania. Este trabalho destacou linhagens dosagfyehanocapsa, Lyngbya, Nodularia e
Scytonema, com potencial diazotréfico, bem como a alta fésguia em pneumatéforos do
também diazotréfico géner®ivularia. Posteriormente, Lugomella e Bergman (2002)
testaram a taxa de reducédo de acetileno em pnefonuatin situ e verificaram atividade de
nitrogenase bastante elevada nas raizes aéreasu@rhagia crescimento conspicuo de
Rivularia sp. No presente trabalho, apesar deste géneraendsido encontrado, foram
isolados outros membros da familia Rivulariacea® fjue leva a crer que esta atividade

possa nao ocorrer apenas nos pneumatoéforos, madrtanas folhas.
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Estudos de comunidades cianobacterianas de mangumasileiros foram realizados
por meio de observagdo direta de amostras amisentdée identificacdes morfoldgicas. Em
1992, Neves e Tribuzi estudaram as cianobacténasmahguezal de Cabo Frio, no Rio de
Janeiro, encontrando crescimento conspicuo de lza@iéerias na superficie de sedimentos e
em pneumatoforos deA. schaueriana. Além dos génerosBrachytrichya, Calothrix,
Chroococcus, Oscillatoria, Xenoccocus, as autoras visualizaram maior abundancia de
espécies dos géner@yanocystis, Lyngbya, Microcoleus e Phormidium. No ano anterior,
Branco (1991) havia realizado um levantamento dasobactérias bentdnicas em um
manguezal da Ilha do Cardoso, em Cananeia, litwadstado de S&o Paulo. Os resultados
deste levantamento foram publicados em dois traballm tratando das cianobactérias entao
classificadas na ordem Chroococcales (BRANCO ¢t18P6), e o outro, daquelas entdo na
ordem Oscillatoriales (BRANCO et al., 1997). Essesores relataram a observacado dos
géneros Aphanothece, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Cyanocystis, Gloeothece,
Heteroleibleinia, Leptolyngbya, Lyngbya, Merismopedia, Microcoleus, Myxohyella,
Oscillatoria, Phormidium, Porphyrosiphon, Spirulina, Leibleinia, Schizothrix, Stichosiphon,
Xenococcus e Yonedaella. Para o Maranh&o, Nogueira e Ferreira-Correial(@€portaram
0s géneroAphanothece, Gloeocapsopsis, Leibleinia, Leptolyngbya, Lyngbya, Microcoleus,
Pleurocapsa, Phormidium, Porphyrosyphon, Scytonema e Xenococcus nos troncos e nas
raizes deRhizophora mangle. Branco et al. (2003) observaram em um mangueeal d
Pernambuco os génerdphanothece, Leptolyngbya, Lyngbya, Microcoleus, Myxohyella,
Oscillatoria, Phormidium, Porphyrosiphon, Spirulina, Xenococcus e Yonedella, todos ja
encontrados anteriormente na Ilha do Cardoso.

Trabalhos mais recentes estudaram o perfil dasucimlades de cianobactérias em
manguezais do litoral do estado de S&o Paulo pmmices de cultivo ou por técnicas
independentes de cultivo. Silva (2010) obteve 4fu&ecias de genes de RNAr a partir de
cianobactérias isoladas de solo, agua e perifittetatios nos manguezais da Ilha do Cardoso
e de Bertioga. Os isolados foram identificados plogicamente como pertencentes aos
géneros Aphanothece, Chlorogloea, Cyanothece, Leptolyngbya, Microchaete, Nostoc,
Phormidium e Synechochoccus. Dentre as sequéncias de nucleotideos obtidago cin
(Chlorogloea sp. CENA150, Chlorogloea sp. CENA152, Cyanothece sp. CENA169,
Leptolyngbya sp. CENA155 ePhormidium sp. CENA135) apresentaram percentual de
similaridade menor que 95 % quando comparadas eguéscias pertencentes a géneros ja
descritos depositadas em bancos de dados pubfcomior parte dos isolados apresentou

semelhanga com sequéncias do gér@rechococcus, principalmente aqueles obtidos de
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amostras coletadas proximas ao mar. Das amostietadas no manguezal de Bertioga, foi
possivel a obtencdo de apenas quatro isoladidsrpgloea sp. CENA150Microchaete sp.
CENA176,Nostoc sp. CENA175 eSynechococcus sp. CENA185), fato que a autora atribuiu
as consequéncias do derramamento de petréleodr@m 1983. Apesar do grande numero
de sequéncias desse trabalho relacionadas a thamm®s quais ha relatos de capacidade de
fixacdo biologica do nitrogénio, Genuario (2010}eve resultado positivo para apenas seis
dentre elas ao analisar 27 destas linhagens gaasapacidade de reduzir acetileno. Todavia,
0 autor relata problemas metodologicos com a c@wde sua analise, ndo sendo possivel,
portanto, afirmar se estas linhagens de fato spazea de fixar nitrogénio atmosférico. Foi
realizada também a comparacao entre os manguezBisrtioga e da llha do Cardoso através
de técnicas de ecologia microbiana independentesiitieo (RIGONATO, 2010). A analise
das sequéncias obtidas por meio de bibliotecascg€rdemonstrou que as comunidades
cianobacterianas presentes em solos e folhas despproximos ao mar na llha do Cardoso
se distinguiam claramente: enquanto nos solos liserwada a predominancia dos géneros
Prochlorococcus e Synechococcus, ambos de alta abundancia em ambientes marinhos, a
filosfera apresentava maior numero de sequéndasioradas ao génef@ymphyonemopsis,
de rara ocorréncia em outros locais. Considerande tanto Synechococcus quanto
Symphyonemopsis podem atuar na fixagdo biolégica do nitrogénio, amandancia seria mais
um indicativo de que estas cianobactérias possumportancia na biogeoquimica deste
elemento em seus respectivos habitats. Os fragseo genes de RNAr 16s sequenciados
foram relacionados aos génerddnabaena, Aphanocapsa, Arthronema, Cyanobium,
Gloeothece, Leptolyngbya, Limnothrix, Nostoc, Oscillatoria, Phormidium, Tolypothrix,
Tychonema e Xenococcus, obtidas de solos, @caryochloris, Anabaena, Brasilonema,
Cyanobacterium, Fischerella, Hidrocoleum, Leptolyngbya, Microcoleus, Nostoc,
Oscillatoria, Phormidium, Planktothrix, Prochlorococcus, Raphidiopsis, Rivularia,
Scytonema, Symphyonemopsis, Synechococcus e Xenococcus, obtidas de folhasComo é
frequente em estudos de ecologia microbiana qlizamti técnicas independentes de cultivo,
maior abundéancia foi encontrada para sequénciamdebactérias ndo cultivadas.
Comparando as descri¢cdes dos trabalhos citadososot@xons obtidos no presente
trabalho, a despeito da grande variedade de gémdéxseyrvada anteriormente, foi obtida
coincidéncia apenas dos géneBRrasilonema, Leptolyngbya e deMicrocoleus, como sera

visto a sequir.
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6.2 Caracterizagao molecular dos isolados

O gene de RNAr 16S foi sequenciado para as tentpatro linhagens (Anexo).
Destas, dezessete (CENA316, CENA317, CENA318, CENMAXENA322, CENA323,
CENA329, CENA332, CENA334, CENA335, CENA336, CENB3EENA339, CENA340,
CENA343, CENA344 e CENA347) apresentaram alta amddde com sequéncias de género
ja conhecido depositadas no GenBank (NCBI). As skte restantes (CENA315, CENA319,
CENA320, CENA324, CENA325, CENA326, CENA327, CENB3ZENA330, CENA331,
CENAS333, CENA337, CENA341, CENA342, CENA345, CENA3d4 CENA348) exibiram
percentual de similaridade menor que 95 % com bactérias ja descritas. CENA319,
CENA320, CENA323, CENA329, CENA334, CENA336, CENA33% CENA343 se

mostraram mais préximas de organismos nao cults/@Babela 3).

Tabela 3 — Similaridade entre as sequéncias de &robtidas e sequéncias disponiveis no
GenBank (NCBI) pela ferramenta de busca de alinhéorgsico local (BLAST).

Linhagem Tamanho do Organismo mais proximo Identidade Cobertura
9 fragmento (pb) (NUmero de acesso) (%) (%)
CENA315 1392 xenoc"(‘:ggﬂsqgf 7307 89 94
CENA316 1412 "epto'y”%?@SgpéSAza':)T"'HSZ'l 98 100
CENA317 1412 "epto'y”%?@SgpéSAzg':)T"'HSZ'l 98 100
CENA318 1410 Lepto'y”%?efgpéégg'LH52'1 98 100
CENA319 1410 C'O'rzﬁ J”531°78‘ég')"ad° 08 100
Clone nao cultivado
CENA320 1415 (GULL7653) 95 99
CENA321 1416 Osc'ygj‘;gg'ge;é;sc'l 96 99
CENA322 1413 Lepto'y”?gg;géé?m“so“ 98 100
Clone nao cultivado
CENA323 1451 (60491263) 97 98
CENA324 1414 Braslone'm(‘l’zclt:al%eggrs‘g? UFV-OR1 o3 100
(continua)
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Tabela 3 (continuacao)

Linhagem Tamanho do Orgapismo mais proximo Identidade Cobertura
fragmento (pb) (NUmero de acesso) (%) (%)
CENA325 1415 To'yp"t?zéggéé'&'\s") M-259 93 100
CENA326 1414 Cal Ot(h/m;gbg%): 7507 03 100
CENA327 1413 Chrooco(clfj‘éesz;fg'z 060123 o9 97
CENA328 1401 To'yp"t?:éggéﬁg M-259 94 95
CENA329 1416 Clo?gé‘gg?%“;g‘)’ado 08 100
CENA330 1414 cal ot(rxazsgdg%:wo? 03 100
CENA331 1416 P'e”roc?g’gzsgégg%u 1126 04 100
CENA332 1412 Lepto'yng(?@zpé%'})T'LH52'l 98 100
CENA333 1418 leroc?gsgzsgégg%u 1126 94 100
CENA334 1416 C'o?éé‘gg?%“;g‘)’ado 08 100
CENA335 1415 Lepto'yng(gﬁfgpégg'j;'m&'l 98 100
CENA336 1413 C'°?§£§g7%“7'g‘)’ad° 97 100
CENA337 1418 leroc?gsgzsgé&%u 1126 04 100
CENA338 1413 Clo?gé‘gg?%“;g‘)’ado 97 100
CENA339 1412 Lepto'yng(?@zpég};'mw'l 98 100
CENA340 1410 Lepto'yngbz’z\f(ﬂgigg‘,‘?ﬁ')\'?"Hm'l 95 100
CENA341 1414 cal ot(rxazsgdg%:wo? 03 100
CENA342 1414 OSCT;‘;‘;%%'SSGJ)SC'l 04 99
(continua)
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Tabela 3 (concluséo)

Linhagem 1}?;?}?:2&20 Or?l\lagins]r;r% rg:i;czr;ﬁsx;;no Identidade Cobertura
CENA343 1416 C'o?gé‘gg?%“;g‘)’ado 08 100
CENA344 1413 Micr("gggjggé)m' 97 100
CENA345 1418 leroc?gsgzsgégg%u 1126 94 100
CENA346 1418 P'e”roc?g’gzsgégg%u 1126 94 100
CENA347 1415 Brad"’(rée;“f‘s%ggg‘;”ar”m 99 100
CENA348 1415 P'e”roc?g’é‘zsgéggﬁ';u 1126 92 95

A andlise filogenética, com o apoio de descrichesfoldgicas, de informagdes
ecolégicas e das taxas de similaridade ribossonted @s sequéncias, permitiu determinar
gue as trinta e quatro cianobactérias isoladase ngabalho agrupam-se de forma a
constituirem o que poderia ser interpretado coniazguliferentes géneros (Figura 5).

Embora a comparagcdo das sequéncias de CENA316,ABEEN CENA318,
CENA332, CENA335 e CENA339 com as depositadas nosds de dados tenham apontado
maior similaridade com uma sequéncia pertencentgaeroLeptolyngbya, as caracteristicas
morfolégicas observadas em microscopia 6ptica spoedem as descritas para 0 género
Pseudophormidium, tais como filamentos emaranhados, variavelmeunteados, formados
por células subquadraticas e fortemente constiitas, ramificagfes falsas duplas. As seis
sequéncias também apresentaram 97 % de similaridade Pseudophormidium sp.
ANT.PENDANT.3 (numero de acesso AY493587). A amalisogenética confirmou esta
proximidade pela formacdo de um clado de alto valer reamostragem. Estes dados
conduziram a identificacdo destas linhagens Pasadophormidium sp. ComoLeptolyngbya
sp. ANT.LH52.1 apresenta alta similaridade comimlsagens isoladas neste trabalho e se
localiza dentro de um clado formado por membrodasailia Phormidiaceae, distante de

membros do génelaeptolyngbya, acredita-se que sua identificacdo deve ser eevist
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9o] CENA329
98 CENA343
96| = CENA334
CENA336
CENA338
Coleodesmium sp. ANT.LH52B.5 (AY493596)
— Tolypothrix sp. 1AM M-259 (AB093486)

9910

H°r Tolypothrix sp. PCC 7415 (AM230668)

B Eypothrix sp. PCC 7504 (AM230669)

8L olypothrix sp. TOL328 (AM230706)

100f Gloeotrichia echinulata PYH14 (AM230704)
Gloeotrichia echinulata PYH6 (AM230703)

75] Nostoc sp. Lukesova 40/93 (AM711528)

Nostoc sp. “Pannaria elixii cyanobiont” 2 NZ (Ef174230)
o Nostoc sp. SAG 36.92 (DQ185251)
Nostoc sp. PCC 9229 (AY742451)
" Nostoc sp. 8926 (AM711540)
100 Cylindrospermum sp. PCC 7417 (AJ133163)
Cylindrospermum stagnale PCC 7417 (AF132789)
o7[~ Trichormus variabilis GREIFSWALD (AJ630457)
Trichormus variabilis HINDAK 2001/4 (AJ630456)
Anabaena sp. XPORK36C (EF568907)
98| r Anabaena augstumalis SCMIDKE JANKHE/4a (AJ630458)
100 Anabaena cylindrica NIES19 (AF247592)
Petalonema sp. ANT.GENTNER2.8 (AY493624)
CENA328
CENA324
100 CENA326
CENA330
CENA325
CENA341
Rivularia sp. PCC 7116 (AM230677)
Rivularia atra BIR MGR1 (AM230675)
Rivularia atra BIR KRIV1 (AM230674)
Rivularia sp. BECID10 (AM230673)
82 Rivularia sp. XP3A (AM230672)
Rivularia sp. XSP25A (AM230665)
Calothrix sp. BECID33 (AM230683)
Calothrix sp. PCC 7714 (AJ133164)
Calothrix sp. D253 (X99213)
Calothrix sp. PCC 7103 (AM230700)
Calothrix sp. MU27 UAM-315 (EU009152)
Calothrix desertica PCC 7102 (AM230699)
Scytonema sp. U-3-3 (AY069954)
Scytonema sp. IAM M-262 (AB093483)
Scytonema hofmanni PCC 7110 (AF132781)
Brasilonema terrestre CENA116 (EF490447)
Brasilonema sp. CENA114 (EF117246)
Brasilonema sp. CENA347
Brasilonema octagenarum UFV-OR1 (EF150855)
Brasilonema octagenarum UFV-E1 (EF150854)
100 Microcoleus sp. CENA344
100} Microcoleus sp. DAI (EF654029)
Microcoleus sp. HTT-U-KK5 (EF654070)
0 Microcoleus sp. SAG 2212 (EF654075)

73 o4

10

1=

CENA327
71 Chroococcidiopsis sp. CC1 (DQ914863)
82 Chroococcidiopsis sp. CC2 (DQ914864)
/]/ 89 Chroococcidiopsis sp. BB79.2 (AJ344552)

Figura 5 — Arvore filogenética obtida pelo méto@oagirupamento de vizinhos. Os valores de

79| Gloeocapsa sp. KO30D1 (AB067579)

98f* Gloeocapsa sp. KO20B5 (AB067578)
199 Gloeocapsa sp. KO38CUB (AB067575)
Cyanothece sp. ATCC 51142 (AF132771)
Aphanocapsa sp. HBC6 (EU249123)
Gloeothece sp. KOB8DGA (AB067580)
Xenococcus sp. PCC 7305 (AF132783)
Chroococcidiopsis sp. PCC6712 (AB039004)
Stanieria cyanosphaera PCC 7437 (AF132931)

Stanieria cyanosphaera (AB039008)
CENA333

100)

‘| CENA337
CENA346

— CENA331

— e
CENA348

100| Pleurocapsa sp. PCC 7314 (AB074511)

4Ddyxosarcina sp. PCC 7312 (AJ344561)

Myxosarcina sp. PCC 7325 (AJ344562)
CENA345
Dermocarpella incrassata SAG 29.84 (AJ344559)

100] Stanieria PCC7301 (AB039009)

Stanieria sp. PCC7301 (AB039009)

Pleurocapsa sp. (X78681)

100} Pleurocapsa minor SAG 4.99 (AJ344564)

Pleurocapsa minor SAG 4.99 (AJ344564)

Pleurocapsa sp. CALU 1126 (DQ293994)

Xenococcus sp. PCC 7307 (AB074510)

Chroococcidiopsis sp. CCMP 1489 (AJ344556)

Pleurocapsa PCC 7319 (AB039006)

Pleurocapsa PCC7319 (AB039006)

CENA321

CENA342

Oscillatoriales JSC-1 (FJ788926)

Leptolyngbya sp. CENA103 (EF088339)

Leptolyngbya sp. CENA112 (EF088337)

Leptolyngbya sp. CENA340

Leptolyngbya frigida ANT.LH70.1 (AY493574)

Leptolyngbya frigida ANTMANNING.1 (AY493573)

Pseudophormidium sp. ANT.PROGRESS2.2 (AY493583)

Leptolyngbya sp. Ni6-C2 (AB275353)

Leptolyngbya boryana IAM M-101 (AB245143)

gg| Leptolyngbya boryana UTEX B 485 (AF132793)

Leptolyngbya sp. CENA104 (EF08833)

Leptolyngbya sp. 0BB32S02 (AJ639894)

Leptolyngbya sp. 0BB19S12 (AJ639895)
Leptolyngbya sp. 0BB24S04 (AJ639893)

100 Leptolyngbya antarctica ANT.ACEV6.1 (AY493589)
Leptolyngbya antarctica ANT.ACE.1 (AY493588)
Leptolyngbya sp. CENA322

Leptolyngbya sp. CENA323

CENA320

CENA319

Leptolyngbya sp. ANT.LH52 (AY493584)

Phormidium pristleyi ANTPROGRESS2.6 (AY493585)
Phormidium pristleyi ANT ACEV5.1 (AY493586)
Pseudophormidium sp. ANT.PENDANT.3 (AY493587)
75[ Pseudophormidium sp. CENA316
Pseudophormidium sp. CENA317
Pseudophormidium sp. CENA332

Pseudophormidium sp. CENA335
Pseudophormidium sp. CENA339

mol Gloeobacter violaceus PCC 8105 (AF132791)
Gloeobacter violaceus PCC 7421 (AF132790)

Escherichia coli K12 (NC000913)

—
0.01

reamostragem maiores que 50 se encontram nos n@svdee. Em verde se
encontram as linhagens isoladas neste estudo.
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A comparacao da sequéncia do gene de RNAr 16SEtAB23 com os bancos de
dados do NCBI resultou em maior similaridade coolome de um organismo nao cultivado.
Apesar disso, esta linhagem apresentou caraatadstiorfologicas descritas para o género
Leptolyngbya, entre elas tricomas cilindricos com bainhas faraéialinas, células menores
que 3,5um de largura e reproducdo por hormogbnios com foimale necridios, e sua
sequéncia possui 97% de similaridade daptolyngbya sp. 0BB24S04 (numero de acesso
no NCBI AJ639893). Desta forma, essas informacéearam a identificacdo de CENA323
como representante do géndreptolyngbya. CENA322 apresentou tanto caracteristicas
morfolégicas quanto similaridade génica para o RNAS com o génerbeptolyngbya. As
linhagens CENA 322 e CENA 323 se agruparam com masnbeste género na arvore
filogenética, fato que confirma a identificacdo.n@mo, os organismos deste clado nédo se
agruparam com a espeécie-tipo do génkerdporyana. O mesmo caso ocorre com CENA340,
proxima a L. frigida, de maneira que estas linhagens deverdo ser giickdas
posteriormente juntamente com o0s demais isoladogirRos a este clado estdo CENA319 e
CENA320, que diferem o suficiente molecularmenteapserem classificados como dois
géneros novos.

A linhagem CENA321 se mostrou mais proxima filogermenente de.eptolyngbya
sp. CENA103 elLeptolyngbya sp. CENA112, depositadas por Furtado et al. (2089).
frigida ANT.LH70, depositada por Taton et al. (2006). Apede estas trés linhagens terem
sido identificadas como pertencentes ao gémeptolyngbya nos trabalhos originais, foi
demonstrado neste trabalho que elas se agrupam renclado afastado dos outros
representantes deste taxon. Além disso, a commadas sequéncias das quatro linhagens
(CENA321, CENA103, CENA112 e ANT.LH70) com outrasqgéncias depositadas no
banco de dados do NCBI resulta em uma similaridedapenas 94 % com o membro mais
préximo do génerd.eptolyngbya, uma porcentagem abaixo do critério atualmenteaado
para que seja feito o agrupamento taxondmico dg di@anismos em um mesmo género
(KOMAREK, 2010). A sequéncia mais proxima de CENA32 linhagem CENA342, com a
gual se agrupa na arvore filogenética, também aptasnenos de 95 % de similaridade do
gene de RNAr 16S com as linhagens citadas. Estarasgm também se manifesta
morfologicamente: ndo somente CENA321 e CENA342smrtam ramificacao falsa dupla,
mas também CENA103 e CENA112 (dados nao publicadwsy caracteristica raramente
encontrada no género ao qual foram identificadadertre as 143 espécies do género
Leptolyngbya, a presenca de ramificacdo falsa dupla é relgiada apenas 8 morfoespécies

(L. battersii, L. boryana, L. calotrichoides, L. carnea, L. dangeardii, L. edaphica, L.
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nostocorum e L. novergica) (KOMAREK; ANAGNOSTIDIS, 2005), das quais apenas
boryana possui sequéncias de DNAr 16S depositadas. As pndismas dessas sequéncias
(L. boryana IAM M-101 e L. boryana UTEX B485) apresentam apenas 90 % de similaridade
com CENA321. Embora ndo tenham relatado a obsesvagh ramificacdo dupla em
Leptolyngbya sp. ANT.LH70.1, Taton et al. (2006) afirmam queae$inhagem né&o
apresentou caracteristicas claras de nenhuma rapétie deste género.

As sequéncias de boryana disponiveis em bancos de dados publicos ndo spagr
com nenhuma das linhagens deste trabalho e condegqzarte das sequéncias de espécies
classificadas no mesmo género. Diversos trabalpostam qud.eptolyngbya € um género
polifilético que necessita de revisdo (ALBERTANOOKACIK, 1994; JOHANSEN et al.,
2008; WILMOTTE, STAM; DEMOULIN, 1997).

As cianobactérias formadoras de baedcitos isolateste estudo (CENA315,
CENA327, CENA331, CENA333, CENA337, CENA345, CENA34¢ CENA348) néao
formaram um clado unico, resultado consistente estudos anteriores que apontaram que a
capacidade de formacao de baedcitos € uma casticeeipolifilética (ISHIDA et al., 2001).
CENA327 se mostrou proximo de alguns isolados doegeChroococcidiopsis, tambéem
constituido por cianobactérias unicelulares coisni@m mais de trés planos de divisdo e
formadoras de baedcitos. No entanto, pela andlggehética, esse agrupamento se encontra
dentro de um clado formado majoritariamente ponati@actérias da ordem Nostocales.
Fewer, Friedl e Budel (2002) confirmaram a proxiadid filogenética entre estes organismos,
afirmando que erhroococcidiopsis estao classificados os parentes vivos mais proxaass
cianobactérias filamentosas heterocitadas. Contadwyore filogenética obtida no presente
trabalho ndo corrobora com esta afirmagéo, mostrgnd, apesar de realmente haver relagao
filogenética entre estes micro-organismos, ha mproximidade entre as cianobactérias
heterocitadas e algumas cianobactérias atualmkesgficadas no géneidicrocoleus.

Interacdes planta-bactéria possuem grande immisté&durante o crescimento e o
desenvolvimento vegetal e podem ser utilizadas mataorar a produtividade vegetal de um
determinado ambiente (WEYENS, 2009), e existemtaglde que cianobactérias possuem
potencial para auxiliar a recuperacédo de manguelegisadados por estimular o crescimento
de mangues (BASHAN; HOLGUIN, 2002). Arvores do g@énAvicennia inoculadas com
Microcoleus chtonoplastes apresentaram alta taxa de coloniza¢do de raizesuoco aumento
na taxa de nitrogénio fixado e com acumulo de g&nio em mudas (BASHAN et al., 1998;
TOLEDO; BASHAN; SOELDNER, 1995b). Neste trabalha fsolada uma cianobactéria

identificada comadMlicrocoleus sp., que recebeu o codigo CENA344. Todavia, estergéé
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polifilético, e se divide em pelo menos dois grupes definidos: um pertencente a familia
Phormidiaceae, que agrupa organismos marinhosrpo&x&o novo géner@oleofasciculus, e
outro pertencente a familia Oscillatoriaceae, qoetan a espécie-tipo do género e
compreende organismos terrestres, 0s quais apmesediferencas morfolégicas claras
relacionadas ao tipo de divisdo celular, ao comgmim celular relativo, & motilidade e a
presenca ou a auséncia de caliptra (SIEGESMUND.,e2@08). CENA344 também devera
ser reclassificada posteriormente juntamente comestante das cianobactérias marinhas
atualmente classificadas no génkti@rocol eus.

Os isolados CENA329, CENA334, CENA336, CENA338ENA343 apresentaram
97 % de similaridade de DNAr 16S co@oleodesmium sp. ANT.LH52B.5. Todavia, 0
géneroColeodesmium possui como principal caracteristica a presencaal®s tricomas
dentro de uma mesma bainha, o que nao foi obsermadoisolados deste trabalho. Os
isolados também apresentam ramificacdo falsa dugla,descrita par@oleodesmium spp.

As cianobactérias da ordem Nostocales geralmemésemtam percentual de similaridade de
sequéncias de genes de RNAr 16S muito alto entdifisultando a separacao de géneros por
esse gene (CASAMATTA; GOMEZ; JOHANSEN, 2006). Adémnaor constituirem um
grupo monofilético que divergiu muito cedo dos dengrupos do filo, as cianobactérias
heterocitadas podem apresentar uma posicéo instasefrvores filogenéticas devido a sua
alta distancia evolutiva em relacdo as cianobadédie outras ordens, a qual, em alguns
casos, pode gerar uma atracdo entre sequénciaslaéionadas, indicando uma similaridade
falsa (KORELUSOVA, 2008). Todavia, é possivel digtiir claramente entre cianobactérias
desta ordem que apresentem grande similaridadeoldgida e ribossomal entre si e que
sejam proximamente relacionadas filogeneticameatengeio do sequenciamento de genes
funcionais (HENSON; WATSON; BARNUM, 2002). Casamattt al. (2006) também
obtiveram similaridade de 97 % en@eleodesmium sp. ANT.LH52B.5 e sua linhage@AT

1M, a qual, a despeito desta alta similaridadeclBssificada no novo géneRexia tomando
por critérios as diferengcas morfologicas entre inBabens. Portanto, a despeito da alta
similaridade molecular, diferencas morfolégicasl@énéticas indicam que este clado deve
também ser classificado como representante de vmgénero.

CENAS315 e CENA348 apresentaram um numero de ntidéss significamente
diferente nas sequéncias do gene de RNAr 16S sbtdste trabalho (1392 e 1415,
respectivamente), o que pode resultado de evenitecimnais como insercdes e/ou delecgdes,
além de haver apenas 89 % de similaridade entre dg ambas apresentarem o mesmo

percentual de similaridade com CENA345, a linhageais proxima a elas. Portanto, o
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agrupamento em um clado Unico destas sequénciasprié@mamente relacionadas €
provavelmente um artefato ocasionado por atracaardes longos devido a estas sequéncias
constituirem exemplares unicos dos taxons que geptam. Novos isolamentos devem ser
realizados para melhor esclarecer o relacionamemtie elas. Além destes, ha o indicativo
para outros dois novos géneros unicelulares: umeseptado pelo clado que compreende
CENA331, CENA333, CENA337 e CENA346, e outro pomN2&45.

Os isolados CENA324, CENA325, CENA326, CENA328,N2B30 e CENA341
formaram um clado bem definido amparado por umgrenal de reamostragem de 100 %
gue se separa de maneira clara dos grupos de aiédhbs ja descritas, podendo ser também
classificadas dentro de um novo género.

Nao foi possivel aprofundar as identificacbes thmdados para além do nivel de
género com os dados levantados devido ao alto midemnovos taxons e a limitacdo das
técnicas utilizadas. Em 1994, Stackebrandt e Gaddtekminaram que, para duas linhagens
serem classificadas como pertencentes & mesmaessip@eem apresentar um percentual de
similaridade entre suas sequéncias do gene de RMSArigual a ou maior que 97 %.
Entretanto, algumas linhagens classificadas encespdiferentes também podem apresentar
este percentual de similaridade. De acordo com Kekn@010, p. 254, tradugdo nossa), o
conceito de espécie atualmente considerado o rdaguado para as cianobactérias pode ser

resumido no seguinte:

Grupo de populacdes (+linhagens) que pertencemeamm genotipo
(género), caracterizado por aspectos fenotipic@wvas (definiveis e
reconheciveis, com limites distintos de variagdojoen 0 mesmo
critério ecoldgico. Elas ocorrem repetitivamentenfco tempo) em
uma variedade de locais ecologicamente similares.

Para a identificacdo ou a caracterizacado de nlwhagens, Casamatta e Johansen
(2004) prop6éem uma abordagem composta por trésgabsa determinacdo da familia pelo
arranjo dos tilacoides e pelo tipo de divisdo @lu?) a determinacdo do género através do
sequenciamento do gene de RNAr 16S; 3) a deterdovnala espécie por meio do
sequenciamento do espaco intergénico 16S-23S eocamxilio de caracteres morfologicos.
Portanto, com os dados levantados neste trabalmegnar categoria taxonémica possivel de
ser determinada é a de género (quando este jdastAto), ja que as técnicas utilizadas néo
possuem resolucdo adequada para a identificacé® gdém deste nivel. Para que a

identificacdo das linhagens seja realizada at&@ de espécie, mais estudos sdo necessarios.
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No manguezal de Bertioga, o solo do ponto proxamanar foi caracterizado como
um entisol, um solo que sofreu pouca alteracéo, @®seguintes atributos quimicos: pH 2,8;
condutividade elétrica de 7,41 dS'nv,39 de carbono; 0,46 de nitrogénio; 7,51 md.kig
aménio; 10,13 mg.K§ de nitrito; 0,00 mg.K{ de nitrato; 349,54 mg.Kgde fésforo; 6,70
mmolc.Kg" de célcio; 4,22 mmolc.Kyde magnésio; 10,19 mmol.Kgle potassio; 61,45
mmolc.Kg" de sédio; e 61,97 mmolc.Kgde aluminio, valores que indicam que este solo
apresenta ultra-acidez, alta concentracdo de s®dituminio e deficiéncia de compostos
nitrogenados (RIGONATO, 2010). Apesar das condicas superficie das folhas de
A. schaueriana no local ndo terem sido analisadas, é provavel agueondigcbes do solo
tenham influenciado significativamente as condicdes filosfera das é&rvores do local,
especialmente no tocante ao pH e a concentrac@dnde constituindo de fato um fator de
isolamento. Rigonato (2010) avaliou a diversidadeabacteriana do solo do manguezal de
Bertioga e do solo e da filosfera das arvores dogmezal da llha do Cardoso, encontrando
menores valores de riqueza (38,33 e 42,58 pamdises Chaol e ACE, respectivamente) e
diversidade (2,23 para o indice de diversidade ltEnigon) nos solos coletados em pontos
préximos ao mar no manguezal de Bertioga em corgfaraom os valores obtidos para
outros pontos do mangue, como no local proximooeesta. Na Illha do Cardoso, a regido
préxima do mar também apresentou 0s menores indécegueza (valores de 63 para ACE e
85 para Chaol), apesar do maior indice de divatsida,52 para Shannon), e também a
filosfera de A. schaueriana em relacdo as outras arvores apresentou menorzagee
diversidade (ACE=13,8, Chaol=5,0 e Shannon=1,3bnttio, a localizacdo da arvore
dentro do manguezal foi apontada como possuindaaaimaior influéncia sobre a
comunidade cianobacteriana que a espécie da aAvdilesfera deA. schaueriana na regiao
mais proxima ao mar apresenta menor riqgueza e ahaiadde cianobactérias que todos o0s
outros habitats estudados, fato que sugere quesegtieo habitat mais extremo dentro do
manguezal da llha do Cardoso. Entre essas amo$tiagncontrado baixo numero de
unidades taxon6micas operacionais ubiquas. Foraengmdas UTOs que apresentavam uma
aparente preferéncia a determinados locais dos ueaaigz e um elevado numero de
sequéncias raras, com apenas um ou dois repreEstqne, em sua maioria, Se agrupou em
um grande clado separado de todo o restante da®beietérias conhecidas. Foram
recuperadas duas UTOS exclusivas para o manguaz#ttaldo Cardoso e uma para o de
Bertioga. Esses dados mostram que de fato ha urteifdluéncia do intemperismo, da
inundacao e da salinidade sobre a composicédouazage a abundancia da microbiota dos

ecossistemas de mangue. O conjunto destes fatggesesque as condi¢ces da superficie das
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folhas deA. schaueriana coletadas em Bertioga, em especial sua alta saflajdde fato
podem constituir uma elevada pressao de selecgéo.

Quando comparadas filogeneticamente com sequérepassentantes das UTOs de
cianobactérias obtidas por Rigonato (2010) emdidtias génicas da filosfera das arvores do
manguezal da llha do Cardoso, a grande maioriselqséncias dos isolados obtidos neste
trabalho se apresentou distante ndo somente daéregas da filosfera deaguncularia
racemosa e Rhizophora mangle, mas também daquelas provenientes da superficioliias
de A. schaueriana (dados nao apresentados). Logo, ja que técnicapendentes de cultivo
possuem maior resolucdo que técnicas baseadasltemacpode-se dizer que, com excegao
de membros dos génerBgasilonema, Leptolyngbya e Microcoleus, 0s taxons isolados neste
trabalho provavelmente ndo habitam a filosfera n@gues da llha do Cardoso. Estas
diferencas, é claro, podem ser decorrentes do eishferentes métodos de analise ou serem
resultantes do impacto do petroleo em BertiogaaViad em vista dos dados coletados e das
informacgBes mais recentes a respeito da biogeagrafirobiana, hd um indicativo de que isto
seja fruto de um padrdo biogeografico verdadeiro.

No grupo das cianobactérias, a hipétese de codimiepo generalizado vem sendo
guestionada por Komarek desde 1985, quando esteipador demonstrou que apenas 15 %
das espécies de agua doce em Cuba eram cosmopmolgae o restante possuia uma
distribuicdo geogréfica bem definida. Trabalho®nées mostram que a filosfera € um habitat
propicio para o desenvolvimento de padrdes biogdicgs: sdo relatadas diferencas entre
comunidades microbianas de locais distintos contordéncia de variagcdes nas condicdes
ecoldgicas, das espécies das arvores, da locaizpgigrafica e de fatores temporais. Ruiz
(2010) comparou comunidades de bactérias da fitnsfe Maytenus robusta presentes em
duas areas de Mata Atlantica geograficamente thstia verificou diferencas significativas
entre as comunidades, inclusive encontrando digetagons unicos, e concluiu que o
conjunto de seus dados sugeria a existéncia denisrde, de baixa dispersao e de alto nivel
de especiacdo nas bactérias que habitam a supettisi folhas dé. Robusta. O padrédo
biogeografico de um micro-organismo pode estaci@i@do a sua biologia e ao seu habitat,
que juntos determinardo quao facilmente é dispessopermanecera viavel durante o
transporte e se € provavel que encontre um ambfemteavel (HEDLUND; STALEY,
2004). O isolamento fisico € um dos mecanismosageen sobre a divergéncia microbiana,
consequentemente influenciando a evolucdo dos rorganismos, e pode ser mais comum
do que se acredita hoje, tanto para organismosiaitels quanto de vida livre. Contudo, a

separacdo fisica de populacdes deve ser vista madcemnos absolutos, mas como um
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gradiente de diferentes frequéncias de dispersaguamendossimbiontes se encontram em
um extremo e cosmopolitas no outro (PAPKE; WARDO£0 Ramette e Tiedje (2007)
afirmam que a dispersdo de uma bactéria pode re@adia por barreiras fisicas como a
topografia de um local, por requerimentos fisiobdgi como estreita faixa de tolerancia a
variacdes de temperatura, salinidade ou pH, pordatecol6gicos como alta competicdo ou
por limitagdo de recursos. A maior parte destewrdaté encontrada na filosfera de espécies
de Avicennia.

Contudo, ndo é possivel determinar se os candidatmovos géneros obtidos neste
trabalho sé@o exclusivos do manguezal antropizad®edigtoga, se podem ser encontrados em
outros mangues, se possuémschaueriana como hospedeira exclusiva ou se podem ser
encontrados na filosfera de outras arvores e em®atnbientes, ja que ainda ndo ha estudos
semelhantes, o que impede que seja determinado cesteza qual o fator de maior
importancia para o estabelecimento destes taxoste. & provavelmente um resultado da
combinacdo de todas as caracteristicas extremage a0 cambiente e 0s microambientes
estudados estdo submetidos. As informacdes atutdndésponiveis conduzem a concluséo
de que, excetuando-se CENA319, filogeneticameriteinpa de cianobactérias ndo cultivadas
de uma zona Uumida do semiarido espanhol, CENA3&3jmpa de sequéncias ambientais de
corais ameacados, CENA327, relacionada a cianofzsctéio cultivadas de fontes termais e
de rochas entremarés e o clado formado por CENAGE®IA334, CENA336, CENA338 e
CENAZ343, é possivel que os candidatos a seis ng&oeros isolados no presente trabalho

representem taxons endémicos.

6.3 Caracterizacéo ultraestrutural

A andlise de seccdes semifinas por microscopi@adpermitiu visualizar o contetdo
citoplasmatico, revelando uma informagéo que néapdssivel ser levantada por microscopia
Optica de células integras. Mesmo nesta limitaddafidtade de microscopia, puderam ser
observados granulos no citoplasma de grande pasteéulas da cultura de CENA315. Em
algumas células, estes granulos adquiriam um vohastante elevado. A microscopia optica
dos cortes semifinos das culturas das outras lerfsatambém acusou a presenca de granulos
no citoplasma de algumas das células, porém de rmeslome e abundancia quando

comparados com os granulos de CENA315 (Figura 6).
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Figura 6 —Micrografias Opticas de secgbes semifinas de @dtude cianobactérias de
possiveis géneros nao descritos. A: CENA315; B: 8FEI9; C: CENA320; D:
CENA321; E: CENA327; F: CENA333; G: CENA338; H: CEB41; I
CENAZ345; J: CENA348.
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Em microscopia eletrbnica de transmissao, osufparnvistos em microscopia éptica
puderam ser visualizados com melhor resolugdo.il@sides das amostras avaliadas se
mostraram bastante conspicuos e, de uma manesah gea disposicdo no citoplasma das
células analisadas ndo divergiu do descrito neatilea para as familias a que os isolaram
foram identificados. Em cianobactérias, os tilaesiccostumam ocupar grande parte do
citoplasma e suas membranas sao geralmente unstasaEoscopia eletronica de transmissao
na forma de faixas de coloracéo clara, como podemestatado na Figura 7 e na Figura 8.

Em CENA315, o arranjo dos tilacoides € bastaméguidar, com membranas dispersas
por todo o citoplasma. CENA327, também uniceludgresentou tilacoides dispersos em um
arranjo irregular por todo o citoplasma, como coreate encontrado em cianobactérias da
ordem Chroococcales, porém menos compactos que @ENA315. Pode-se observar que
nos tilacoides destas cianobactérias, segundo I(&868, p. 22, traducdo nossa), “sua
permeacdo em forma de rede ao longo da célula eappeesum labirinto de placas
entrelagcadas”. CENA333, CENA345 e CENA348 possuemauranjo de tilacoides mais
ordenado, com varias camadas sobrepostas que smndebse espalham pelo citoplasma.
Nesta analise, observou-se em todos esses isalad@dbainha espessa, em conformidade
com o observado em outras modalidades de micrasa®piastante lamelada.

A linhagem CENA319 apresentou tilacoides na peaifela célula, paralelos ao
envelope celular, podendo ser vistos pontos deatmr@ntre os tilacoides e a membrana
plasmatica. Acredita-se que a biogénese de algumpanentes dos tilacoides possa ocorrer
nestes sitios de convergéncia (NICKELSEN et al1120Em adicdo a estes tilacoides
parietais, verificou-se tanto longitudinalmente cotransversalmente uma faixa de 4 a 9
membranas atravessando a regido central da cghdedo que se manteve entre as diferentes
células desta cultura.

CENA319 possui bastante semelhanca morfolégica @ay@neroLeptoyngbya, um
dos géneros cianobacterianos de maior dispersadiahuA familia Pseudanabaenaceae foi
recentemente separada das familias Phormidiac&seikbatoriaceae, pois se mostrou mais
préxima evolutivamente de cianobactérias unicedglaCélulas quadraticas (de largura de
tamanho préximo ao do comprimento) como as enatedraam CENA319 sdo incomuns
nesta ordem, sendo mais caracteristicas de Phaweal, tendo sido inclusive utilizada
como carater diacritico em sistemas anteriores (RGEK; ANAGNOSTIDIS, 2005). Por
pertencerem a mesma familia, membros do gépeptmlyngbya também possuem tilacoides
parietais dispostos na periferia da célula (KOMARERSTOVSKY, 2003).
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Figura 7 —Micrografias eletrénicas de transmissao de cultdeasianobactérias da filosfera
deA. schaueriana. A e B: CENA315; C e D: CENA319; E e F: CENA320eG:
CENA321; | e J: CENA327.
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Figura 8 —Micrografias eletrénicas de transmissao de cultdeasianobactérias da filosfera
deA. schaueriana. A e B: CENAS333; C e D: CENA338; E e F: CENA341pGi:
CENA345; | e J: CENA348.
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Apesar de a principio parecer que estas cianolexty podem ser diferenciadas por
biologia molecular, CENA319 apresenta uma faixdildeoides que atravessa o centro da
célula longitudinalmente. Esta caracteristica, emjunto com a predominancia de células
quadraticas, talvez possa ser adotada como cad@eritico. Por sua peculiaridade, a
ultraestrutura de CENA319 também auxilia na suarelifciacdo de outros taxons como o
representado por CENA320. A despeito da poucaetifer morfoldgica, qualquer davida a
respeito da divergéncia taxondmica entre CENA31ZENA320 é eliminada frente a
comparacao da ultraestrutura dos tilacoides desaasbactérias. Enquanto os tilacoides de
CENA320 também estdo arranjados parietalmente,igsiedo possui uma média de 3 a 4
membranas tilacoidais de maior volume, dispostakisivamente na periferia da célula.

A alta variabilidade genética encontrada em ciaotdsias morfologicamente
similares que seriam classificadas dentro da messmgcie por critérios taxondmicos
morfoldgicos levou a conclusdo de que ha ocorrédeiaspécies cripticas dentro deste filo
(CASAMATTA; VIS; SHEATH, 2003). Como verificado riestrabalho, outras métodos de
caracterizacdo como a microscopia eletrénica ebsarfilogenética se tornam fundamentais
para uma correta identificacédo ou classificacaliniiagens em casos como o de CENA319, o
gue mostra novamente a necessidade de uma aborgatitsica.

O maior volume foi verificado para os tilacoides @ENA321, em cujo citoplasma
puderam ser visualizadas 3 a 4 membranas que Gupa maior parte deste, se
diferenciando significativamente dos tilacoides nmalmente encontrados no género
Leptolyngbya, com o qual, até que este género seja revistosupasaior proximidade
filogenética, e no restante da ordem Pseudanalesenal

O arranjo dos tilacoides dos isolados CENA338 eN&¥1, cianobactérias
identificadas como pertencentes a ordem Nostocadtdo dispostos de maneira irregular por
todo o citoplasma. Este arranjo ndo destoa do adpgrara os membros desta ordem, que de
fato ndo costumam apresentar grande variacdo (HARMJ KOMAREK; KASTOVSKY,
2005).

No envelope celular das cianobactérias pode-denglir uma membrana externa,
uma membrana interna e uma camada de peptidiogiad@ tamanho intermediario entre as
encontradas em bactérias gram-negativas e em graitivps (HOICZYK; HANSEL, 2000).
Dentro do dominio Bacteria, os tilacoides sdo astas exclusivas do grupo das
cianobactérias (ZAK et al., 2001). Neles estdo idosto aparato fotossintético e algumas
enzimas envolvidas na cadeia de transporte deore{ETEVENS; NIERZWICKI-BAUER,

1991). Em algumas cianobactérias, os tilacoides p@ssuem ligacdo com a membrana
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plasmatica, o que torna este grupo o Unico taxatebano em que podem ser encontradas
organelas verdadeiras (LIBERTON et al., 2006). Aena@bactérias que nao apresentam
tilacoides, representadas pelo gén@loeobacter, sdo classificadas em uma ordem propria,
Gloeobacterales (HOFFMANN; KOMAREK; KASTOVSKY, 2005 RIPPKA;
WATERBURY; COHEN-BAZIRE , 1974).

Por desempenharem papel central no metabolismolaateriano, os tilacoides sao
uma caracteristica confiavel devido a, em termaduéivos, serem bastante conservados,
havendo correlacdo entre as analises moleculaeesilgaestrutura dos tilacoides. Estudos
mostraram uma congruéncia entre esses dois dadpsrgaram que ha pelo menos duas
linhas evolutivas distintas de cianobactérias n&terbcitadas, ambas compostas de
organismos unicelulares e filamentosos, enquardnobactérias com heterdcitos, células
especializadas para a fixacdo dg Nossuem um arranjo mais homogéneo e podem ser
consideradas monofiléticas (KOMAREK; KASTOVSKY, Z&)0 Esta observacdo foi
confirmada no presente trabalho, tendo sido obtidaespondéncia entre o arranjo de
tilacoides e as outras analises.

De uma forma geral, a estrutura celular das ciactébas e dos cloroplastos das
plantas sdo semelhantes. Um dos aspectos em quiidacmdes das cianobactérias se
distinguem dos cloroplastos é, além da ndo disposiem granos, a associacdo de
ficobilissomos, estruturas captadoras de luz dondéis por grandes agregados de
ficobiliproteinas, as proteinas de maior abundameia cianobactérias e que, por serem
hidrofilicas, estdo em contato com o citoplasma (UMEAUX, 1999). Os ficobilissomos
podem ser visualizados como pontos pretos na regi@won-densa presente entre as
membranas tilacoidais em microscopia eletronictiadesmissao.

Outro aspecto que se destaca no material analiéado presenca de inclusGes
citoplasmaticas. Em CENA315, como pdde ser cordadateriormente na microscopia de
seccOes semifinas, estas inclusdes celulares adgelevado volume, ocupando em algumas
células a maior porcdo do citoplasma. A microscogetronica mostrou que diversos
granulos desta linhagem se apresentam bicolorés, giae sugere que eles possam ser
formados tanto por material elétron-denso quanto ¢ baixa densidade, agrupando,
portanto, substancias de diferente composicdo gajroaracteristica ndo vista em nenhuma
das outras linhagens.

A diversidade das cianobactérias se reflete naersidade de suas estruturas
subcelulares, havendo mais de vinte elementost@stisl subcelulares visualizados em
microscopia eletrdnica de transmisséo ja diagram@8dEVENS; NIERZWICKI-BAUER,
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1991). Em bactérias, inclusées celulares podeminggganicas ou organicas, sendo um
resultado de desbalangos nutricionais durante  ae vida do micro-organismo ou
constituindo parte fundamental do metabolismo eel(8HIVELY, 2006). Entre as inclusGes
celulares que podem ser encontradas no citoplasnceadobactérias podemos citar granulos
de cianoficina (que atuam como reserva de nitr@gégranulos de polifosfato (reserva de
fésforo), corpos de glicogénio e p@likidroxibutirato (reservas de carbono), carboxiss®m
(contém a enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilages esta relacionada com a capacidade
de assimilacéo de carbono inorganico pela cianébart vacuolos gasosos (que auxiliam a
flutuacdo da cianobactéria na coluna d'agua) (ALLEN84). Logo, grande parte dos
granulos cianobacterianos estdo relacionados aazamamento de nutrientes. Tendo em
vista que tanto o mangue quanto a filosfera saadtdtabnutricionalmente deficientes, é
provavel que os granulos observados sejam resemtiionais de importancia para a
colonizagcdo e para a sobrevivéncia das cianobastéra superficie das folhas de
schaueriana, possibilitando, ainda, uma vantagem competitamo os géneros analisados
sdo provavelmente desconhecidos até o momento isolaglos sdo provenientes de um
ambiente sobre o qual ndo ha muitas informacdes, neEessarios mais estudos para
determinar a composi¢cdo quimica exata destas fesu®© emprego de métodos citoquimicos
associados a microscopia eletrdnica de transmigsd@lem contribuir para um melhor
esclarecimento desta questao.

O desenvolvimento da microscopia eletrénica prouagma das maiores mudancas na
biologia das cianobactérias. Esta técnica foi paiesavel por apontar definitivamente que as
“algas verde-azuladas” eram na verdade bactéri@HI(EN; MORRIS, 1965). Como
verificado neste trabalho, a microscopia eletrodiearansmissao continua sendo importante
para as analises sistematicas deste taxon devider acapaz de levantar informacdes
citolégicas que podem esclarecer enganos comepidosnferéncias feitas com base em

morfologia ou possibilitar a diferenciacdo de ciaaxxtérias morfologicamente simples.

6.4 Deteccao de regifes de genes de interesse braikgico e ecotoxicoldgico

Os resultados da deteccéo por PCR dos genesdosbkatdo resumidos na Tabela 4.
Na avaliagdo da presenca dos genes de policeiittases(PKS) e peptideo sintetase (NRPS),
envolvidos com a sintese de metabolitos secundanudtiplas bandas puderam ser
visualizadas em gel de agarose em adicéo as basgeasadas de 700 pb para o gene de PKS,

0 que provavelmente se deve as baixas temperataraselamento empregadas na reacao e
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ao elevado numero de bases degeneradas nos ingsaddizados. Resultado positivo para a
presenca do gene que codifica para uma PKS fal@piéra dezessete das linhagens testadas
(CENA315, CENA316, CENA317, CENA319, CENA320, CENXS3 CENA324,
CENA325, CENA327, CENA333, CENA337, CENA340, CENAR3€ENA344, CENA345,
CENA347 e CENA348). Entretanto, para a enzima NRIpBsar da presenca de mdltiplas
bandas em algumas linhagens, ndo foram visualizzatatas proximas ao tamanho esperado
(1000 pb) para nenhum dos isolados.

Na amplificacdo por PCR da regidaerA-aerB do agrupamento de genes da
aeruginosina, todas as linhagens apresentaram damaas somente sete (CENA3L5,
CENA316, CENA317, CENA332, CENA335, CENA337 e CEMA3 apresentaram a banda
do tamanho esperado (991 pb ou, caso estejam ades@ genes de halogenase, 2855 pb). A
regido mcnC-mcnE do agrupamento génico de cianopeptolina (585 pl2228 pb), foi
encontrado em nove das linhagens (CENA315, CENAGENA326, CENA338, CENA344,
CENA345, CENA346, CENA347 e CENA348).

Na eletroforese em agarose, em nenhuma das arapiies do DNA das linhagens
isoladas neste trabalho foram visualizadas bandasrdanho esperado para os genes com
envolvimento na biossintese de cianotoxinas dopogrwla saxitoxinasgtl - 900 pb), da
microcistina (ncyE - 810 pb) e da anatoxina-a’/homoanatoxinaraC - 421 pb) testados.

Tabela 4 — Distribuicdo de regides de genes degi@dieo sintase (PKS), peptideo sintetase
(NRPS), aeruginosina (AER), cianopeptolina (MCN)axitoxina (SXTI),
microcistina (MCYE) e anatoxina-a/homoanatoxinad®&AC) em cianobactérias
isoladas da filosfera d& schaueriana.

Linhagem  PKS NRPS AER MCN SXTI MCYE  ANAC

CENA315 + - + + - - -
CENA316 + - + - - - -
CENA317 + - + - - - -
CENA318 - - - - - - -

CENAS319 + - - - - - -
CENA320 + - - - - - -
CENA321 - - - - - - -
CENA322 - - - - - - -

CENA323 + - - - - - -
(continua)
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Tabela 4 (concluséo)

Linhagem  PKS NRPS AER MCN SXTI MCYE  ANAC
CENA324 + - - + - - -
CENA325 + - - - - - -
CENA326 - - - + - - -
CENA327 + - - - - - -
CENA328 . - - - - . -
CENA329 - - - - - - -
CENA330 . - - - - . -
CENAS31 - - - - - - -
CENAS332 - - + - - - -
CENA333 + - - - - - -
CENA334 - - - - - - -
CENA335 . - + - - - -
CENAS36 - - - - - - -
CENA337 + - + - - - -
CENA338 . - - + - - -
CENAS39 - - - - - - -
CENA340 + - - - - - -
CENA341 - - - - - - -
CENA342 + - - - - - -
CENA343 - - - - - - -
CENA344 + - +
CENA345 + - -
CENA346 - - -
CENA347 + - -
CENA348 + - -

+ + + + +
1
1
1

Grande parte dos metabdlitos secundarios pepsidie@ianobactérias é produzida por
vias ndo ribossomais. Alguns desses metabdlitogmséantrados em todos os grandes grupos
de cianobactérias, por isso acredita-se que sgarorseja bastante antiga e que constituam
uma parte essencial da evolucéo e da fisiologiaobi@acteriana. Visto que a producao destas
substancias tem alto custo energético para a céildmmas funcdes como alelopatia,
competicdo, protecdo contra a predacdo e até mesmvanismos de comunicacao celular do
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tipo sensor de quérum, apontadas como possiveig@dsnecoldgicas destas moléculas,
podem ser fundamentais para a sobrevivéncia dest@®-organismos em determinados

ambientes. Contudo, a distribuicdo especifica daonmados peptideos pelos taxons

cianobacterianos ainda é desconhecida e, apesasdassos dados disponiveis apontarem
para a auséncia de restricdo geografica sobretrébdigdo, esta possibilidade ainda néo foi

descartada (WELKER; VON DOHREN, 2006).

Dessa forma, os genes que codificam para as emzdoagrupo das peptideo
sintetases, de uma maneira geral, sdo amplamesiigbuidos entre representantes dos
diferentes grupos de cianobactérias, com poucagc¢éss. Christiansen et al. (2001)
verificaram a presenca de genes de NRPS em 76 ¥&lénhagens pertencentes a tdxons
cianobacterianos diversos, apontando que grandeemoinde membros da ordem
Chroococcales de fato ndo possui este gene. Tabrazexcecdo dos isolados pertencentes a
essa ordem, a ndo amplificagdo dos genes de NR&Sqstar relacionada com condi¢des
indevidas da reacdo ou com o alto nivel de degeferdas sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores sintetizados para a reacdo e sua coestxelevada inespecificidade. Logo, esse
resultado ndo necessariamente € decorrente dastémoia destes genes no genoma das
linhagens estudadas. E possivel ainda que genasupasistema hibrido NRPS/PKS sejam
predominantes em comparacdo com genes ndo hibridssisolados testados. Novos
iniciadores e condi¢gbes de amplificacdo devem estados para melhor estudar a aparente
auséncia deste genas cianobactérias isoladas.

Em contrapartida, foi acusada a presenca de geodificantes para policetideo
sintases em metade dos isolados do trabalho peedesges genes foram encontrados em ao
menos um representante de cada clado encontradovoie filogenética, com excecdo do
clado formado por CENA329, CENA334, CENA336, CENB3BCENA343, nos quais néo
se encontrou amplificacdo de bandas do tamanhoagkpeSilva (2010) encontrou resultado
positivo para a presenca de genes de PKS em tedssaa linhagens, também isoladas de
ecossistemas de mangue, com sequéncias filoganetita proximas de linhagens produtoras
de substancias como sideréforos, algicidas, mionogj oscilaginina B, hectoclorina e
citonemina.

Cianopeptideos dos grupos da cianopeptolina e etagiaosina sdo também
produzidos por peptideo sintetases nao ribossoneaigpresentam grande diversidade
estrutural, com suas moléculas podendo recebea &ialdgenacdo adicional. A presenca de
cianopeptolinas e de aeruginosinas ja foi constatad diversos taxons cianobacterianos,

geralmente com uma distribuicdo congruente comisasafilogenéticas, mas, assim como
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para as cianotoxinas, apesar de se saber que aliveasiantes atuam como inibidoras de
serina proteases, a funcéo celular destas suls$adacida ndo pbéde ser completamente
esclarecida (CADEL-SIX et al., 2008). Dentre a® digthagens positivas para aeruginosina,
quatro (CENA316, CENA317, CENA332 e CENA335) apnégeam proximidade
filogenética bastante alta para o gene de RNAr E6Bconstatada a presenca de aeruginosina
em duas linhagens pertencentes a ordem ChroocecdalENA315 e CENA337, e de
cianopeptolina em trés, CENA345, CENA346 e CENA348maior parte dos resultados
positivos para cianopeptolina foi observada em memda ordem Nostocales (CENA324,
CENA326, CENA338, CENA344 e CENA347. Apenas CENA3SCENA344 tiveram
resultado positivo para ambos os genes.

As ordens Chroococcales, Oscillatoriales e Nos&tecae destacam na producdo de
cianotoxinas, e a antibiose por citotoxicidade é&oatrada principalmente na ordem
Nostocales (BURJA et al., 2001). O estudo da pgsse@los genes de cianotoxinas pode
elucidar varias questdes concernentes a interaeg&oc@nobactérias da filosfera de
schaueriana com outros micro-organismos neste habitat. Neatsaltino, foi encontrado alto
namero de representantes da ordem Nostocales, pai@menhuma das linhagens se obteve
amplificacdo de genes envolvidos na biossintestat@toxinas.

O genemcyE, junto com os genesicyD e mcyG, estd envolvido na construgcdo do
precursor ADDAb-Glutamato, responsavel pela toxicidade da mictioeise codifica uma
enzima hibrida NRPS-PKS (DITTMAN; NEILAN; BORNERQ@1); houve coevolucio de
genes de microcistina sintetase e de genes esigjtuma evidéncia de que a microcistina é
um peptideo ciclico hepatotoxico de origem antiggue houve repetidas perdas dos genes
desta cianotoxina nos grupos de cianobactérias [RRANM et al., 2004). J& em relacdo a
distribuicdo dos genes envolvidos na biossintessad#oxina, um alcaloide neurotéxico,
analises filogendmicas tém indicado origem pordienéncia lateral (MOUSTAFA et al.,
2009). Os genesnaC, anak, anaF e anaG estdo sempre presentes no genoma de linhagens
produtoras dos alcaloides neurotéxicos anatoxima{somoanatoxina-a (MEJEAN et al.,
2009). Apesar de ainda serem necessarios maisosspata confirmar a auséncia de
toxicidade nas linhagens obtidas neste trabalndoaamplificacdo dos genes é um indicio de
que, qualquer que seja a funcdo ecoldgica destamtoinas, elas podem ndo ser tédo
necessarias para as cianobactérias no habitatdstggianto seriam em outros ambientes, ou
seja, é provavel que o custo energético para aupéod destas moléculas ndo seja
compensado por quaisquer beneficios celulareshgicok ou evolutivos que poderiam porvir

de sua producéo.
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As cianobactérias que apresentam reproducao gsicfimultipla em adi¢do a fissao
binaria simples, devido a dificuldade de seu iselaim e & sua menor abundancia natural,
ainda ndo foram alvo de muitos estudos (WELKER; VO®HREN, 2006). Neste trabalho
foram encontrados candidatos a cinco novos géneapazes de fissdo mdltipla, o que
aumenta o interesse sobre as substancias prodpndastas linhagens.

Alguns metabdlitos secundarios isolados de ciartébbas podem apresentar atividade
citotoxica, hepatotdxica, neurotoxica ou antimicanla. As cianobactérias estdo entre 0s
organismos mais promissores para o estudo de sglagabioativas, especialmente as
provenientes de zonas tropicais marinhas (DITTMAWMEILAN; BORNER, 2001). A
descricdo de novos géneros pode possibilitar tambédescoberta de novas moléculas

bioativas.
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7. CONCLUSOES

A superficie das folhas de schaueriana no manguezal de Bertioga é colonizada por
cianobactérias que podem ser isoladas, cultivadasaeterizadas em laboratorio. Dentre as
cianobactérias isoladas, algumas possuem potquenial fixacdo de nitrogénio atmosfeérico,
caracteristica de importancia em ambientes olifjoo®. Acredita-se que tenham sido
isoladas linhagens representantes de um total dendeos géneros, possivelmente um
resultado das condicfes extremas e inconstantemteadas na filosfera e no manguezal.
Filogeneticamente, grande parte dos isolados denglie de sequéncias provenientes de
folhas deA. schaueriana obtidas de um manguezal geograficamente proximgerswdo a
existéncia de um padrdo biogeografico nestes naiganismos. Ultraestruturalmente,
destacou-se a presenca de granulos de elevadoes@lomuma cianobactéria unicelular e de
um arranjo de tilacoides incomum em uma cianobactélamentosa homocitada de
morfologia aparentemente simples. No genoma dasolétérias, foram encontradas
sequéncias de nucleotideos relacionadas a genedvidng na sintese de substancias
bioativas, gerando maior interesse sobre os predo&turais potencialmente produzidos
pelos isolados. Este é o primeiro relato de isoldmele cianobactérias da superficie de
folhas deA. schaueriana.
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ANEXO — Sequéncias do gene de RNAr 16S

>CENA315 1392 pb

GATGAACGCT GBCGGT ATGCCT AACACAT GCAAGT CGAACGGT GTTTTCGGACACAGT GGCG
GACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCAT TTGGAT GGGGATAACAGAAGGAAACT TCTGC
TAATACCCAATATGCAGGAATGTGAAATAAAT TTTGCCAAAT GAGGAGCT CGCGTCCGATTA
GTTAGT TGGT GEGGT AAGAGCCT ACCAAGGCAGCGAT CGGTAGCT GGT CTGAGAGGATGAGC
AGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTTCC
GCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGOGT GAGGGAGGAAGGCT TTTGGGT TGTAAA
CCTCTTTTATTAAGGAAGAAGAAAGT GACGGTACT TAATGAAT CAGCAT CGGCTAACT CCGT
GCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCOGGAAT CAT TGGGCGT AAAGCGT
COGCAGGT GGT TAATCGT GTCTGCT GT TAAAGACAGAAGCT CAACT TCTGATCGGCAGT GGA
AACTGGTTAACTAGAGTACGGTAGGGGT TGAGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGOGTA
GATATTGGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGCGCT CAACT GBGCCGT AACT GACACT CAGGGAC
GAAAGCT AGGGT AGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CT TAGCT GTAAACGATGAACAC
TAGGCGT TGCTTGTATCGACCCGAGCAGT GCCGTAGCCAACGCGT TAAGT GTTCCGCCTGRG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGCACAAGCGGT GRAGTA
TGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCT TACCAACCCT TGACATCCTCGGACCGTCCC
AGAGATGGGTCTTTCTCGTAAGAGACCGAGT GACAGGT GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGAT GTTCGGT TAAGT COGGCAACGAGCGCAACCCACAT CCTTAGT TGCCAGCAGT
TCGGCTGGGECACT CTAGGGAAACT GCCCGT GATAAGCGGGAGGAAGGT GTGGATGACGT CAA
GTCCTCATGGCCCT TACGGGT TGGRGECT ACACACGT GCTACAAT GGTAGT GACAATGGGT TAA
TCCCAAAAAGCTATCTCAGT TCGGATTGTCGT CTGCAACT CGACGGCATGAAGT CGGAATCG
CTAGTAATCGOGT AACAGCAT GACGT GGTGAAT ACGT TCCCGGRCCT TGTACACACCGCCCG
TCACACCATGGGAGT TGGGT TCACCCGAAGGCCGT GCGCCAACCT TTCGAGGGEGGECAGCGGA
CCACGGT GAGCT CAGCGACT GGGGT GAA

>CENA316 1412 pb

GATGAACGCT GBOGGCGT GCT TAACACAT GCAAGT CGAACGAACCCT TTCGGGRGT GAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCT ACAGGACT GGGACAACAGAGGGAAACT TCT
GCTAAAACCGGAT GTGCCGAGAGGT GAAATAT TTATAGCCT GTAGAT GAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGT TGGTGGAGTAATGGT TTACCAAGGCGACGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GBGCGCAAGCCT GACGGAGCAACGCCGOGT GAGGGAGGAAGGCCT GTGRGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGT TCTAACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGT AAGACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTATAAAAGT CTGT TGT TAAAGCCCACAGCT CAACT GTGGATGGGCAATGG
AAACTATATGACT TGAGT GTGGTAGGGGT AGAGGGAAT TCCTAGT GTAGCGGT GAAATGOGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGT GGOGAAGGCGCT CTACT GGGCCATAACT GACACT GATGGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGT AAACGAT GGACA
CTAGGTGT TGGCCGT ATCGACCCGGT CAGT ATCGAAGCAAACGCGT TAAGT GTCCCGCCT GG
GGAGT ACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGCACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTGAAAGCAGT TGGT GCCT TCGGGAGCGT AGAGACAGGT GGT GCATGGCT GTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGT TGCCATCAT
TGAGTTGGGCACT TTAAGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAA
GTCATCATGCCCCT TACAT CCTGGGCT ACACACGT ACT ACAAT GCAACGGACAAAGGGCAGC
CAACT AGCGAT AGT GCGCAAAT CCCATAAACCGT TGCT CAGT TCAGAT TGCAGGCT GCAACT
CGCCT GCAT GAAGGCGGAAT CGCT AGT AAT CGCAGGT CAGCATACT GOGGT GAATACGT TCC
CGGGCCT TGTACACACCGCCCGT CACACCAT GGAAGT TGGCCACGCCCGAAGT CGT TACCCC
AACCT TAGGGAGGGEGACGCCGAAGGCAGGGCT GATGACT GGGGT GAA

>CENA317 1413 pb
GATGAACGCT GEOGGCGT GCT TAACACAT GCAAGT CGAACGAACCCT TTCGGGRGT GAGT GG
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CGGACGEGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCTACAGGACT GGGACAACAGAGGGAAACT TCT
GCTAAAACCGGAT GT CCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCT GTAGATGAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGT TGGTGGAGTAATGGT TTACCAAGGCGACGAT CAGTAGCTGGT CTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGCEGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
CCGCAAT GEGECGCAAGCCT GACGGAGCAACGCCGECGT GAGEGAGGAAGCCCTGTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGT TCTGACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGECTAACT CCG
TGCCAGCAGCCGECGGT AAGACGCGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGEGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGT TATAAAAGT CTGT TGT TAAAGCCCACAGCT CAACT GTGGATGGEGCAATGG
AAACTATATGACT TGAGT GT GGTAGGEGTAGAGGGAAT TCCTAGT GTAGCGGT GAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGECCCTCTACTGEECCATAACT GACACTGATGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGT GI TGECCGTAT CGACCCGGT CAGT ACCGAAGCAAACGCGT TAAGT GTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEEGEECCCECACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGEGATTGACATCCTACGAACTTCT
GIGAAAGCAGT TGGT GCCT TCGGGAGCGT AGAGACAGGT GGT GCATGECT GT CGTCAGCTCG
TGTCGT GAGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT CCTTAGT TGCCATCAT
TGAGI TGGGCACT TTAAGGAGACT GCCCGEGT GACAAACCGGAGGAAGGT GECGATGACGT CAA
GICATCATGCCCCTTACAT CCTGEGCTACACACGT ACTACAAT GCAACGGACAAAGGGECAGC
CAACTAGCGATAGT GCGCAAATCCCATAAACCGT TGCTCAGI TCAGAT TGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGCGGAAT CCCTAGT AATCGCAGGT CAGCATACT GCGGTGAATACGTI TCC
CGGECCTTGTACACACCGECCCGT CACACCATGGAAGT TGECCACGCCCGAAGT CGT TACCCC
AACCT TAGGGAGGEEGEGACGCCCGAAGGCAGEECT GATGACT GEGGT GAA

>CENA318 1410 pb

GATGAACGCT GECGEECGT GCTTAACACATGCAAGT CGAACGAACCCT TTCCEEEGT GAGT GG
CGGACGEGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCTACAGGACT GGGACAACAGAGGGAAACT TCT
GCTAAAACCGGAT GT CCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCT GTAGATGAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGT TGGTGGAGTAATGGT TTACCAAGGCGACGAT CAGTAGCTGGT CTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGCEGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
CCGCAAT GEGECGCAAGCCT GACGGAGCAACGCCGECGT GAGEGAGGAAGCCCTGTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGT TCTGACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGECTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGECGGT AAGACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGEGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGT TATAAAAGT CTGT TGT TAAAGCCCACAGCTCAACT GTGGATGGEGCAATGG
AAACTGTATGACT TGAGT GT GGTAGGEGTAGAGGGAAT TCCTAGT GTAGCGGT GAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGECCCTCTACTGEECCATAACT GACACTGATGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGT GI TGECCGTAT CGACCCGGT CAGTATCGAAGCAAACGCGT TAAGT GTCCCGCCTGEG
GGAGTACGCACGCAAGT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEEGEECCCECACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGCEGATTGACATCCTACGAACTTCT
GI'GAAAGCAGT GGGT GCCT TCGEGAGCGT AGAGACAGGT GGTGCATGECT GT CGT CGECTCGT
GICGTGAGATGT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCCTTAGT TGCCATCATT
CAGI TGEGECACT TTAAGGAGACT GCCGGT GACAAACCGEGEGAAGGT GEEGAT GACGT CAAGT
CATCATGCCCCTTACATCCTGEGECTACACACGT ACTACAAT GCAACGGACAAAGGGCAGCCA
ACTAGCGATAGI GCGCAAAT CCCATAAACCGT TGCTCAGT TCAGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGGCGGAATCCCTAGT AAT CGCAGGT CAGCATACT GCGGTGAATACGT TCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGT CACACCATGGAAGT TGECCACGCCCGAAGT CGT TACCCCAA
CCTTAGGCGAGGGEEGACGCCGAAGGECAGCECCTGATGACT GGGEGTGAA

>CENA319 1410 pb

GATGAACGCT GECGEECGT GCT TAACACATGCAAGT CGAACGGACTCTTCGGAGT TAGTGECG
GACGGEGTGAGT AACGCGT GAGGATCTGCCCT TAGGAT GGGGACAACAGT TGGAAACGACT GC
TAATACCCAAT GT CCCGAGAGGT GAAAGCT TTAGCGCCT GAGGATGAACTCGCGTCTGATTA
GCTAGI TGGTAGT GTAATGGACTACCAAGGECGACGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACGEGAGGCAGCAGT GGEGAATTTTCC
GCAAT GEGECGAAAGCCT GACGGAGCAACGCCGECGT GAGEGAAGACGECCT GT GEGT TGTAAA
CCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGAACT GACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGECTAACT CCGT G
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CCAGCAGCCGCGEGTAATACGCGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGEECGTAAAGCGT C
CGTAGGECGGT TTTTCAAGT CTGCTGT TAAAGCGT GCAGCTCAACT GCATATCGGECAGT GGAA
ACTGAGAGACTAGAGT GTAGT AGGGEGTAGAGEGAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGCGTAG
ATATTGCEGAAGAACACCGEGT GGCGAAAGCCCTCTACTGEECTACAACT GACCCTGATGGACG
AAAGCT AGGGGAGCGAAAGGEGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGTAAACGAT GGACACT
AGGTGTI TGACCGTATCGACCCGGT CAGT GCCGTAGCCAACGCGT TAAGT GT CCCGECCTCEEG
AGTACGCCTCGCAAGAGT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEECCCGCACAAGCGEGT GGAGT AT
GIGGTTTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAAGGCT TGACATGTGCAGAATCTCCCT
GAAAGGGEGAGAGT GCCT TCCEGAACT GCAACACAGGT GGTGCATGECTGT CGTCAGCTCGT G
TCGTGAGATGT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT TTTTAGI TGCCATCATTA
AGT TGEECACT CTAGAGAGACT GCCGGEEGACAACT CCGAGGAAGGT GEEGATGACGT CAAGT
CATCATGCCCCTTACGT CTTGEECTACACACGT ACTACAAT GCTGCGGACAAAGGGECAGCCA
ACCAGCAAT GGECGCGCTAATCCCATAAACCGT GECT CAGT TCAGATTGCAGGCTGCAACTCG
CCTGCATGAAGGAGGAATCCCTAGT AAT CGCAGGT CAGCATACT GCGGTGAATACGT TCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGT CACACCATGEGAGT TGECCACGCCCGAAGTCGT TACTCTAA
CCTTAGGCGAGGAGGGECGECCGAAGGCAGEECTGATGACT GEGEGT GAA

>CENA320 1416 pb

GATGAACGCT GGOGGCGT GCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGT CTCTTCGGAGATAGT GGCG
GACGGGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGGCCT TAGGAGGGGGACAACT TTTGGAAACGGAAGC
TAAGACCCCATATGCCGAGAGGT GAAAAGGGT TTTTCTGCCT GAGGAT GAACT CGCGTCTGA
TTAGCTAGT TGGTGGGGTAAGGGECCT ACCAAGGCGACGAT CAGTAGCT GGTCTAAGAGGATG
ATCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTT
TCCGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAACGCCGCGT GCGGGAGGAAGGCCTTAGGGT TGT
AAACCGCTTTTCTCTGGGAAGAAGACCT GACGGT ACCAGAGGAATAAGCCTCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGOGGT AAGACGGAGGAGGCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGGCGTAAAGC
GTCOGCAGGCGGCTAAT TAAGT CTGCT GTCAAAGGT CAGGGCT TAACT CTGAATCGGCAGT G
GAAACT GAT TAGCT AGAGAGCGGT AGGGGT AGAGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGCG
TAGATATTGGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGCGCT CTACT GGGCCGT TACT GACGCTGAGGG
ACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCTGTAGT CCTAGCT GTAAACGATGGAC
ACTAGGTGT TGGACGTATCGACCCGT TCAGT ACCGAAGCTAACGCGT TAAGT GTCCCGCCTG
GGGAGT ACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCCCGRCACAAGCGGT GRAG
TATGTGGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAAGGCT TGACATCCTGCGAATCCC
TTTGAAAGAGGGGAGT GCCT TCGGGAACGCAGAGACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGT TGCCATCA
TTAAGTTGGGCACT CTAGAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGACGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTACGT CTTGGGCTACACACGTACTACAAT GCTACGGACAGAGGGCAG
CGACCT CGOGAGAGCAAGCAAAT CCCAT AAACCGT GGCACAGT TCAGAT TGCAGGCT GCAAC
TCGCCT GCATGAAGGAGGAAT CGCTAGT AATCGCCGGT CAGCATACGGCGGT GAATACGTTC
COGGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GGGAGT TGGCCACGCCCGAAGT CGTTACTC
TAACCGT TCGCGGAGGAGGGECGCCGAAGGCAGGGCT GATGACT GGGGTGAA

>CENA321 1416 pb

GATGAACGCT GBOGGT CTGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGT GCTTCGGCACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCCT TAGGAGGGGGATAACGACT GGAAACGGTC
GCTAATACCGCAT AT GCCGAGAGGT GAAATGATTTAT TGCCT GAGGAT GAACT CGCGTCTGA
TTAGCTAGT TGGAGT GGTAAT GGCACACCAAGGCGACGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATG
ATCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTT
TCCGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAGACCGCGT GAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGT
AAACCTCTTTTGATAGGGAAGAACACAAT GACGGTACCTATCGAATCAGCCTCGGCTAACTC
CGT GCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAGGCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGGCGTAAAG
CGTCOGTAGGTGGT TTATCAAGT CAGT TGT TAAAGCGT GGAGCT TAACT CCATAAGGGCAAT
TGAAACTGATAGGCTAGAGT GOGATAGGGGCAAGGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGC
GTAGATATTGGGAAGAACAT CGGT GBCGAAAGCGCCT TGCT GGGT CTGCACT GACACT GAGG
GACGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGT AAACGAT GGA
TACTAGGCGT TGT TCGTATCGACCCGGACAGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCT
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GGGGAGTACGCTCGCAAGAGT GAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEEGECCCECACAAGCGGT CGGA
GTATGTGGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAGGGECTTGACATGI CGCGAATCT
CGGCGAAAGT TGAGAGT GCCT TCGGGAGCGECGAACACAGGT GGTGCATGECT GT CGT CAGCT
CGTGTCGTGAGATGT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGI TTTTAGI TGCCAGC
ATTAAGT TGGECACTCTGAAGAGACT GCCGGT GACAAACCGCGAGGAAGGT GEEGATGACGTC
AAGT CAGCATGCCCCT TACGT CCTGGECTACACACGT ACTACAAT GCTGCGGACAAAGGGECA
GCTAACT CGCGAGAGCAAGCTAAT CCCATAAACCGT GECTCGGT TCAGAT TGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT CGCTAGT AAT CGCAGGT CAECATACT GCGGTGAATACGT T
CCCGEECCT TGTACACACCGCCCGT CACACCAT GGGAGT TGECCACGCCCGAAGT CGTTACC
CCAACCGT TCCCGCGAGEEEGACGCCGAAGECAGECCTGATGACT GGGGTGAA

>CENA322 1413 pb

GATGAACGCT GECGEECGT GCTTAACACAT GCAAGT CGAACGGACCCT TCEEEGT TAGTGECG
GACGGEGTGAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCCT TAGGAGGGEGAACAACAGT TGGAAACGACT GC
TAATGCCCCATAT CCCGAGAGGTGAAACGT TTTTTCGCCT GAGGATGAACTCGCGTCTGATT
AGCTAGIT TGGT GEEGTAAGEECCTACCAAGECGACGAT CAGTAGCTGGTCTAAGAGGATGAT
CAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGEGAGGCAGCAGTGEEGAATTTTC
CGCAAT GEGECGCAAGCCT GACGGAGCAACGCCGCGT GAGCGAGGAAGECCCTAGEGT TGTAA
ACCTCTTTTCTCTGGGAAGAAGAACT GACGGT ACCAGAGGAATAAGCCT CGECTAACT CCGT
GCCAGCAGCCGCGGT AAGACGGAGGAGGECAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGEECGT AAAGCGT
CCGCAGCCGGT TTTTTAAGI CTGI TGTCAAAGCCCACAGCT CAACT GT GGATCGGCAATGCGA
GACTGCEGAGACTAGAGT GT GGTAGGEGT AGAGGGAAT TCCCGGT GTAGCGEGT GAAATGCGTA
GATATCGCGGAAGAACACCAGT GECGAAGGECCCT CTACT GEECCACAACT GACGCCTGAGGGAC
GAAAGCT AGGGCGAGCGAAAGEGAT TAGATACCCCTGTAGT CCTAGCTGTAAACGATGGATAC
TAGGT GI TGGACGTATCGACCCGT GCAGT ACCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGECCTGCEG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEGECCCGCACAAGCGEGT GGAGGA
TGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAAGCCT TGACATCCTGCGAATTTCCT
TGAAAGAGGAAAGT GCCT TCGEGAGCCCAGAGACAGGT GGT GCATGECTGI CGT CAGCT CGT
GICGTGAGATGT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGT TGCCATCATT
CAGT TGEECACTCTAAAGAGACT GCCCEEGACAACT CCGAGGAAGGT GEEGACGACGT CAAG
TCATCATGCCCCTTACGT CT TGGEGECTACACACGT CCTACAAT GCTACAGACAGAGGEGECAGCG
AGCGCGCGAGT GCAAGCAAAT CCCATAAACT GT GECTCAGT TCAGAT TGCAGGECTGCAACTC
GCCTGCAT GAAGGCGGAAT CECTAGT AATCCCAGGT CAGCATACT GCGGTGAATACGT TCCC
GGGECCTTGTACACACCGECCCGT CACACCAT GEGAGT TGECCACGCCCGAAGT CGT TACTCTA
ACCGT TCCCCGAGGAGGEECECCGAAGGECAGCEECTGATGACT GGGEGTGAA

>CENA323 1452 pb

GGCCGECCEGAATTCGATTAGAGT TTGAT CCTGECT CAGGAT GAACGCT GECGEECGTGCTTAA
CACATGCAAGT CGAACGGACCCT TCGEEEGT TAGT GGCCGACGEGT GAGT AACGCGT GAGGAT
CTGCCCT TAGGAGGGEEGACAACAGT TGGAAACGACT GCTAATACCCCATATGCCGAGAGGT G
AAACGATTTTTCGCCTGAGGATGAACT CECGT CTGATTAGCTAGT TGATGAGGTAAAGECT T
ACCAAGGCGACGAT CAGTAGCT GGT CTAAGAGGAT GAT CAGCCACACT GGGACT GAGACACG
GCCCAGACT CCTACGGEGAGGCAGCAGT GEEGAAT T TTCCGCAAT GGGECGAAAGCCT GACGEA
GCAACGCCGCCGT GAGGGAGGAAGGCCCTAGGGT TGTAAACCTCTTTTCTCTGGGAAGAAGAT
CTGACGGTACCAGAGGAATAAGCCT CGECTAACT CCGTGCCAGCAGCCGELCGGT AAGACGEAG
GAGGCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGEECGT AAAGCGT CCECAGGCGGTCTTTTAAGTCTGT
TGTCAAAGCCCACAGCT CAACT GT GGAT CGGECAAT CGAAACT GCGAGACT TGAGT GTGGTAG
GGGTAGAGGGAAT TCCCGGT GTAGCGGT GAAAT GCGTAGATAT CGEGAAGAACACCAGT GEC
GAAGGCCCTCTACT GEECCACAACT GACCCT GAGGGACGAAAGCT AGGEGAGCGAAAGEGAT
TAGATACCCCTGTAGI CCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGGT GT TGGACGT ATCGACCCGT
GCAGTACCGTAGCTAACGCGT TAAGT AT CCCGECCT GEEGAGT ACGCACGCAAGT GTGAAACT
CAAAGGAAT TGACGEGEEECCCCCACAAGCEGET GGAGGATGT GGT TTAAT TCGATGCAACGCG
AAGAACCT TACCAAGCCT TGACAT GT CCGGAAT CTTCCTGAAAGGGEGAGAGT GCCT TCGEGA
ACCGGAACACAGGT GGTGCATGECTGI CGTCAGCTCGT GTCGTGAGATGT TGEGT TAAGT CC
CGCAACGAGCGCAACCCTCGT CCT TAGT TGCCAGCAT TCAGT TGGGECACT CTGECGAGACT G
CCGGEGEGACAACT CGGAGGAAGGT GGEGACGACGT CAAGT CATCATGCCCCT TACGTCTTGEG
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CTACACACGT CCTACAATGCTACAGACAGAGEECAGCGAGCGCGCGAGT GCAAGCAAATCCC
ATAAACT GT GGCTCAGT TCAGAT TGCAGGECT GCAACT CGCCTGCATGAAGGECGGAATCCCTA
GIAATCGCAGGT CAGCATACT GCGGT GAATACGT TCCCGEEECCT TGTACACACCGCCCGTCA
CACCAT GGEGAGT TGECCACGCCCGAAGT CGT TACT CTAACCGT TCGCGGAGGAGEECGECCGA
AGGCAGCECCTGATGACTGEGEGT GAA

>CENA324 1414 pb

GATGAACGCT GEOGGT ATGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AAAGCGT GAGAAT CTGGCT TTGGGT TCGGGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGGATATGCCGAAAGGT AAAAGAT TAAT TGCCCGAAGAT GAGCT CGCGT CCGAT
TAGCTAGT TGGTGGGGTAAGAGCCCACCAAGGCGACGAT CGGTAGCT GGT CTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGOGT GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAT GACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCOGT
GCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TAT COGGAAT GAT TGGGCGT AAAGCGT
COGCAGGT GGTAATGCAAGT CTGCT GT TAAAGAGT GTAGCT TAACT ACATAAAGGCGGT GGA
AACTGCATCACTAGAGTACGT TCGGGGCAGAGGGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGOGTA
GAGAT CAGGAAGAACACCGGT GGCGAAAGCGCT CTGCT AGGCCGT AACT GACACT GAGGGAC
GAAAGCT AGGGGAGCGAAT GGGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGT AAACGAT GGACAC
TAGGCGT TGCTTGTATCGACCCGAGCAGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCTGRG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGCACAAGCGGT GGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAAGACT TGACATGTCCGGAAGCTCCG
AGAAATTGGAGT GTGCCT TCGGGAGCCGGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAACCCT CGTTCT TAGT TGCCAGCAT T
TAGGATGGGCACT CTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAA
GTCATCATGCCCCT TACGT CTTGGGCT ACACACGT ACT ACAAT GOGAT GGACAAAGGGCAGC
TAACCAGCGAT GGCAAGCAAAT CCCATAAACCAT GGCT CAGT TCAGAT CGCAGGCT GCAACT
CGCCT GOGT GAAGT AGGAAT CGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACT GCAGT GAATTCGTTCC
CGGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GGAAGCT GGT CACGCCCGAAGT CGT TACCCT
AACCGT TCGOGGAGGGEGACGCCGAAGGT AGGACT GGTGACT GGGGT GAA

>CENA325 1415 pb

GATGAACGCT GBOGGT ATGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AAAGCGT GAGAAT CTGGCT TTGGGT TCGGGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGGATATGCCGAAT AGGT GAAAGAT TAAT TGCCCGAAGAT GAGCT CGCGT CCGA
TTAGCTAGT TGGTGGGGTAAGAGCCTACCAAGGCGACGAT CGGTAGCT GGTCTGAGAGGACG
ATCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTT
TCCGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAATACCGCGT GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGT
AAACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAT GACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGOGGT AATACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT GAT TGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGT GGTAATGCAAGT CTGCTGT TAAAGAGT GTAGCT TAACTACATAAAGGCGGTGG
AAACTGCATCACTAGAGTACGT TCGGGGCAGAGGGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGOGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGGT GGOGAAAGCGCT CTGCTAGGCCGT AACT GACACT GAGGGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAT GGGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGT AAACGAT GGATA
CTAGGCGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GOOGT AGCT AACGCGT TAAGT ATCCCGCCT GG
GGAGT ACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGRCACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAAGACT TGACATGTCCGGAAGCTCC
GAGAAAT TGGAGT GTGCCT TCGGGAGCCGGAACACAGGT GGT GCAT GGCT GTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT CGTTCTTAGCT GCCAGCAT
TTAGGATGGGCACT CTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTCA
AGTCATCATGCCCCTTACGT CTTGGGCTACACACGTACTACAAT GOGAT GGACAAAGGGCAG
CTAACCAGCGAT GGCAAGCAAAT CCCAT AAACCAT GGCT CAGT TCAGAT CGCAGGCT GCAAC
TCGCCTGOGT GAAGT AGGAAT CGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACT GCAGTGAATTCGTTC
COGGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GGAAGCT GGT CACGCCCGAAGT CGTTACCC
TAACCGT TCGCGGAGGGEGEGACGCCGAAGGT AGGGCT GGT GACT GGGGTGAA
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>CENA326 1415 pb

GATGAACGCT GECGGTATGCT TAACACATGCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACTTAGT GG
CGGACGEGT GAGTAAAGCGT GAGAATCTGECT TTGGEGT TCEEGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGGATAT GCCGAAAGGTAAAAGAT TAAT TGCCCGAAGAT GAGCT CGCGT CCGAT
TAGCTAGT TGGTGEEGTAAGAGCCT ACCAAGGCGACGAT CGGTAGCTGGT CTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGCEGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
CCGCAAT GGECGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGCGT GAGEGAGGAAGCCTCT TGEGT TGTA
AACCTCTTTTCT TAGGGAAGAAAAAT GACGGTACCT AAGGAATAAGCAT CGECTAACT CCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGT TATCCGGAAT GAT TGEECGT AAAGCGT
CCGCAGGT GGTAATGCAAGT CTGCTGT TAAAGAGT GTAGCT TAACTACATAAAGGECGGT GGA
AACTGCATCACTAGAGTACGT TCGGEGECAGAGEGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGCGTA
GAGATCAGGAAGAACACCGEGT GECGAAAGCCCT CTGCTAGECCGT AACT GACACT GAGGGAC
GAAAGCT AGGGGAGCGAAT GEGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGECGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCTCEG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEGECCCGCACAAGCGGT GGAGT A
TGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAAGACT TGACAT GT CCGGAAGCT CCG
AGAAAT TGCGAGT GT'GCCT TCCEEGAGCCGEEACCACAGGT GGT GCATGECTGT CGT CAGCT CG
TGTCGTGAGATGI TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT TCTTAGT TGCCAGCAT
TTAGGATGGGCACT CTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGCGAGGAAGGT GEEGATGACGT CA
AGTCATCATGCCCCTTACGT CTTGGEGCTACACACGT ACTACAAT GCGAT GGACAAAGGGECAG
CTAACCAGCGATGGCAAGCAAAT CCCATAAACCATGCECT CAGT TCAGATCGCAGGCTGCAAC
TCGCCTGCGTGAAGT AGGAATCGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACTGCAGTGAATTCGITC
CCGEECCTTGTACACACCGECCCGT CACACCAT GGAAGCT GGTCACGCCCGAAGT CGI TACCC
TAACCGT TCGCCGAGEEEGACCCCGAAGGT AGGACT GGT GACT GGGGT GAA

>CENA327 1413 pb

GATGAACGCT GGECGGTATGCT TAACACATGCAAGT CGAACGAAGT CTTCGGACT TAGTGECG
GACGGEGTGAGT AACGCGT GAGAATCTGECT TTAGGACGEGEGATAACCACT GGAAACGGTGEC
TAAGACCCGATAT CCCGAGAGGT GAAAGT AATTTAGCCT AGAGEGGAGCTCECGTCTGATTA
GCTAGI TGGT GEGEGTAAGAGCCTACCAAGECGACGAT CAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATC
AGCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACGEGAGGCAGCAGT GEEGAATTTTCC
GCAAT GEECGAGAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGCGT GEEEGAGGAAGECTCTTGEGT TGTAA
ACTCCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAAT GACGGT ACCT GAGGAAT CAGCATCGGECTAACT CCG
TGCCAGCAGCCGECGGTAATACGCGAGGAT GCAAGCGT TAT CCGGAAT CAT TGGEGECGTAAAGCG
TCCGCAGGT GECATTTCAAGT CTGCT GT CAAAGGT CEEEGECT TAACT CCGAACAGGCAGT GG
AAACT GAGAAGCTAGAGT CCGGT AGGEGECAGAGGGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGCGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGEGT GECGAAAGCGCT CTGCTAGGECCGCAACT GACACT CAGGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAT GCGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCTGTAAACGATGGATA
CTAGGECGT TGCTTGTATCGACCCAAGCAGT GCCGGAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEEGEECCCECACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGIT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGEECT TGACATGCCCCGAATCCTG
GGGAAACT CAGGAGT GCCTACGGEGAACCGEGACACAGGT GGTGCATGECT GT CGTCAGCTCG
TGTCGT GAGATGT CGEGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT TTTTAGI TGCCAGCAT
TAAGI TGGGCACT CTAGAAAGACT CCCGEGT GACAAACCGGAGGAAGGT GECGATGACGT CAA
GI'CAGCATGCCCCTTACGCTCTGEGCTACACACGT ACTACAAT GCTATGGACAAAGGGECAGC
AAGAATGCGAAT TCAAGCAAAT CCCATAAACCATGGCT CAGT TCAGATCGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGT GAAGGCGGAAT CGCTAGT AAT CECCGGT CAGCCATACGGECGGT GAATACGTTC
CCGEECCTTGTACACACCGECCCGT CACACCAT GGAAGCT GECCACGCCCGAAGT CGI TACCC
TAACCGCAAGGAGGEGEGEGEAT GCCGAAGGCAGEGECTGGT GACT GGGEGT GAA

>CENA328 1401 pb

GATGAACGCT GECGGTATGCT TAACACATGCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACTTAGT GG
CGGACGEGT GAGTAAAGCGT GAGAAT CTGECT T TGGEGT TCEEGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGGATAT GCCGAAAGGTAAAAGAT TAAT TGCCCGAAGAT GAGCT CGCGT CCGAT
TAGCTAGT TGGTGEEGTAAGAGCCT ACCAAGGCGACGAT CGGTAGCTGGT CTGAGAGGACGA
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TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CATACGGGAGECAGCAGT GGGGAATTTT
CCGCAAT GEECGAAAGCCT GACGGAGCAATACCGECGT GAGEGAGGAAGECTCTTGEGTTGTA
AACCTCTTTTCT TAGGGAAGAAAAAT GACGGT ACCT AAGGAATAAGCAT CGECTAACT CCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT GAT TGEGECGT AAAGCGT
CCGCAGGT GGTAATGCAAGT CTGCTGT TAAAGAGT GTAGCT TAACTACATAAAGGCGGT GGA
AACTGCATCACTAGAGTACGT TCGGEEECAGAGGEGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGCGT A
GAGATCAGGAAGAACACCGGT GECGAAAGCGECT CTGCTAGECCGTAACT GACACTGAGGAAC
GAAAGCT AGEEGAGCGAAT GEGGT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGECGT TGCTTGTATCGACCCGAGCAGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCTGEG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEECCCGCACAAGCGEGT GGAGT A
TGIGGTTTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAAGACT TGACAT GT CCGGAAGCT CCG
AGAAATTGCGAGT GT GCCT TCGGGAGCCGCGAACACAGGT GGT GCATGECT GT CGT CAGCTCGT
GICGTGAGATGI TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT TCTTAGT TGCCAGCAT T
TAGGATGGEGECACT CTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAA
GICATCATGCCCCTTACGT CTTGEECTACACACGT ACTACAAT GCGATGGACAAAGGEGECAGC
TAACCAGCGAT GGCAAGCAAAT CCCATAAACCATGCECT CAGT TCAGAT CGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGTAGGAATCCCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACTGCAGTGAATTCGI TCC
CGGEECCTTGTACACACCGECCCGT CAAGCCATGGAAGCT GEEGT GACCT GAAGT CGECAGGT T
CAGT GCCGATAAGGGTAAAACCGGT GACTGEEECTAA

>CENA329 1416 pb

GATGAACGCT GBCGGT ATGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGT TCGGGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGAAT GTGCAGAAAT GTGAAATAT TAATAGCCT GAAGAT GAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGTAGGT GTGGTAAGAGCGCACCT AGGCT GOGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGOGT GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAAAT GACGGTACCT GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCOGGAAT GAT TGGGCGTAAAGC
GTCOGCAGGT GGCTATGTAAGT CTGCTGT TAAATAGT GAGGCT CAACCT CATAAAGGCAGT G
GAAACTACATATGCTAGAGT ACGT TCGGGGCAGAGGGAAT TCCT GGT GTAGCGGT GAAATGC
GTAGAGAT CAGGAAGAACACCGGT GGCGAAAGCGCT CTGCTAGGCCGT AACT GACACT GAGG
GACGAAAGCT AGGGGAGCGAAT GGGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGT AAACGAT GGA
TACTAGGCGT GGCTTGTATCGACCCGAGCCGT GCCGTAGCT AACGCGT TAAGCATCCCGCCT
GGGGAGT ACGCAGGCAACT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGCACAAGCGGT GGA
GTATGTGGTTTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGTCGCGAATTC
AGGTGAAAGCT TGAAGT GCCT TCGGGAGCGOGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAACCCT CGTTTTTAGT TGCCAGC
ATTAAGT TGGGCACT CTAGAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCT TACGT TCTGGGCTACACACGTACT ACAAT GCTACGGACAAAGGGCA
GCTACACAGCGAT GTGATGCTAAT CTCATAAACCGT AGCT CAGT TCAGAT CGCAGGCT GCAA
CTCGCCT GOGT GAAGGAGGAAT CGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACT GCAGTGAATTCGT T
CCCGGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GGAAGCT GGTAGT GCCCGAAGT CATTACC
CCAACCT GCAAGGGAGGGGGAT GOCT AAGGCAGGACT GGT GACT GGGGT GAA

>CENA330 1414 pb

GATGAACGCT GGCGGT ATGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AAAGCGT GAGAAT CTGGCT TTGGGT TCGGGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGGATATGCCGAAAGGT AAAAGAT TAAT TGCCCGAAGAT GAGCT CGCGT CCGAT
TAGCTAGT TGGTGGGGTAAGAGCCT ACCAAGGCGACGAT CGGTAGCT GGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGOGT GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAT GACGGTACCTAAGGAATAAGCATCGGCTAACTCOGT
GCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCOGGAAT GAT TGGGCGT AAAGCGT
COGCAGGT GGTAATGCAAGT CTGCT GT TAAAGAGT GTAGCT TAACTACATAAAGGCGGT GGA
AACTGCATCACTAGAGTACGT TCGGGGCAGAGGGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGOGTA
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GAGATCAGGAAGAACACCGEGT GECGAAAGCCCT CTGCTAGECCGTAACT GACACT GAGGGAC
GAAAGCT AGGGCGAGCGAAT GEGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGECGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCT GG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEGECCCGCACAAGCGGT GGAGT A
TGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAAGACT TGACAT GT CCGGAAGCT CCG
AGAAATTGCGAGT GT'GCCT TCCEGAGCCGGAACACAGGT GGTGCATGECT GT CGT CAGCTCGT
GICGTGAGATGT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT TCTTAGT TGCCAGCATT
TAGGAT GGGCACT CTAGGGAGACT CCCGEGT GACAAACCGGAGGAAGGT GECGATGACGT CAA
GICATCATGCCCCTTACGT CTTGGEGCTACACACGT ACTACAAT GCGATGGACAAAGGGECAGC
TAACCAGCGAT GGCAAGCAAAT CCCATAAACCATGGECTCAGT TCAGAT CGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGT GAAGTAGGAATCCCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACTGCAGTGAATTCGI TCC
CGGECCT TGTACACACCGCCCGT CACACCAT GGAAGCT GGT CACGCCCGAAGT CGTTACCCT
AACCGT TCGECEGAGGEEEGACCCCGAAGGT AGGACT GGTGACT GEGGT GAA

>CENA331 1416 pb

GATGAACGCT GECGGTATGCCTAACACATGCAAGT CGAACGAACTCTTTCGAGAGT GAGT GG
CGGACGEGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGAT GEGGACAACAGT TGGAAACGACT
GCTAATACCCAATATGCCTAAGGGTGAAATAAATTTTGCCT GAAGAGGAGCT CGCGT CCGAT
TAGCTAGT TGGTGEEGTAAGAGCT TACCAAGGCAGCGAT CGGTAGCTGGT CTGAGAGGATGA
GCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACCEGAGGCAGCAGT GEGGAATTTT
CCGCAAT GEECGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGCGT GAGEGAGGAAGCCTTTTGEGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGT GACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGECTAACTCC
GI'GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGEGECGTAAAGC
GI'CCGCAGGT GGCCTATCAAGT CTGCTGT CAAAGACTAGAGCTCAACT CTGGAAAGGECAGT G
GAAACT GEGAGGCTAGAGT ACGGT AGEEGT TGAGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGCG
TAGATAT TGGGAAGAACACCAGT GECGAAGGCGCT CAACT GGGCCGTAACT GACACT CAGEG
ACGAAAGCT AGGGT AGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGT CTTAGCTGTAAACGATGGAT
ACTAGGECGT TGCTTGTAT CGACCCGAGCAGT GCCGT AGCCAACGCGT TAAGTATCCCGCCTG
GGGAGTACGCACGCAAGT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEGEECCCECACAAGCGGTGRAG
TATGIGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGEGT TTGACAT GT CCGGAACCT G
CTGGAAACAGT GGGGT GCCT TCGEGAGCCGAAACACAGGT GGT GCATGECTGTCGT CAGCTC
GIGTCGTGAGATGT TGGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT CGTCCTTAGT TGCCAGCA
GTAAGATGGGECACT TTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGCGAGGAAGGT GEEGATGACGT CA
AGT CAGCATGCCCCTTACCCT CTGGEGCTACACACGT ACTACAAT GGT TGGEGACAAAGGGECAG
CTAACT CGCAAGAGCAAGCGAAT CTCAGCAAACCCAGCCT CAGT TCAGAT TGCAGGCTGCAA
CTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT CGCTAGT AATCGCAGGT CAGCATACTGCGGTGAATTCGT T
CCCGEECCT TGTACACACCGCCCGT CACACCAT GGAAGT CGECCACGCCCGAAGT CGTTACC
CTAACCT TTCGAGGAGGEGEEGAT GCCGAAGGECAGEECT GGTGACT GGEGTGAA

>CENA332 1412 pb

GATGAACGCT GECGEECGT GCTTAACACATGCAAGT CGAACGAACCCT TTCCEEEGT GAGT GG
CGGACGEGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCTACAGGACT GGGACAACAGAGGGAAACT TCT
GCTAAAACCGGAT GT GCCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCT GTAGATGAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGT TGGTGGAGTAATGGT TTACCAAGGCGACGAT CAGTAGCTGGT CTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACCEGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
CCGCGAT GEECGCAAGCCT GACGGAGCAACGCCGECGT GAGEGAGGAAGCCCTGTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGT TCTGACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGECTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGECGGT AAGACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGEGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGT TATAAAAGT CTGT TGT TAAAGCCCACAGCTCAACT GTGGATGGEGCAATGG
AAACTGTATGACT TGAGT GT GGTAGGEGTAGAGGGAAT TCCTAGT GTAGCGGT GAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGECCCTCTACTGEECCATAACT GACACTGATGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCTGTAGT CCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGT GI TGECCGTAT CGACCCGGT CAGT AT CGAAGCAAACGCGT TAAGT GTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEEGEECCCECACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGEGATTGACATCCTACGAACTTCT
GTIGAAAGCAGT GGGT GCCT TCGEGAGCGT AGAGACAGGT GGT GCATGECT GT CGTCAGCTCG
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TGICGTGAGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT CCTTAGT TGCCATCAT
TCAGI TGGGECACT TTAAGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAA
GICATCATGCCCCTTACAT CCTGEECTACACACGT ACTACAATGCAACGGACAAAGGEECAGC
CAACTAGCGATAGT GCGCAAATCCCATAAACCGT TGCTCAGT TCAGAT TGCAGGECTGCAACT
CGCCTGCGT GAAGGCGGAATCCCTAGT AAT CGCAGGT CAGCATACTGCGGTGAATACGI TCC
CGGEECCTTGTACACACCGECCCGT CACACCATGGAAGT TGECCACGCCCGAAGTCGT TACCCC
AACCT TAGGGAGGEEGACCCCGAAGCCAGEECTGATGACT GEGGT GAA

>CENA333 1418 pb

GATGAACGCT GBCGGT ATGCCT AACACAT GCAAGT CGAACGAACT CATTTATGAGAGAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGAT GGGGACAACAGT TGGAAACGACT
GCTAATACCCAATATGCCT TTAGGGGT GAAACT TATAT GGCCT GAAGAGGAGCT CGCGTCOG
ATTAGCTAGT TGGTGGGGT AAGAGCCT ACCAAGGCGGOGAT CGGTAGCT GGTCTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCT ACGGGAGGCAGCAGT GGGGAAT T
TTCCGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAATACCGCGT GAGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTG
TAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGT GACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGCTAACT
COGT GOCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGGCGTAAA
GOGT COGCAGGT GROGT ATCAAGT CTGCT GTCAAAGACT AGAGCT CAACT CTGGAAAGGCGG
TGGAAACT GGTAGGCTAGAGT ACGGT AGGGGT TGAGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGTGAAATG
CGTAGATAT TGGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGCGCT CAACT GGGCCGTAACT GACACTCAG
GGACGAAAGCT AGGGT AGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CTTAGCT GTAAACGAT GG
ATACTAGGCGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GCCGT AGCCAACGCGT TAAGTATCCCGCC
TGGGGAGT ACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGEGECCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGTCOGGAACT
AAAGTGAAAGCT TTAGGT GOCT TCGGGAGCCGGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT CATCCTTAGT TGCCAG
CATTAGGT TGGGCACT T TAGGGAGACT GOCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GEGGAT GACGT
CAAGTCAGCATGCCCCT TACGT CCTGGGCT ACACACGT ACTACAAT GGT TGGGACAAAGGEC
AGCCAACT CGCAAGAGT GAGCGAAT CTCATCAAACCCAGCCT CAGT TCAGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT CGCTAGT AATCGCAGGT CAGCATACT GOGGTGAATTCG
TTCCCGGGCCT TGTACACACCGCCCGT CACACCAT GGAAGT CGGCCACGCCCGAAGTCGTTA
CCCTAACCT T TCGAGGAGGGGGAT GCCGAAGGCAGGRCT GGT GACT GGGGT GAA

>CENA334 1416 pb

GATGAACGCT GBOGGT ATGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGT TCGGGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGAAT GTGCAGAAAT GTGAAAAAT TTAT TGCCT GAAGAT GAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGTAGGT GTGGTAAGAGCGCACCT AGGCT GOGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAT TCCGOGT GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAGAT GACGGTACCT GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCOGGAAT GAT TGGGCGTAAAGC
GTCOGCAGGT GGCTATGTAAGT CTGCTGT TAAATAGT GAGGCT CAACCT CATAAAGGCAGT G
GAAACTACATATGCTAGAGT ACGT TCGGGGCAGAGGGAAT TCCT GGT GTAGCGGT GAAATGC
GTAGAGAT CAGGAAGAACACCGGT GGCGAAAGCGCT CTGCT AGGCCGT AACT GACACT GAGG
GACGAAAGCT AGGGGAGCGAAT GGGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGT AAACGAT GGA
TACTAGGCGT GGCTTGTATCGACCCGAGCCGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCT
GGGGAGT ACGCAGGCAACT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGCACAAGCGGT GGA
GTATGTGGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGTCGCGAATTC
AGGTGAAAGCT TGAAGT GCCT TCGGGAGT GOGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAACCCT CGTTTTTAGT TGCCAGC
ATTAAGT TGGGCACT CTAGAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCT TACGT TCTGGGCTACACACGT ACT ACAAT GCT GOGGACAAAGGGCA
GCTACACAGCGAT GTGATGCTAAT CTCATAAACCGT AGCT CAGT TCAGAT CGCAGGCT GCAA
CTCGOCT GOGT GAAGGAGGAAT CGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACT GCAGTGAATTCGT T
CCCGGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GGAAGCT GGTAGT GCCCGAAGT CATTACC
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CCAACCT GCAAGGGAGEEEGAT GCCTAAGECAGGACT GGTGACT GGGGTGAA

>CENA335 1412 pb

GATGAACGCT GECGEECGT GCTTAACACATGCAAGT CGAACGAACCCT TTCCEEEGT GAGT GG
CGGACGEGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCTACAGGACT GGGACAACAGAGGGAAACT TCT
GCTAAAACCGGAT GT CCCGAGAGGT GAAATATTTATAGCCT GTAGATGAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGT TGGTGGAGTAATGGT TTACCAAGGCGACGAT CAGTAGCTGGT CTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACGCEGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
CCGCAAT GEECGCAAGCCT GACGGAGCAACGCCGECGT GAGEGAGGAAGCCCTGTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGT TCTGACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGECTAACT CCG
TGCCAGCAGCCGECGGT AAGACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGEGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGT TATAAAAGT CTGT TGT TAAAGCCCACAGCTCAACT GTGGATGEGCAATGG
AAACTGTATGACT TGAGT GT GGTAGGEGTAGAGGGAAT TCCTAGT GTAGCGGT GAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGECCCTCTACTGEECCATAACT GACACTGATGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGT GI TGECCGTAT CGACCCGGT CAGTATCGAAGCAAACGCGT TAAGT GTCCCGCCTGEG
GGAGTACGCACGCAAGT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEEGEECCCECACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGEGATTGACATCCTACGAACTTCT
GIGAAAGCAGT GGGT GCCT TCGEGAGCGT AGAGACAGGT GGT GCATGECT GT CGTCAGCTCG
TGTCGT GAGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT CCTTAGI TGCCATCAT
TCAGI CGGGCACT TTAAGGAGACT GCCCGEGT GACAAACCGGAGGAAGGT GECGATGACGT CAA
GICATCATGCCCCTTACAT CCTGEGCTACACACGT ACTACAAT GCAACGGACAAAGGGECAGC
CAACTAGCGATAGT GCGCAAATCCCATAAACCGT TGCTCAGI TCAGAT TGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGCGGAAT CCCTAGT AATCGCAGGT CAGCATACTGCGGTGAATACGTI TCC
CAGGCCT TGTACACACCGCCCGT CACACCATGGAAGT TGECCACGCCCGAAGT CGT TACCCC
AACCT TAGGGAGGEEGEGACGCCCGAAGGCAGEECT GATGACT GEGGT GAA

>CENA336 1413 pb

GATGAACGCT GECGGTATGCT TAACACATGCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACTTAGT GG
CGGACGEGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCTTCAGGT TCEEGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGAAT GT GCAGAGATGTGAAATATTAATAGCCT GAAGATGAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGTAGGT G GGTAAGAGCGCACCT AGGCAACGAT CAGTAGCTGGT CTGAGAGGATGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGECCCAGACT CCTACCEGAGGCAGCAGT GGCGAATTTT
CCGCAAT GGECGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGCGT GAGEGAGGAAGCCTCTTGEGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAT CTTGACGGT ACCT GAGGAATAAGCATCGECTAACT CCG
TGCCAGCAGCCGECGGTAATACGCGAGGAT GCAAGCGT TAT CCGGAAT GAT TGEGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGECTGI GTAAGT CTGCTGT TAAATAGT GAGGCT CAACCT CATAAAGGCAGT GG
AAACTACAT GECTAGAGTACGT TCGGEECAGAGGGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGCGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGEGT GECGAAAGCGCT CTGCTAGGECCGTAACT GACACT GAGGGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAT GCGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGECGT GECTTGTATCGACCCGAGCCGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCTGG
GGAGTACGCAGGCAACT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEEGEECCCECACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGT CECGAACTTAG
GTI'GAAAGCCAAAGGT GCCT TCGGGAGCGECGAACACAGGT GGTGCATGECT GT CGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT TTTTAGI TGCCAGCAT
TAAGI TGGGCACT CTAGAGAGACT CCCGEGT GACAAACCGGAGGAAGGT GECGATGACGT CAA
GI'CAGCATGCCCCTTACGI TCTGGEGCTACACACGT ACTACAAT GCTACGGACAAAGGGECAGC
TAACCAGCGATGGECATGCTAATCTCATAAACCGTAGCT CAGT TCAGAT CGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGT GAAGGAGGAATCCCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACTGCAGTGAATTCGI TCC
CGGECCT TGTACACACCGECCCGT CACACCATGGAAGCTGGTAGT GCCCGAAGT CATTACCCC
AACCCTTGT GGAGGGEEGATGCCTAAGGECAGGACT GGTGACT GGGGTGAA

>CENA337 1418 pb
GATGAACGCT GECGGTATGCCTAACACATGCAAGT CGAACGAACTCATTTATGAGAGAGT GG
CGGACGEGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGAT GEGGACAACAGT TGGAAACGACT
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GCTAATACCCAATATGCCT TTAGEGEGT GAAACT TATATGECCT GAAGAGGAGCT CECGT CCG
ATTAGCTAGI TGGT GEGGT AAGAGCCT ACCAAGGCGGECGAT CGGTAGCT GGT CTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACGCEGAGGECAGCAGT GEGGAAT T
TTCCGCAAT GGECGAAAGCCT GACGCGAGCAATACCGCGT GAGGGAGGAAGCCT TTTGEGI TG
TAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGT GACGGT ACT TGAGGAATCAGCATCGGCTAACT
CCGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGEGECGTAAA
GCGT CCGCAGGT GECGTATCAAGT CTGCTGTCAAAGACT AGAGCT CAACT CTGGAAAGGECGG
TGGAAACT GGTAGGCTAGAGT ACGGT AGEGEGT TGAGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGTGAAAT G
CGTAGATATTGGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGCGCT CAACTGEECCGTAACTGACACT CAG
GGACGAAAGCTAGGEGTAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCTGTAGT CTTAGCTGTAAACGAT GG
ATACTAGCCGT TGCTTGTAT CGACCCGAGCAGT GCCGTAGCCAACGCGT TAAGTATCCCGCC
TGGEGAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGEEEECCCGCACAAGCCGEGT GG
AGTATGT GGT TTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGI CCGGAACT
AAAGT GAGAGCT TTAGGT GCCT TCGGGAGCCCGAACACAGGT GGT GCATGECTGT CGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCATCCTTAGI TGCCAG
CATTAGGT TGEECACT T TAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGCGAGGAAGGT GEEGATGACGT
CAAGT CAGCATGCCCCT TACGT CCTGGGECTACACACGTACTACAAT GGT TGEGACAAAGEEC
AGCCAACT CGCAAGAGT GAGCGAAT CTCATCAAACCCAGCCTCAGT TCAGATTGCAGECTGC
AACTCGCCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGT AAT CGCAGGT CAGCATACTGCGGTGAATTCG
TTCCCGEECCT TGTACACACCGECCCGT CACACCAT GGAAGT CGECCACGCCCGAAGT CGT TA
CCCTAACCT TTCGAGGAGEEEGAT GCCGAAGGECAGGEECT GG GACT GGGGTGAA

>CENA338 1412 pb

GATGAACGCT GBOGGT ATGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGT TCGGGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGAAT GTGCAGAGAT GTGAAATAT TAATAGCCT GAAGAT GAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGTAGGT GTGGTAAGAGCGCACCT AGGCAACGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GGGCGAAAGCT GACGGAGCAAT ACCGOGT GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT TGTAA
ACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAATCTTGACGGTACCT GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCOGGAAT GAT TGGGCGT AAAGCGT
COGCAGGT GGCTGTGTAAGT CTGCT GT TAAATAGT GAGGCT CAACCT CATAAAGGCAGT GGA
AACTACATGGCTAGAGTACGT TCGGGGCAGAGGGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGOGTA
GAGAT CAGGAAGAACACCGGT GGCGAAAGCGCT CTGCT AGGCCGT AACT GACACT GAGGGAC
GAAAGCT AGGGGAGCGAAT GGGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGT AAACGATGGATAC
TAGGCGT GGCTTGTATCGACCCGAGCCGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCTGRG
GAGT ACGCAGGCAACT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGCACAAGCGGT GGAGTA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGTCGCGAACTTAGG
TGAAAGCCAAAGGT GCCT TCGGGAGCGCGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAACCCT CGTTTTTAGT TGCCAGCAT T
AAGTTGGGCACT CTAGAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTCAAG
TCAGCATGCCCCTTACGT TCTGGGCTACACACGT ACT ACAAT GCTACGGACAAAGGGCAGCT
AACCAGCGATGGCATGCTAATCTCATAAACCGTAGCT CAGT TCAGATCGCAGGCTGCAACTC
GCCT GOGT GAAGGAGGAAT CGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACT GCAGT GAATTCGT TCCC
GGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GGAAGCT GGTAGT GCCCGAAGT CATTACCCCA
ACCCTTGT GGAGGGGGAT GCCTAAGGCAGGACT GGTGACT GGGGTGAA

>CENA339 1412 pb

GATGAACGCT GBOGGCGT GCT TAACACAT GCAAGT CGAACGAACCCT TTCGGGRGT GAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGGAT CTGCCT ACAGGACT GGGACAACAGAGGGAAACT TCT
GCTAAAACCGGAT GTGCCGAGAGGT GAAATAT TTATAGCCT GTAGAT GAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGTTGGTGGAGT AATGGT TTACCAAGGCGACGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GBGCGCAAGCCT GACGGAGCAACGCCGOGT GAGGGAGGAAGGCCT GTGRGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGT TCTGACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGT AAGACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TATTGGGCGTAAAGCG
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TCCGTAGGTGGT TATAAAAGT CTGT TGT TAAAGCCCACAGCT CAACT GTGGATGEGCAATGG
AAACTGTATGACT TGAGT GT GGTAGGEGTAGAGGGAAT TCCTAGT GTAGCGGT GAAATGCGT
AGATATTAGGAAGAACACCAGT GGCGAAGGCCCTCTACTGEECCATAACT GACACTGATGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGTAAACGATGGACA
CTAGGT GI TGECCGTAT CGACCCGGT CAGTATCGAAGCAAACGCGT TAAGT GTCCCGCCTGG
GGAGTACGCACGCAAGT GT GAAACT CAAAGGAAT TGACGEEGEECCCECACGAGCGGT GGAGT
ATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGCEGATTGACATCCTACGAACTTCT
GIGAAAGCAGT GGGT GCCT TCGEGAGCGT AGAGACAGGT GGTGCATGECT GT CGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT CCTTAGI TGCCATCAT
TCAGI TGGGCACT TTAAGGAGACT GCCCGEGT GACAAACCGGAGGAAGGT GECGATGACGT CAA
GICATCATGCCCCTTACAT CCTGEGCTACACACGT ACTACAAT GCAACGGACAAAGGGECAGC
CAACTAGCGATAGT GCGCAAATCCCATAAACCGT TGCTCAGI TCAGAT TGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCATGAAGGCGGAAT CCCTAGT AAT CGCAGGT CAGCATACT GCGGTGAATACGT TCC
CGGECCT TGTACACACCGECCCGT CACACCATGGAAGT TGECCACGCCCGAAGT CGT TACCCC
AACCT TAGGGAGGEEGEGACGCCCGAAGGCAGEECT GATGACT GEGGT GAA

>CENA340 1410 pb

GATGAACGCT GECGGTCTGCT TAACACATGCAAGT CGAACGEGATCTTCGGATCTAGT GECG
GACGGEGTGAGT AACGCGT GAGAATCTGCCCT TAGGAT GGGGACAACAGT TGGAAACGACT GC
TAATACCCAATAT CCCGAGAGGT GAAACT AATTGECCTGAGGATGAGCTCCCGTCTGATTAG
CTAGT TCGAGGGEGTAAAGGECCCACCAAGGCCGACGATCAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGATCA
GCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACGEGAGGCAGCAGT GEEGAATTTTCCG
CAAT GEGECGCAAGCCT GACCGAGCAAGACCCCGT GAGGGAGGAAGGCCTACTGGT TGTAAAC
CTCTTTTGACCGGGAAGAACACAAT GACGGT ACCGGT CGAAT CAGCCTCEECTAACT CCGT G
CCAGCAGCCGECGGTAATACCGAGGAGGECAAGCGT TATCCGGAAT TATTGEGECGTAAAGCGT C
CGTAGGTGGT TGACCAAGT CAGT TGT TAAAGCGT CGAGCT TAACT CGATAAGGGCAATTGAA
ACTGGTCCECTAGAGT GCGATAGGEEGECAAGGEEGEAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGCGTAG
ATATTGGEGAAGAACAT CGGT GECGAAAGCCECCT TECTGEGT CTGCACT GACACT GAGGGACG
AAAGCT AGGCGAGCGAAAGGEGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGT AAACGAT GEGTACT
AGGCGT TGI CCGTATCGACCCGGACAGT GCCGT AGCTAACGCGT TAAGT ACCCCGECCT GGG
AGTACGCTCGCAAGAGT GAAACT CAAAGGAAT TGACGGEGEEGECCCCGCACAAGCEGT GGAGT AT
GIGGTTTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAGGGT TTGACATGTCCAGAATCCTTGT
GAAAGCAGGGAGT GCCT TCGEGAACT GGAACACAGGT GGTGCATGECTGT CGTCAGCTCGT G
TCGTGEGATGT TGEGT TAAGT CCCCCAACGAGCGCAACCCTCGTI TTTTAGI TGCCATCATTC
AGT TGGGECACT CTGAAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGEGATGACGT CAAGT
CAGCATGCCCCTTACATCCTGEGCTACACACGT ACTACAAT GCTACGGACAAAGGGCAGCAA
GCGCGECGAGT GCAAGCTAATCCCATAAACCGT GGCTCAGI TCAGAT TGCAGECTGCAACTCG
CCTGCATGAAGGCGGAATCCCTAGT AAT CGCAGGT CAGCATACT GCGGTGAATACGT TCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGT CACACCATGGGAGT TGECCACGCCCGAAGT CGT TACTCCAA
CCCT CEEGAGGAGGACGCCGAAGGCAGCECCTGATGACT GGGEGT GAA

>CENA341 1414 pb

GATGAACGCT GECGGTATGCT TAACACATGCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACTTAGT GG
CGGACGEGT GAGTAAAGCGT GAGAATCTGECT T TGGEGT TCEEGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGGATAT GCCGAAAGGTAAAAGAT TAAT TGCCCGAAGAT GAGCT CGCGT CCGAT
TAGCTAGT TGGTGEEGTAAGAGCCT ACCAAGGCGACGAT CGGTAGCTGGT CTGAGAGGACGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACCEGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
CCGCAAT GEECGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGCGT GAGEGAGGAAGCCTCT TGEGT TGTA
AACCTCTTTTCT TAGGGAAGAAAAAT GACGGTACCT AAGGAATAAGCAT CGECTAACT CCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGT TATCCGGAAT GAT TGEECGT AAAGCGT
CCGCAGGT GGTAATGCAAGT CTGCTGT TAAAGAGT GTAGCT TAACTACATAAAGGCGGT GGA
AACTGCATCACTAGAGTACGT TCGGEGECAGAGEGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGCGTA
GAGATCAGGAAGAACACCGEGT GECGAAAGCCCT CTGCTAGECCGTAACT GACACT GAGGGAC
GAAAGCT AGGGGAGCGAAT GEGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGECGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCTGCEG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEGECCCGCACAAGCGGT GGAGT A
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TGIGGTTTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAAGACT TGACAT GT CCGGAAGCT CCG
AGAAATTGCGAGT GT GCCT TCGGGAGCCCGAACACAGGT GGT GCATGECT GT CGT CAGCTCGT
GICGTGAGATGI TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGT TCTTAGT TGCCAGCAT T
TAGGATGGGECACT CTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGAGATGACGT CAA
GICATCATGCCCCTTACGT CTTGEECTACACACGT ACTACAAT GCGATGGACAAAGGEGECAGC
TAACCAGCGAT GGCAAGCAAAT CCCATAAACCATGCECT CAGT TCAGAT CGCAGGCTGCAACT
CGCCTGCGTGAAGTAGGAATCGT TAGTAAT TGCAGGT CAGCATACTGCAGTGAATTCGI TCC
CGGEECCTTGTACACACCGECCCGT CACACCACGGAAGCT GGT CACGCCCGAAGT CGT TACCCT
AACCGT TCGECGCEAGEEEGACCCCGAAGGT AGGACT GGTGACT GGEGGT GAA

>CENA342 1414 pb

AACGAACGCT GGCGGAAGGCT TAACACAT GCAAGT CGAGCGCACCCT TCGGGGT GAGCGGCA
GACGGGT GAGT AACGCGT GGGAACGT ACCCT TTGGT TCGGAAT AGCCCCGGGAAACT GGGAG
TAATACCGCATATGCCGAGAGGT GAAAGGAT TAATTGCCT GAGGAT GAACT CGCGCCTGATT
AGCTAGT TGGAGT GGT GACGGCACACCAAGGCGACGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGAT
CAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTTC
CGCAAT GEGCGAAAGCCT GACGGAGCAAGACCGOGT GAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAA
ACCTCTTTTGATAGGGAAGAACACAAT GACGGTACCTATCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGT AATACGGAGGAGGCAAGCGT TATCCGGAAT TATTGGGCGTAAAGCG
TCCGTAGGTGGTTTATCAAGT CAGT TGT TAAAGCGT GGAGCT TAACT CCATAAGGGCAATTG
AAACTGATAGGCTAGAGT GOGATAGGGGCAAGGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGOGT
AGATATTGGGAAGAACAT CGGT GGOGAAAGCGCCT TGCT GGGT CTGCACT GACACT GAGGGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CCTAGCCGT AAACGAT GGATA
CTAGGCGT TGT TCGT ATCGACCCGGACAGT GCOGT AGCT AACGCGT TAAGT ATCCCGCCT GG
GGAGT ACGCT CGCAAGAGT GAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGRCACAAGCGGT GRGGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGGCT TGACATGTCGOGAATCTTG
GTGAAAGCCGAGAGT GCCT TCGGGAGCGCGAACACAGGT GGT GCAT GECT GTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGT TGCCAGCAT
TAAGT TGGGCACT CTGAAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGT CAA
GTCAGCATGCCCCT TACGT CCTGGGCT ACACACGT ACT ACAAT GCT GOGGACAAAGGGCAGC
TAACT CGOGAGAGCAAGCTAATCCCATAAACCGT GGCTCAGT TCAGAT TGCAGGCTGCAACT
CGCCT GCAT GAAGGAGGAAT CGCT AGT AAT CGCAGGT CAGCATACT GOGGT GAATACGT TCC
CGGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GRGAGT TGGCCACGCCCGAAGT CGT TACCCC
AACCGT TCGOGGAGGGEGACGCCGAAGGCAGGGCT GATGACT GGGGT GAA

>CENA343 1416 pb

GATGAACGCT GEOGGT ATGCT TAACACAT GCAAGT CGAACGGAGTACT TCGGTACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGT TCGGGACAACCACT GGAAACGGT G
GCTAATACCGAAT GTGCAGAAAT GTGAAATAT TAATAGCCT GAAGAT GAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGTAGGTGTGGTAAGAGCGCACCT AGGCT GOGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTT
COGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGOGT GAGGGAGGAAGGCTCTTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAAAT GACGGTACCT GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCC
GTGCCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCOGGAAT GAT TGGGCGTAAAGC
GTCOGCAGGT GGCTATGTAAGT CTGCT GT TAAATAGT GAGGCT CAACCT CATAAAGGCAGT G
GAAACTACATATGCTAGAGT ACGT TCGGGGCAGAGGGAAT TCCT GGT GTAGCGGT GAAATGC
GTAGAGAT CAGGAAGAACACCGGT GGCGAAAGCGCT CTGCTAGGCCGT AACT GACACT GAGG
GACGAAAGCT AGGGGAGCGAAT GGGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGT AAACGAT GGA
TACTAGGCGT GGCTTGTATCGACCCGAGCCGT GCCGTAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCT
GGGGAGT ACGCAGGCAACT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGCCCGRCACAAGCGGT GGA
GTATGTGGTTTAATTCGAT GCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGTCGCGAATTC
AGGTGAAAGCT TGAAGT GOCT TCGGGAGCGOGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCOGCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGT TGCCAGC
ATTAAGT TGGGCACT CTAGAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTC
AAGTCAGCATGCCCCT TACGT TCTGGGCTACACACGTACT ACAAT GCTACGGACAAAGGGCA
GCTACACAGCGAT GTGATGCTAAT CTCATAAACCGT AGCT CAGT TCAGAT CGCAGGCT GCAA
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CTCGCCTGCGT GAAGGAGGAATCGCTAGT AATTGCAGGT CAGCATACTGCAGTGAATTCGT T
CCCGEECCT TGTACACACCGCCCGT CACACCATGGAAGCTGGTAGT GCCCGAAGT CATTACC
CCAACCT GCAAGGGAGEEEGATGCCTAAGGT AGGACT GGTGACT GGGGTGAA

>CENA344 1413 pb

GATGAACGCT GECGGTCTGCT TAACACATGCAAGT CGAACGGT CTCTTCGGAGACAGT GECG
GACGGEGTGAGT AACGCGT GAGAAT CT GCCT GGAGGT CGEEGACAACCCCT GGAAACGEEEEC
TAATACCGGAT GT GCCGGAAGGT GAAAGATTTATCGCCT CTAGAGGAGCTCECGTCTGATTA
GCTAGI TGGT GAGATAAAAGCT CACCAAGECGT CGATCAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGACC
AGCCACACT GGGACT GAGACACGGECCCAGACT CCTACGEGAGGCAGCAGT GEEGAATTTTCC
GCAAT GEGECGAAAGCCT GACGGAGCAAGACCGECGT GAGEGAGGAAGGCTCT TGEGT TGTAAA
CCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAAT GACGGT ACCT GAGGAAT CAGCCTCGECTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGECAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGEECGT AAAGCGT
CCGCAGGT GECCATTCAAGT CTGCAGT TAAAGACCGEEGEECT CAACT CCCGAGEEECTGTGGA
AACTGAGTAGCT AGAGGGCAGT AGGGGTAGAGEGAAT TCCCAEGT GTAGCGGT GAAATGCGTA
GAGATCGCGEGAAGAACAT CGGT GECGAAAGCCCTCTACTGGACT GCACCTGACACT CAGGGAC
GAAAGCT AGGGGAGCGAAT GEGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGTAAACGATGGATAC
TAGGT GI'GECT TGTATCGACCCGAGCCGT GCCGGAGCTAACGCGT TAAGTATCCCGCCT GG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEGECCCGCACAAGCGGT GGAGT A
TGTGGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGECCT TGACATGT CCGGAATCCT TG
GGAAACT AGGGAGT GCCT TCGEGAGCCGEEAACACAGGT GGT GCATGECTGI CGT CAGCT CGT
GICGTGAGATGT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGI TGCCAGCCT T
AAGT GGGEECACT CTAGAGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GEGEGATGACGT CAAG
TCAGCATGCCCCT TACGT CCTGGECTACACACGTACTACAAT GCGACGGACAAAGGECAGCT
ACCTCGCGAGAGT CAGCTAAT CCCACAAACCGT GECTCAGI TCAGATCGCAGGECTGCAACTC
GCCTGCCGT GAAGGAGGAAT CGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACT GCAGT GAATCCGT TCCC
GGGECCTTGTACACACCGECCCGT CACACCAT GEGAGCTGGT TTTGCCCGAAGT CGT TACCCTA
ACCGT TCCCCGAGEGEEEAT GCCGAAGGECAGEECT GGTGACT GGGEGTGAA

>CENA345 1436 pb

CCTGAACGCT GT CGGTATGGT TAAGACATGCAAGT CGAACGCGCACCT TCGEGT GTGAGT GG
CGAACGGEGT GAGTAATGCGT CACTAACGT ACCCCT TCCT CTGGGATAGGECACT CGAAAGGEGT
GIGTAATACCAGATAACACT TCGATGT CGAAT GGCAT TGAAGT CAAAGGT CCGCCGGAAAGG
GATCGCGEECGACGT GGTATCAGCTAGT TGGT GAGGT AATGECT CACCAAGGECT TCGACGCCTA
GCCGGACT GAGAGGT TGECCGEECCACAT CGEGACT GAGACACT GCCCGGACT CCTACGEGAG
GCAGCAGT GGGGAAT TTTCCGCAAT GGECGAAAGCCT GACGGAGCAATACCGECGT GAGEGAG
GAAGCCTTTTGGGT TGTAAACCTCTTTTATTAAGGAAGAAGAAAGT GACGGTACT TAATGAA
TCAGCATCGGCTAACT CCGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGT TATCCGEG
AATCATTGGEECGTAAAGCGT CCCCAGGTGGT TAATCGT GT CTGCTGT TAAAGACAGAAGCTC
AACTTCTGATCGGCAGT GGAAACT GGT TAACTAGAGT ACGGT AGGGEGT TGAGGGAAT TCCCA
GIGTAGCGGT GAAATGCGTAGATAT TGEGAAGAACACCAGT GECGAAGGCGCTCAACTGEEC
CGTAACTGACACT CAGGGACGAAAGCT AGEGT AGCGAAAGEGAT TAGATACCCCTGTAGT CT
TAGCTGIAAACGATGAACACTAGECGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GCCGT AGCCAACG
CGTTAAGIT GI TCCGCCT GEEGAGT ACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEEEG
CCCGCACAAGCGGTGGAGTATGT GGT TTAAT TCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT
TGACATCTCGAGAACCCT GCTTAATGECGEEGEGT GCCT TAGGGAACT CGAAGACAGGTGGT G
CATGGECTGICGTCAGCT CGT GT CGTGAGAT GT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT
CGTTCTTAGI TGCCAGCATTAAGT TGEGECACT TTAGGAAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGG
AAGGT GEEGATGACGT CAAGT CAGCATGCCCCTTACGT TCTGEECTACACACGTACTACAAT
GGT TGEGACAAAGGGT AGCCAACT CGCAAGAGAGAGCCAAT CCCATCAAACCCAGCCTCAGT
TCAGATTGCAGGCTGCAACT CGCCTGCAT GAAGGAGGAAT CGCTAGT AAT CGCAGGT CAGCA
TACTGCGGTGAAT TCGT TCCCGEECCT TGTACACACCGCCCGT CACACCATGGAAGT TGGECC
ACGCCCGAAGT CGT TACCCTAACCAAT TTAT TGGAGGEGEGAT GCCGAAGGCAGEECTGGT GA
CTAGGGTGAA
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>CENA346 1418 pb

GATGAACGCT GGCGGT ATGCCT AACACAT GCAAGT CGAACGAACT CATTTATGAGAGAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGAT GGGGACAACAGT TGGAAACGACT
GCTAATACCCAATATGCCT TTAGGGGT GAAACT TATAT GGCCT GAAGAGGAGCT CGCGTCOG
ATTAGCTAGT TGGTGGGGT AAGAGCCT ACCAAGGCGGOGAT CGGTAGCT GGTCTGAGAGGAT
GAGCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCT ACGGGAGGCAGCAGT GGGGAAT T
TTCCGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAATACCGCGT GAGGGAGGAAGGCTTTTGGGTTG
TAAACCTCTTTTCTCAAGGAAGAAGCAAGT GACGGTACT TGAGGAAT CAGCATCGGCTAACT
COGT GOCAGCAGCCGOGGT AAT ACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT TAT TGGGCGTAAA
GOGT COGCAGGT GBOGT ATCAAGT CTGCT GTCAAAGACT AGAGCT CAACT CTGGAAAGGCGG
TGGAAACT GGTAGGCTAGAGT ACGGT AGGGGT TGAGGGAAT TCCCAGT GTAGCGGTGAAATG
CGTAGATATTGGGAAGAACACCAGT GGOGAAGGCGCT CAACT GGGCCGTAACT GACACTCAG
GGACGAAAGCT AGGGT AGCGAAAGGGAT TAGATACCCCT GTAGT CTTAGCT GTAAACGAT GG
ATACTAGGCGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GCCGT AGCCAACGCGT TAAGTATCCCGCC
TGGGGAGT ACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGEGEGECCCGCACAAGCGGTGG
AGTATGTGGT TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGACT TGACATGTCOGGAACT
AAAGTGAAAGCT TTAGGT GOCT TCGGGAGCCGGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGC
TCGTGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCT CATCCTTAGT TGCCAG
CATTAGGT TGGGCACT T TAGGGAGACT GOOGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GBGGAT GACGT
CAAGTCAGCATGCCCCT TACGT CCTGGGCT ACACACGT ACTACAAT GGT TGGGACAAAGGEC
AGCCAACT CGCAAGAGT GAGCGAAT CTCATCAAACCCAGCCT CAGT TCAGATTGCAGGCTGC
AACTCGCCTGCATGAAGGAGGAAT CGCTAGT AATCGCAGGT CAGCATACTGOGGTGAATTCG
TTCCCGGGCCT TGTACACACCGCCCGT CACACCAT GGAAGT CGGCCACGCCCGAAGTCGTTA
CCCTAACCT T TCGAGGAGGGGGAT GCCGAAGGCAGGGCT GGT GACT GGGGT GAA

>CENA347 1415 pb

GATGAACGCT GEOGGT ATGCT TAACACAT GGAAGT CGAACGGAGT TCTTCGGAACT TAGT GG
CGGACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGGCT TCAGGT TCGGGACAACAGT CGGAAACGAT T
GCTAATACCGGAT GTGCCT TATGGT GAAAGAT TTATCACCT GAAGAT GAGCT CGCGT CTGAT
TAGCTAGTTGGTGTGGTAAGAGCGCACCAAGGCACCGAT CAGTAGCT GGTCTGAGAGGATGA
CCAGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAAT TTT
COGCAAT GGGCGAAAGCCT GACGGAGCAAT ACCGOGT GAGGGAGGAAGGCT CTTGGGT TGTA
AACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACT GAAGGTACCT GAGGAAT CAGCATCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGT AATACGGAGGAT GCAAGCGT TATCCGGAAT GAT TGGGCGTAAAGCG
TCCGCAGGTGGTTTTTCAAGT CTGCTGT CAAAGAAT CTGGCTCAACCAGATAAAGGCAGTGG
AAACTGAAAGACTAGAGTATGGTAGGGGT AGAGGGAAT TCCTGGT GTAGCGGT GAAATGOGT
AGAGATCAGGAAGAACACCGGT GGOGAAAGCGCT CTGCT GGACCAAAACT GACACT GAGGGA
CGAAAGCT AGGGGAGCGAAT GGGAT TAGATACCCCAGT AGT CCTAGCCGT AAACGAT GGATA
CTAGGCGT TGCCOGT ATCGACCCGRRCAGT GTCGTAGCCAACGCGT TAAGT ATCCCGCCT GG
GGAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGGGGGECCCGRCACAAGCGGT GGAGT
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT TACCAGGGCT TGACATGTCCGGAATCTTC
TGGAAACGGAAGAGT GCCTACGGGAGCCGGAACACAGGT GGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGT TGGGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGT TGCCAGCAA
TTCGGTTGGGCACT CTAGGGAGACT GCCGGT GACAAACCGGAGGAAGGT GGGGATGACGTCA
GGTCAGCATGCCCCT TACGT CCT GGGCT ACACACGT ACT ACAAT GCT GT GGACAAAGGGCAG
CAGGCTAGCAAT AGCAAGCAAAT CCCAT AAACCACGGCT CAGT TCAGAT CGCAGGCT GCAAC
TCGCCTGOGT GAAGGAGGAAT CGCTAGT AAT TGCAGGT CAGCATACT GCAGTGAATTCGTTC
COGGGCCT TGTACACACCGCCOGT CACACCAT GGAAGCT GGT CACGCCCGAAGT CGTTACCC
TAACCT T TCGAGGAGGGGEGACGCCGAAGGT AGGACT GGTGACT GGGGTGAA

>CENA348 1415 pb

GATGAACGCT GEOGGT ATGCCT AACACAT GCAAGT CGAACGGGCT CTTCGGAGCTAGT GGCG
GACGGGT GAGT AACGCGT GAGAAT CTGCCT TCAGGAT GGGGACAACAACGAGAAAT CGGTGC
TAAAACCCAAT GTGCCGAAAGGT GAAATACT TGTAGCCT GAAGAGGAGCT CGCGTCCGATTA
GTTAGT TGGT GEGGT AAGAGCCT ACCAAGGCAGCGAT CGGT AGCT GGT CTGAGAGGATGAGC
AGCCACACT GGGACT GAGACACGGCCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATTTTCC
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GCAATGEGECGAAAGCCT GACGGAGCAATACCGECGT GAGGGAGGAAGAT TTTTGGATTGTAAA
CCTCTTTTTTAAAGGAAGAAGAAAGT GACGGTACT TTAAGAATCAGCATCGGECTAACTCCGT
GCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGT TATCCGGAAT CAT TGEECGT AAAGCGT
CCGCAGGT GECTGT TCAAGT CTGCTGT TAAAGACAGAAGCT CAACT TCTGAGCAGCAGT GGA
AACTGGGECAGCCTAGAGT ACGGT AGGGEGT TGAGEGAAT TCCCAGT GTAGCGGT GAAATGCGTA
GATATTGCGEGAAGAACACCAGT GECGAAGGECCCT CAACT GEECCGTAACT GACACT CAGGGAC
GAAAGCTAGGEGTAGCGAAAGEGAT TAGATACCCCTGTAGT CTTAGCTGTAAACGAT GAACAC
TAGGECGT TGCT TGTATCGACCCGAGCAGT GCCGTAGCCAACGCGT TAAGT GT TCCGCCTGCEG
GAGTACGCACGCAAGT GTGAAACT CAAAGGAAT TGACGEGEEGECCCGCACAAGCGGT GGAGCA
TGTGGT TCAAT TCGACGCAACGCGCAGAACCT TACCAGCCCT TGACAT GT GACT CGCCGEECT
CCAGAGACGGAGCCT TCGGT TCGECCEGAGT CAGCACAGGT GCTGCATGECT GT CGT CAGCT
CGTGTCGT GAGATGT TGEGT TAAGT CCCGCAACGAGCGCAACCCTCGTCTCCAGI TGCCATC
AGGTTATGCCTGGEGECACT TTGGAGAAACT GCCGGT GACAAGCCCGAGGAAGGT GEEGATGACG
TCAAGT CCTCATGGECCCT TACGGEECT GEECTACACACGT GCTACAAT GECGGT GACAGT GG
ATGCCGAAGGEEECGACCCGEEAGCCGATCCCCAAAAACCGT CCCAGT TCGGAT TGCACTCTGCA
ACTCGAGT GCATGAAGT TGGAATCGCTAATAAT CGCGGAT CAGCAT GCCGCGGT GAATACGT
TCCCGEECCTTGTACACACCGECCCGT CACGCCATGEGEAGT TGGT TCTACCCGAAAACGGTGC
GCTAACCGCAAGGGEEECAGCCGGT CACGGTAGGAT CAAT GACT GGGGCGAA
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