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RESUMO 
 

ANDREOTE, A. P. D. Filosfera da Mata Atlântica: isolamento e sistemática de 

cianobactérias, bioprospecção e caracterização da comunidade diazotrófica. 2013. 151 f. 

Tese (Doutorado) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São Paulo, 

Piracicaba, 2013. 

 

A filosfera da Mata Atlântica é um importante nicho de colonização por micro-organismos, 

cuja comunidade ainda é pouco conhecida. Algumas bactérias associadas à superfície das 

folhas possuem habilidade de fixar nitrogênio, mineralizar substratos orgânicos e também 

suprir as árvores com dióxido de carbono e fatores de crescimento. Este trabalho teve como 

objetivo gerar informações sobre a comunidade cianobacteriana que coloniza a filosfera de 

algumas plantas da Mata Atlântica e investigar a comunidade diazotrófica presente nesse 

habitat. Um total de 40 linhagens de cianobactérias da filosfera de Merostachys neesii 

(bambu), Euterpe edulis (palmeira Juçara), Guapira opposita e Garcinia gardneriana foram 

isoladas e cultivadas. Os isolados foram caracterizados por análises morfológicas e filogenia 

do gene 16S RNAr. Essa abordagem permitiu a identificação de uma linhagem do gênero 

Nostoc, sete Desmonostoc, seis Leptolyngbya, uma Oculatella, cinco Brasilonema, uma 

Pleurocapsa e duas Chroococcidiopsis. Dezessete linhagens (uma Microchaetaceae, dez 

Nostocaceae e seis Pseudanabaenaceae) não puderam ser identificadas ao nível de gênero. 

Vinte e seis linhagens (24 pertencentes às ordens Nostocales e duas à Pseudanabaenales) 

foram caracterizadas como diazotróficas pela amplificação, sequenciamento e filogenia do 

gene nifH. Além disso, caracterizou-se o perfil de fixação biológica de nitrogênio da linhagem 

Desmonostoc sp. CENA362. Com relação ao potencial biotecnológico dessas linhagens, treze 

isolados foram identificados como potenciais produtores de ácido indol acético (IAA) de 

acordo com o teste Salkowski. Diversas linhagens apresentaram genes associados à via 

biossintética do inibidor de protease microviridina, sendo que três delas codificam para novas 

variantes. Além disso, dez linhagens foram identificadas como potenciais produtoras 

aeruginosina, três de cianopeptolina e três de microcistina. A comunidade bacteriana 

diazotrófica avaliada por pirosequenciamento do gene nifH apresentou um perfil de variação 

espécie-específica para Proteobacteria e uma correlação positiva entre a riqueza e a fixação 

biológica de nitrogênio. Neste estudo, cianobactérias que habitam a filosfera da Mata 

Atlântica foram isoladas estão sendo mantidas em condições de cultivo. Novos táxons foram 

descobertos e vários gêneros conhecidos foram descritos pela primeira vez neste hábitat, o 

que contribuiu para o aprimoramento da sistemática de Cyanobacteria. As linhagens em 

cultivo e as informações geradas sobre os seus compostos metabólitos representam uma 

valiosa fonte para estudos posteriores. Além disso, informações sobre a comunidade 

bacteriana diazotrófica da filosfera pode auxiliar no entendimento da dinâmica do nitrogênio, 

elemento limitante e pouco disponível na Mata Atlântica. 

 

Palavras-chave: Epifíticos. Filogenia. Taxonomia. Análise polifásica. Microcistina. 

Microviridina. Aeruginosina. Cianopeptolina. Fixação biológica do nitrogênio.  
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ABSTRACT 

 

ANDREOTE, A. P. D. Phyllosphere of the Atlantic Forest: isolation and systematic of 

Cyanobacteria, bioprospection and diazotrophic community characterization. 2013.  

151 f. Tese (Doutorado) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de São 

Paulo, Piracicaba, 2013. 

 

The phyllosphere of the Atlantic Forest is an important niche for colonization by 

microorganisms, whose community is still little known. Some bacteria associated with leaf 

surfaces may possess the ability to fix nitrogen, mineralize the organic substrates and also 

supply the trees with carbon dioxide and growth factors. Therefore, this study aimed to 

generate information about cyanobacterial community that colonize the phyllosphere of some 

plants of the Atlantic Forest and investigated the diazotrophic community in this habitat. A 

total of 40 strains of Cyanobacteria from the phyllosphere of Merostachys neesii (bamboo), 

Euterpe edulis (Juçara palm), Garcinia gardneriana and Guapira opposita was isolated and 

cultivated. The isolates were characterized by morphological analyses and phylogeny of the 

16S rRNA gene. This approach allowed the identification of one strain of the genus Nostoc, 

seven Desmonostoc, six Leptolyngbya, one Oculatella, five Brasilonema, one Pleurocapsa 

and two Chroococcidiopsis. Seventeen strains (one Microchaetaceae, ten Nostocaceae and six 

Pseudanabaenaceae) could not be identified at the genus level. Twenty-six strains (24 

belonging to Nostocales and two belonging to Pseudanabaenales) were characterized as 

diazotrophic by amplification, sequencing and phylogeny of nifH gene. Also, it was 

characterized the profile of biological nitrogen fixation for the strain Desmonostoc sp. 

CENA362. Regarding the biotechnological potential of these strains, thirteen strains were 

identified as potential producers of indole acetic acid (IAA) according to Salkowski test. 

Several strains presented genes involved in the biosynthetic pathway of the protease inhibitor 

microviridin, three of them encoding putative novel variants. Moreover, ten strains were 

identified as potential producers of aeruginosin, three of cyanopeptolin and three of 

microcystin. The diazotrophic bacterial community evaluated by pyrosequencing of the nifH 

gene showed a profile of variation plant species-specific for Proteobacteria, and a positive 

correlation between richness and biological nitrogen fixation. In this study, cyanobacteria that 

inhabiting Brazilian Atlantic Forest phyllosphere were isolated and are been maintained in 

culture conditions. New taxa were discovered and several known genera were described for 

the first time in this habitat, which contributed to improvement of the cyanobacterial 

systematic. The culturable strains and the information generated about their metabolites 

compounds represent a valuable source for further studies. In addition, information about the 

diazotrophic bacterial community inhabiting the phyllosphere may help in understanding the 

dynamics of nitrogen, a limiting and low available element in Atlantic Forest. 

 

Keywords: Epiphytic. Phylogeny. Taxonomy. Polyphasic approach. Microcystin. 

Microviridin. Aeruginosin. Cyanopeptolin. Biological nitrogen fixation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A superfície das folhas (filosfera) é o maior ambiente aerofítico passível de colonização 

por micro-organismos (MORRIS; KINKEL, 2002; VORHOLT, 2012). Apesar disso, por 

muito tempo foi um ambiente negligenciado em estudos que contemplavam a diversidade e 

funcionalidade das comunidades microbianas em sistemas naturais, de modo que, apenas no 

final da década de 90, passou a despertar maior interesse dos pesquisadores de todo o mundo. 

A filosfera da Mata Atlântica brasileira, sob o ponto de vista da colonização microbiana, 

consiste em um mosaico de possibilidades. O primeiro fator responsável por isso é o fato 

desse bioma apresentar altíssima diversidade de espécies vegetais, abrigando cerca de 20.000 

considerando-se apenas as plantas vasculares (MYERS; MITTERMEIER; MITTERMEIER, 

2000); cada uma delas com suas próprias características foliares estruturais e químicas. Sabe-

se que diferentes espécies de plantas podem selecionar comunidades microbianas distintas em 

sua filosfera (LAMBAIS et al., 2006) e que a localização da planta, assim como sua idade e 

condição nutricional também afetam a estrutura dessas comunidades (RIGONATO et al., 

2012; RIOS RUIZ, 2010; YANG et al., 2001; WHIPPS et al., 2008). Além disso, esse bioma 

possui uma distribuição latitudinal e longitudinal ao longo do território brasileiro, o que expõe 

as espécies vegetais a diferentes condições climáticas, tais como variações de temperatura e 

regime de chuvas, e a estratificação da floresta também determina variações nas condições de 

luminosidade e umidade. 

O filo Cyanobacteria pertence ao dominio Bacteria e abriga linhagens fotoautotróficas 

oxigênicas de ampla distribuição e plasticidade funcional. Sabe-se que a filosfera é um 

ambiente passível de colonização por esses organismos, mas, informações sobre sua 

diversidade na Mata Atlântica são escassas. Em 2011, o trabalho de tese desenvolvida por 

Gonçalves, mostrou haver uma elevada diversidade desse filo na filosfera da Mata Atlântica e 

identificou um perfil de seleção da comunidade cianobacteriana espécie-dependente nas 

espécies vegetais avaliadas. Outro aspecto relevante é que as cianobactérias são capazes de 

produzir uma ampla variedade de metabólitos secundários bioativos com potencial aplicação 

biotecnológica e farmacológica (BURJA et al., 2001), de modo que constituem um grupo 

interessante para abordagens de bioprospeção.  

A sistemática das cianobactérias é complexa e historicamente vem sofrendo profudas 

modificações. Atualmente, o filo está inserido em dois códigos de nomenclatura: o Botânico e 

o Bacteriano; o que provoca disparidades e conflitos. O sistema de classificação mais aplicado 

atualmente para as cianobactérias é o Botânico, uma vez que ainda hoje são os pesquisadores 



14 

 

 

dessa área do conhecimento os responsáveis pela maioria dos estudos voltados à taxonomia e 

filogenia de linhagens do grupo. Para a acurácia das afiliações é indicada a abordagem 

polifásica, que agrega dados filogenéticos e ultra-estruturais (citológicos) às análises 

morfológicas tradicionalmente usadas para a taxonomia do grupo (HOFFMAN; KOMÁREK; 

KASTOVSKÝ, 2005). 

Além da capacidade de fixar carbono, diversos grupos de cianobactérias  são capazes de 

realizar também a fixação biológica do nitrogênio atmosférico (FBN); de modo que podem 

atuar como produtores primários de matéria orgânica e fonte de nitrogênio combinado nos 

ecossistemas (BERMAN-FRANK et al., 2001; CASTENHOLZ; WATERBURY, 1989; FAY 

et al., 1992; WOLK et al., 1994). Sabe-se que os solos da Mata Atlântica são pobres em 

nitrogênio disponível e que os micro-organismos diazotróficos têm um papel fundamental no 

aporte desse elemento em florestas tropicais (CUSACK; SILVER; MCDOWELL, 2009; 

JORDAN et al., 1983; REED; ROGGY et al., 1999; CLEVELAND; TOWNSEND, 2008).  

A diversidade de diazotróficos envolve diferentes grupos filogenéticos de arquéias e 

bactérias com habilidade de fixar o nitrogênio atmosférico em amônia. A FBN já foi reportada 

na filosfera (BENTLEY, 1987; FREIBERG, 1998; FRITZ-SHERIDAN; PORTÉCOP, 1987) 

e grupos como as cianobactérias e proteobactérias têm sido relatados como atuantes no 

processo de FBN nesse ambiente (GÓMEZ, 2012; FÜRNKRANZ et al., 2008). 

O presente estudo gerou informações inéditas sobre a sistemática e sobre aspectos do 

potencial biotecnológico das cianobactérias da filosfera da Mata Atlântica, baseando-se em 

linhagens isoladas e cultivadas que hoje compõem o Banco de Culturas de Cianobactérias do 

CENA/USP. Ainda, caracterizou a comunidade bacteriana diazotrófica presente nesse 

ambiente baseando-se no sequenciamento massivo do gene nifH. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A Mata Atlântica e sua diversidade microbiana 

 

A Mata Atlântica é um conjunto de formações florestais que ocorrem na costa Atlântica 

da América do Sul, cobrindo originalmente grande parte do litoral brasileiro com extensões 

no Paraguai e Argentina (GALINDO-LEAL; CÂMARA, 2005). Este bioma abrange toda a 

costa do Brasil, atingindo 17 estados. Devido à sua distribuição longitudinal, latitudinal e 

altitudinal é composto por uma série de unidades fitogeográficas, constituindo um mosaico de 

grande diversidade. Em termos da conservação da biodiversidade mundial, está entre os mais 

ameaçados devido à contínua supressão de hábitats e ao alto grau de endemismo de espécies 

(MYERS et al., 2000). Atualmente, estima-se que somente 8,5% da Mata Atlântica original 

brasileira seja remanescente (FUNDAÇÃO SOS MATA ATLÂNTICA, 2013; INSTITUTO 

NACIONAL DE PESQUISAS ESPACIAIS - INPE, 2012), sendo que essa estimativa pode 

chegar a 11 % se forem consideradas as áreas ocupadas pelos inúmeros pequenos fragmentos 

(<100 ha) (RIBEIRO et al., 2009). 

A maior porção remanescente desse bioma localiza-se na costa dos estados de São 

Paulo e do Paraná devido, principalmente, ao relevo irregular da Serra do Mar e Serra de 

Paranapiacaba, o que torna difícil o acesso à essas áreas e também as faz impróprias para 

práticas agrícolas (LEITÃO FILHO, 1994). O Parque Estadual da Serra do Mar (PESM), 

localizado no estado de São Paulo, é a maior área de proteção integral do litoral brasileiro e a 

maior área protegida de Mata Atlântica do Brasil. Criado em 1977, seus 315.390 hectares 

abrangem parte de 23 municípios, distribuídos do norte ao sul do estado. No planalto, abriga 

as cabeceiras dos rios Paraíba do Sul, Tietê e Ribeira de Iguape. Dentro do parque encontram-

se diversos tipos de vegetação: floresta ombrófila densa, restinga, campo de altitude, 

manguezal e várzea (HIROTA, 2003). O PESM é o único corredor biológico íntegro 

conectando os remanescentes florestais do sul do estado do Rio de Janeiro aos remanescentes 

do Vale do Ribeira e Paraná, possibilitando a manutenção dos fluxos gênicos e a preservação 

das espécies que necessitam de grandes territórios para sua sobrevivência. 

Qualquer que seja o grupo taxonômico considerado, a estimativa do número de espécies 

na Mata Atlântica está entre as maiores do planeta. Sabe-se que este bioma abriga ao menos 

250 espécies de mamíferos, 1.023 de aves, 197 de répteis, 340 de anfíbios, 350 de peixes e 

20.000 espécies de plantas vasculares, sendo que cerca de 40% destas são endêmicas 

(MYERS; MITTERMEIER; MITTERMEIER, 2000). Em relação às espécies de 
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invertebrados e de micro-organismos, há uma carência de informações sobre sua diversidade. 

Um fator alarmante é que dados os níveis de supressão da Mata Atlântica, sugere-se que 

muitas espécies foram e estão sendo extintas antes mesmo de serem descritas (REIS et al., 

1992). 

Considerando os micro-organismos, a Mata Atlântica consiste num celeiro de 

biodiversidade inexplorado, uma vez que os estudos realizados são poucos em frente à 

complexidade deste bioma. Do mesmo modo, os processos que determinam a composição, 

manutenção e função dessa diversidade microbiológica permanecem como questões a serem 

respondidas.  

Em relação aos micro-organismos cultivados, a maior coleção de bactérias isoladas da 

Mata Atlântica pertence ao Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). O acervo contém 800 

isolados de diversos tipos de solo encontrados no bioma e de diversos gêneros bacterianos. No 

estado de São Paulo, outros acervos também abrigam linhagens de micro-organismos isolados 

da Mata Atlântica, dentre os quais destacamos os bancos específicos para o filo Cyanobacteria 

do Instituto de Botânica de São Paulo (IBOT/ Seção de Ficologia); e agora, com este trabalho, 

o banco de culturas do Laboratório de Biologia Celular e Molecular/Ecologia Molecular de 

Cianobactérias (CENA/USP), que conta com as 40 linhagens isoladas no presente estudo e 

mais outras 40, isoladas de diversos ambientes aerofíticos e corpos d´água. As linhagens 

isoladas e depositadas nesses bancos servem de fontes para estudos taxonômicos (FIORE et 

al., 2007; GAMA JUNIOR, 2012; SANT´ANNA et al., 2010; 2011), e aplicados (SILVA-

STENICO et al., 2012). Em 2007, Fiore e colaboradores descreveram um novo gênero de 

cianobactéria, Brasilonema, colonizando folhas de bromélias e canos d´água na casa de 

vegetação do Jardim Botânico de São Paulo. Esse gênero se mostrou, posteriormente, ter 

ampla ocorrência na Mata Atlântica (SANT´ANNA et al., 2011). Em estudo similar, 

Sant´Anna e colaboradores (2010) descrevem os gêneros Ophiothrix, Streptostemon, isolados 

de superfície de rocha e tronco, e solo da Mata Atlântica. 

Na última década, com a disseminação do uso das técnicas independentes de cultivo, 

muitos trabalhos foram e estão sendo realizados para a investigação de micro-organismos de 

diversos biomas brasileiros, incluindo a Mata Atlântica. Em 2006, Lambais e colaboradores 

publicaram um estudo conduzido nas copas das árvores no qual mostraram haver uma 

variação na estrutura da comunidade bacteriana influenciada pela espécie da planta. 

Recentemente, um estudo amplo foi conduzido, o qual levantou informações sobre a 

diversidade bacteriana existente nos diversos habitats epifíticos da Mata Atlântica (GOMÉZ, 

2012). Nesse estudo, análises utilizando o pirosequenciamento do 16S RNAr mostraram que 



17 

 

há diferentes comunidades bacterianas associadas à serapilheira, solo, casca e folhas das 

árvores. Os dados mostraram, ainda, que essas comunidades são influenciadas não só pela 

espécie, mas também pela localização da planta. Outros estudos realizados recentemente 

abordaram a diversidade de bactérias e arquéias no solo (BRUCE et al., 2010; FAORO et al., 

2010; LIMA, 2011), a diversidade de bactérias associadas a cogumelos (HALSEY, 2012), a 

estrutura da comunidade de cianobactérias em filosfera (GONÇALVES, 2011) e aspectos da 

biogeografia microbiana (RIOS RUIZ, 2010). 

 

2.2  A superfície das folhas (filosfera) como habitat de micro-organismos 

 

O ambiente formado na interface entre as folhas e a atmosfera é chamado filosfera. 

Estimativas globais sugerem que a área total da filosfera seja de 10
8
 km

2
 (MORRIS; 

KINKEL, 2002), o que pode, na verdade, corresponder ao dobro em se considerando as faces 

adaxial e abaxial das folhas (VORHOLT, 2012); constituindo o maior ambiente epifítico 

colonizado por micro-organismos. Esse ambiente vem sendo estudado não somente sob o 

ponto de vista de caracterização de sua biodiversidade, mas também sob o enfoque de teorias 

ecológicas (MEYER; LEVEAU, 2012). 

A filosfera é um ambiente hostil ao estabelecimento e desenvolvimento dos micro-

organismos, pois apresenta baixa disponibilidade de nutrientes e condições ambientais 

extremas como grande amplitude de temperatura, estresse osmótico e alta incidência de raios 

ultravioleta (UV) (WHIPPS et al., 2008). Apesar dessas características, fungos, arquéias e 

bactérias habitam esse ambiente, sendo que as últimas estão presentes em maioria 

(ANDREWS; HARRIS, 2000; LEVEAU, 2006). As bactérias da filosfera não estão 

preferencialmente dispostas como células solitárias ou em grupos pequenos, mas sim em 

amplos agregados formando um denso e complexo biofilme (MORRIS; MONIER; 

JACQUES, 1998). Esses biofilmes podem ser formados por uma complexa comunidade 

contendo bactérias, fungos, leveduras, protozoários, algas e vírus (LINDOW, 2003). Em 

relação à distribuição espacial da comunidade, a colonização tende a ocorrer em associação 

com determinadas estruturas foliares, tais como nervuras, estômatos e tricomas, o que 

favorece a aderência (BALDOTO; OLIVARES, 2008; MECHABER et al., 1996). 

Os micro-organismos da filosfera apresentam mecanismos refinados que lhe permitem 

resistir às condições de estresse biótico e abiótico a que estão expostos (revisado por 

VORHOLT, 2012). A filosfera é um ambiente onde há elevada liberação de oxigênio devido à 
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atividade fotossintética das plantas e também elevada luminosidade, de modo que é comum a 

formação espécies reativas de oxigênio, moléculas que causam danos aos ácidos nucléicos, 

proteínas e lipídios. Para se proteger, é comum os micro-organismos produzirem pigmentos 

e/ou acionarem mecanismos de reparo de DNA, com a síntese de fotoliases, catalases e 

superóxido desmutases (GUNASEKERA; SUNDIN, 2006; JACOBS; CARROLL; SUNDIN, 

2005). A dessecação também é um estresse constante nesse habitat, contornado pelos micro-

organismos com a formação de agregados e liberação de exopolissacarídeos e biossurfactantes 

(BEATTIE, 2011; BUNSTER; FOKKEMA; SCHIPPERS, 1989; YU et al., 1999). A 

competição entre os micro-organismos é intensa, de modo que a produção de antibióticos, 

assim como de moléculas que conferem resistência representam vantagem adaptativa. A baixa 

disponibilidade de nutrientes seleciona micro-organismos capazes de sintetizar moléculas que 

aumentem essa disponibilidade, tais como biossurfactantes e o ácido indol-3-acético (AIA, da 

classe das auxinas). Os biossurfactantes também geram um aumento na umidade, permitindo 

a lixiviação dos nutrientes do substrato (SCHREIBER et al., 2005). A liberação de AIA em 

baixas concentrações ainda estimula o afrouxamento da parede celular e a libertação de 

açúcares da célula vegetal (LINDOW, 2003). 

Os fatores que determinam a dispersão dos micro-orgnismos na filosfera, assim como os 

processos que selecionam essa comunidade são inúmeros e vêm sendo intensamente 

estudados nos últimos anos. A migração da comunidade microbiana é influenciada por fatores 

abióticos tais como ventos e chuvas, e bióticos, como queda de galhos e folhas e animais. 

Sabe-se também que alguns grupos de micro-organismos são perpetuados em uma planta pela 

própria semente (DARRASSE et al., 2010). A determinação da estrutura da comunidade 

microbiana na filosfera não é randômica, mas fruto de um processo seletivo (VORHOLT, 

2012). Estudos mostram que a composição e estrutura dessas comunidades variam entre 

espécies de plantas, entre plantas da mesma espécie e também com a idade da folha, a 

localização da folha na planta e a localização da planta (LAMBAIS et al., 2006; REDFORD; 

FIERER, 2009; REDFORD et al., 2010; RIGONATO et al., 2012; RIOS RUIZ, 2010; YANG 

et al., 2001; WHIPPS et al., 2008). Em 2006, Lambais e colaboradores, estudando a filosfera 

de plantas da Mata Atlântica, identificaram um perfil de variação onde o fator determinante da 

estrutura dessas comunidades é a espécie de planta, o mesmo perfil encontrado por Gonçalves 

(2011) estudando o filo Cyanobacteria. 

O intercâmbio de elementos entre filosfera e atmosfera é, em grande parte, mediado 

pelas populações microbianas, sendo a filosfera um habitat fundamental para a ciclagem de 



19 

 

nutrientes, principalmente do nitrogênio (ABRIL; TORRES; BUCHER, 2005; FREIBERG, 

1998; FURNKRANZ et al., 2008).  

 

2.3 A fixação biológica do nitrogênio em florestas tropicais 

 

O nitrogênio é um elemento essencial para o desenvolvimento dos organismos vivos, 

pois é componente de biomoléculas, tais como proteínas e ácidos nucléicos. Entretanto, a 

maior reserva de nitrogênio da Terra está na atmosfera em forma gasosa (N2) e, portanto, 

indisponível para uso da maioria dos seres vivos (VITOUSEK; HOWARTH, 1991). Há duas 

entradas naturais para esse elemento na biosfera, a fixação atmosférica e a biológica. A 

fixação atmosférica ocorre por meio dos relâmpagos e raios, cuja elevada energia separa as 

moléculas de nitrogênio e permite que os seus átomos se liguem com moléculas de oxigênio 

existentes no ar formando monóxido de nitrogênio (NO). Este é posteriormente dissolvido na 

água da chuva e depositado no solo. A fixação biológica do nitrogênio (FBN), por sua vez, 

pode ser realizada apenas por alguns grupos de bactérias e arquéias, que utilizam o nitrogênio 

na sua forma elementar e o disponibilizam para outros organismos como moléculas orgânicas 

(YOUNG et al., 1992). Essa via é responsável por 97% da entrada de nitrogênio em 

ambientes terrestres naturais (GALLOWAY et al., 2004; VITOUSEK et al., 2002). Além 

disso, o nitrogênio pode entrar nos sistemas naturais devido a poluição atmosférica, 

principalmente, como componente da chuva ácida (SINGH; AGRAWAL, 2008).  

A reação base da FBN é uma redução do N2 dependente de ATP em duas moléculas de 

amônia, sendo um dos processos metabólicos de maior custo energético, em que 16 moléculas 

de ATP são consumidas para cada N2 fixado (SIMPSON; BURRIS, 1984). Apesar de ser um 

dos processos metabólicos de maior custo energético na natureza, a FBN constitui uma grande 

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

ambientes deficientes nesse elemento (ZEHR; MELLON; HIORNS, 1997). 

A FBN é o processo mais importante de entrada do nitrogênio em ambientes naturais. 

Sabe-se que grande parde do processo é realizado por organismos simbiontes associados às 

raízes de plantas legumosas (CREWS, 1999; GEHRING et al., 2005), mas organismos 

epifíticos de vida livre também atuam no processo (CLEVELAND et al., 1999; REED et al., 

2007). Os diazotróficos de vida livre em ambientes florestais ocupam os mais diversos 

habitats epifíticos, tais como a superfície dos troncos e galhos das plantas, das folhas, a 

serapilheira ou sobre o solo, rochas e galhos caídos (BARRON et al., 2008; DELUCA et al., 

2002; MATZEK; VITOUSEK, 2003; ROSKOSKI, 1980). Estudos sugerem que a FBN pelos 
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micro-organismos presentes na filosfera pode ser um mecanismo fundamental para o aporte 

desse nutriente em ecossistemas tropicais úmidos (BENTLEY, 1987; DOJANI et al., 2007; 

FREIBERG, 1998; FRITZ SHERIDAN; PORTÉCOP, 1987; FURNKRANZ et al., 2008; 

YANG et al., 2001). 

A reação química da FBN é realizada pelo complexo enzimático nitrogenase, codificada 

pelo agrupamento dos genes nifDKH (ZEHR et al., 2000; 2001). O complexo nitrogenase é 

altamente conservado e consiste em duas proteínas, a dinitrogenase ou proteína Mo-Fe (ferro-

molibidênio) e dinitrogenase redutase, ou proteína-Fe (ferro). A dinitrogenase é composta de 

duas subunidades alfa, codificadas pelo gene nifD (LAMMERS; HASELKORN, 1983), duas 

subunidades beta, codificadas pelo gene nifK (MAZUR; CHUI, 1982) e corresponde ao sítio 

de ligação e redução do N2 (ORME-JOHNSON, 1992). Já a dinitrogenase redutase é 

codificada pelo gene nifH (MEVARECH et al., 1980) e suas funções são hidrolisar o ATP e 

mediar a transferência de elétrons do doador de elétron externo (a ferrodoxina ou a 

flavodoxina) para a dinitrogenase (ORME-JOHNSON, 1992). Ainda, existem outros sistemas 

alternativos que utilizam outros cofatores. Um desses sistemas utiliza o vanádio no lugar do 

molibdênio e é codificado pelos genes vnfH/vnfDGK. O outro sistema contem somente ferro e 

é codificado pelos genes anfHDGK (BISHOP; JOERGER, 1990; ZEHR et al., 2003). Um 

ponto crítico para a FBN está no fato de que o complexo nitrogenase é irreversivelmente 

inativado por oxigênio (FAY, 1992). Acredita-se que isso se deve à provável origem desta 

enzima em um período anterior à oxigenação da atmosfera terrestre (BERMAN-FRANK; 

LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003). 

Uma vez conhecidos os genes responsáveis pela FBN, estudos envolvendo abordagens 

independentes de cultivo vêm sendo amplamente utilizados para se acessar as comunidades 

diazotróficas (BEN-PORATH; ZEHR, 1994; DYBLE; PAERL; NEILAN, 2002; FARNELID, 

et al., 2011; FURNKRANZ et al.; 2008; ININBERGS et al., 2011; ZEHR; MELLON; 

HIORNS, 1997). Para tal, o nifH é o mais utilizado e possui amplo banco de dados, com 

33.449 sequências disponíveis no Functional gene pipeline e repository – FunGene 

(http://fungene.cme.msu.edu/index.spr - versão 7.3 de 22/10/2013). Apesar de já ter sido 

reportada a transferência horizontal dos genes nif (BOLHUIS et al., 2009), outros estudos 

demonstram seu perfil de transferência vertical, a partir de um ancestral comum; evidenciado 

pela topologias semelhante de árvores filogenéticas geradas pelo sequenciamento do 16S 

RNAr e nifH (ZEHR; MELLON; HIORNS, 1997). De modo geral, afiliações taxonômicas 

utilizando os genes nif apresentam melhor resolução nos níveis taxonômicos mais elevados 

(FARNELID et al., 2011; FURNKRANZ et al., 2008; ININBERGS et al., 2011), sendo que 
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análises mais refinadas devem ser aplicadas para considerações sobre os demais níveis 

taxonômicos. Nesse sentido, a constante ampliação e curagem taxonômica do banco de dados 

de sequências tem sido de extrema valia. 

Estima-se que uma grande quantidade de nitrogênio circule anualmente nas florestas 

tropicais (MARTINELLI et al., 1999). Porém, como o ciclo deste elemento é controlado por 

diversos fatores físicos, químicos e biológicos, de baixa previsibilidade, é difícil estimar a real 

disponibilidade de nitrogênio para as plantas (VITOUSEK, 1986). 

De modo geral, os solos da Mata Atlântica são ricos em matéria orgânica, mas tendem a 

ser pobres em nitrogênio (MIRANDA; CANELLAS; TRINDADE-NASCIMENTO, 2007). 

Acredita-se que essa floresta possua metade do já pouco nitrogênio encontrado na Amazônia 

(1,2 g.kg
-1

), mas ambas possuem mais do que o encontrado nas florestas temperadas (JOLY; 

MARTINELLI, 2008). Variações na altitude e tipo de solo também influenciam a 

disponibilidade de nitrogênio nas florestas. Solos da Mata Atlântica entre 0-100 m de altitude 

são mais pobres nitrogênio do que os 400-1000 m (MARTINS, 2010). 

As taxas de FBN nas florestas tropicais estão entre as mais altas do planeta 

(SODERAND; ROSWALL, 1982; CLEVELAND et al., 1999), devido não só à associação 

entre diazotróficos e raízes de leguminosas (ROGGY et al., 1999), mas também aos 

diazotróficos de vida livre, os quais geram aportes significativos de nitrogênio nesse ambiente 

(> 10 kg N ha
-1

ano
-1

) (CUSACK; SILVER; MCDOWELL, 2009; JORDAN et al., 1983; 

REED; CLEVELAND; TOWNSEND, 2008). Goméz (2010) relatou elevada taxa de FBN no 

solo rizosférico, casca e folhas de Euterpe edulis, Guapira opposita e Merostachys neesii na 

Mata Atlântica. Ainda, demonstrou haver uma variação sazonal e também entre as espécies 

vegetais analisadas. 

 

2.4 As cianobactérias 

 

Cyanobacteria é um filo pertencente ao domínio Bacteria que abriga os únicos micro-

organismos capazes de realizar a fotossíntese oxigênica. Esse grupo possui uma longa história 

evolutiva, cuja origem data de cerca de 3,5 bilhões de anos (SCHOPF, 1996), sendo, 

provavelmente, os primeiros produtores primários de matéria orgânica a liberarem oxigênio 

elementar na atmosfera primitiva (SCHOPF; WALTER, 1982). Outro ponto marcante na 

evolução da biosfera relacionado às cianobactérias está na origem dos cloroplastos das algas e 

das plantas, pela endossimbiose (GUPTA, 2009; MCFADDEN, 2001; MARGULIS, 1970). 
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Apesar de sua natureza fotoautotrófica, alguns grupos de cianobactérias são 

heterotróficas facultativas, crescendo na ausência de luz e utilizando substratos orgânicos 

(SMITH, 1983; STAL, 1997). Também ocorrem exceções quanto ao doador de elétrons para a 

fotossíntese, de modo que alguns grupos, quando em condições anaeróbicas, utilizam o 

sulfeto ao invés da água. Há também grupos que realizam fermentação com produção de CO2, 

H2, acetato, lactato ou etanol (COHEN et al., 1986; RIPPKA, 1972; STAL; MOEZALAAR, 

1997). Em alguns ambientes, a mixotrofia (combinação de diferentes estratégias metabólicas) 

pode ser também observada (EILER, 2006). Recentemente, um grupo de cianobactérias que 

não apresentam ficobiliproteínas e fotossistema II foi acessado em ambiente marinho 

utilizando técnicas de sequênciamento massivo. Esse grupo de cianobactérias plantônicas, 

provavelmente, possui um modo de vida ainda desconhecido (BOTHE; TRIPP; ZEHR, 2010). 

A longa história evolutiva combinada a plasticidade fisiológica das cianobactérias, são 

os fatores responsáveis pela sua ocorrência nos mais diversos tipos de hábitats. Elas podem 

ser encontradas em ambientes comuns como solos, água doce e marinha e ambientes 

epifíticos; e também em ambientes considerados extremos, tais como de temperaturas muito 

baixas ou elevadas, pobres em nutrientes, como filosfera e desertos, de pH elevado, entre 

outros (WHITTON; POTTS, 2000). Além de ocuparem diversos ambientes e habitats 

inseridos nesses ambientes, as cianobactérias podem ser de vida livre ou viverem associadas 

com briófitas, plantas vasculares, fungos, algas, esponjas marinhas e corais (LESSER et al., 

2004; RAI, 2002). A plasticidade genética e fisiológica das cianobactérias reflete-se ainda na 

sua morfologia, que apresenta ampla variedade de tamanho, arranjo e forma. São encontrados 

tanto organismos extremamente pequenos e morfologicamente simples, como as 

cianobactérias unicelulares picoplanctônicas, até formas multicelulares filamentosas, 

ramificadas, multiseriadas e até com células diferenciadas (WATERBURY, 2006). Essa 

variação morfológica foi e ainda é utilizada na classificação dos táxons dentro do filo 

Cyanobacteria. 

 

2.4.1 A fixação biológica do nitrogênio em cianobactérias 

 

As cianobactérias são os únicos micro-organismos capazes de realizar a fotossíntese 

oxigênica e a FBN e por isso desenvolveram alternativas para proteger sua maquinaria de 

FBN não somente do oxigênio atmosférico, mas também do gerado intra-celularmente 

(ADAMS, 2000; BERMAN-FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003). Acredita-se que 
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os mecanismos de segregação espacial ou temporal da fotossíntese e da FBN foram sendo 

desenvolvidos provavelmente junto com a evolução da oxidação dos oceanos e da atmosfera 

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

Cianobactérias da ordem Nostocales apresentam capacidade de diferenciar células 

chamadas heterócitos, as quais propiciam um ambiente anaeróbico para o complexo 

nitrogenase. Os heterócitos são células tipicamente maiores do que as células vegetativas e 

possuem envoltório celular mais espesso, com duas camadas adicionais, que limitam a difusão 

de oxigênio para o ambiente intra-celular (WOLK; ERNST; ELHAI, 1994). Já organismos da 

ordem Oscillatoriales realizam a FBN em grupos de células vegetativas contíguas ao longo de 

filamentos individuais chamadas diazócitos (BERMAN-FRANK et al., 2001; COMPAORÉ; 

STAL, 2010). A conformação das colônias em densos agregados também pode favorecer a 

formação de ambientes anaeróbicos ou micro-anaeróbicos em Chroococcales. Outras 

linhagens realizam uma separação temporal entre a fotossíntese e a fixação de nitrogênio, de 

modo que a primeira reação ocorre no período luminoso e a segunda no período escuro em 

ambiente anaeróbico (SHERMAN et al., 1998).  

As cianobactérias diazotróficas encontram-se em ambientes aquáticos e aerofíticos, e 

podem ser de vida livre ou simbiontes (FOSTER et al., 2011; LESSER et al., 2004; 

WILKINSON; FAY, 1979). Esse filo é responsável por uma grande quantidade da FBN 

global, principalmente nos oceanos (CAPONE et al., 1997; ZEHR et al., 2001). Um estudo 

recente sugere que a origem da nitrogenase nas cianobactérias se deu em uma cianobactéria 

ancestral e foi transferida verticalmente, com poucos eventos significativos de transferência 

horizontal (LATYSHEVA et al., 2012). Essa informação é corroborada pela observada 

coerência entre a filogenia do gene nifH e 16S RNAr (ZEHR; MELLON; HIORNS, 1997). 

Entretanto, algumas exceções podem existir (BOLHUIS et al., 2009; GENUÁRIO, 2010). 

 

2.4.2 Sistemática cianobacteriana 

 

A sistemática (taxonomia + filogenia) do filo Cyanobacteria é confusa e vem 

historicamente sofrendo profundas modificações (OREN, 2011; CASTENHOLZ; 

WATERBURY, 1989). Inicialmente, esses micro-organismos foram explorados em estudos 

de cunho botânico (BOURRELY, 1970; DESICACHARY, 1979; GEITLER, 1932) e por isso 

foram classificados dento do mesmo sistema usado para algas e plantas, o Código de 

Nomenclatura Botânica (OREN, 2011; BOLD; WYNNE, 1985). Somente na década de 70 as 
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cianobactérias passaram a ser tratadas dentro do Código de Nomenclatura Bacteriana, após 

estudos citológicos que comprovaram se tratar de bactérias do grupo das gram-negativas 

(STANIER; COHEN-BAZIRE, 1977). A partir daí, passaram a ser classificadas dentro de 

dois sistemas, o sistema de classificação microbiológico (CASTENHOLZ, 2001; RIPKA et 

al., 1979) e botânico (ANAGNOSTIDIS; KOMÁREK, 1985; 1990; KOMÁREK; 

ANAGNOSTIDIS, 1989; 1999; 2005), sendo o segundo historicamente mais utilizado. Com o 

desenvolvimento das técnicas de biologia molecular e análises de sequência de DNA, a 

filogenia utilizando genes marcadores passou a ser aplicada nas determinações taxonômicas. 

Em 2005, Hoffman, Komárek e Kastovský propuseram uma revisão nos sistemas de 

classificação descritos até então, unindo dados filogenéticos e ultra-estruturais (citológicos) às 

análises morfológicas tradicionalmente usadas para a taxonomia do grupo. Segundo o sistema 

de classificação de Hoffman, Komárek e Kastovský (2005), o filo Cyanobacteria se organiza 

taxonomicamente em 6 ordens e 29 famílias (Tabela 1), baseando-se, primeiramente, em 

características morfológicas e ultra-estruturais.  

 

Tabela 1 - Classificação das cianobactérias de acordo com o sistema de classificação proposto 

por Hoffman, Komárek e Kastovský (2005) 

Ordem Características morfológicas Família(s) 

Gloeobacterales Cocóide, sem tilacóides Gloeobacteraceae 

Synechococcales Unicelular, tilacóides com 

arranjo parietal, 1 ou 2 planos 

de divisão 

Synechococcaceae, Acaryochloridaceae, 

Merismopediaceae e Chamaesiphonaceae 

Pseudanabaenales Homocitada, tilacóides 

parietais 

Pseudanabaenaceae e Schizothrichaceae 

Chroococcales Unicelular, tilacóides com 

arranjo radial, 3 ou mais planos 

de divisão 

Cyanobacteriaceae, Microcystaceae, 

Prochloraceae, Gomphosphaeriaceae, 

Chroococcaceae, Entophysalidaseae, 

Spirulinaceae
1
, Stichosiphonaceae, 

Dermocarpellaceae, Xenococcaceae e 

Hydrococcaceae 

Oscillatoriales Homocitada, tilacóides com 

arranjo radial 

Borziaceae, Phormidiaceae, 

Ammatoideaceae, Ocillatoriaceae e 

Gomontiellaceae 

Nostocales Heterocitada, tilacóides com 

arranjo irregular 

Scytonemataceae, Symphyonemataceae, 

Borzinemataceae, Rivulariaceae, 

Microchaetaceae, Nostocaceae, 

Chlorogloeopsidaceae, Hapalosiphonaceae, 

Loriellaceae e Stgonemataceae 

1
 Na revisão de Komárek (2006), Spirulinaceae é transferida para a ordem Oscillatoriales. 
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Apesar do avanço gerado com essa forma de classificação, a relação filogenética 

estimada por genes marcadores, não apresenta uma distribuição coerente entre as divisões dos 

níveis taxonômicos mais elevados (ordem e família). Apenas a ordem Nostocales é 

monofilética (CASTENHOLZ, 2001; FEWER; FRIEDL; BÜDEL, 2002; KOMÁREK, 2010; 

TURNER, 1997) e grupos filogenéticos de diferentes ordens e famílias se misturam nas 

reconstruções filogenéticas (SCHIRRMEISTER et al., 2011). 

Em 2010, um trabalho publicado pelo Professor J. Komárek reuniu informações e 

discutiu o “passo-a-passo” para a descrição de novos grupos cianobacterianos e organização 

dos grupos já descritos. Segundo o autor, a organização de uma unidade genérica exige a 

existência de ao menos uma característica morfológica, ecológica ou fisiológica própria 

(diacrítica) e uma coerência filogenética, somadas ao critério de identidade de sequência 

menor que 95% com outros gêneros (STACKBRAND; GOEBEL, 1994; WAYNE et al., 

1987); instituindo a abordagem polifáfica para a sistemática do filo Cyanobacteria. 

Atualmente, a sistemática cianobacteriana considera informações relativas à morfologia, 

filogenia por genes marcadores e ultra-estrutura (MURRAY et al., 1990). Além desses, a 

fisiologia e o local e habitat de ocorrência das linhagens (fator ecológico) tem se mostrado 

taxonômicamente relevante. Recentemente, o gênero Nodosilinea foi proposto baseando-se 

não somente na similaridade de sequência e filogenia do gene 16S RNAr, mas principalmente 

na capacidade de linhagens desse grupo formarem nódulos quando expostas à condições de 

baixa luminosidade (PERKERSON et al., 2011). O gênero Oculatella, por sua vez,  foi 

descrito a partir de linhagens oriundas, exclusivamente, de ambientes úmidos e de baixa 

luminosidade, como riunas e catacumbas, que formam um clado robusto filogeneticamente e 

apresentam uma característica morfológica diacrítica, a ocorrência de pontos avermelhados 

(pigmento rodopsina) nas células apicais (ZAMMIT; BILLI; ALBERTANO, 2013). 

A sequência gênica mais amplamente utilizada para estudos filogenéticos é a do gene 

16S DNAr, que codifica para a subunidade menor (16S) do RNA ribossomal (RNAr). Este 

gene é um marcador adequado, pois é universalmente distribuído; apresenta regiões 

conservadas e variáveis bem definidas, o que permite tanto a diferenciação por similaridade 

de sequência, quanto o desenho de iniciadores para sua amplificação; e por ser um RNA 

funcional, é pouco afetado por mutações e tranferência gênica horizontal (DAUBIN; 

MORAN; OCHMAN, 2003; HEAD; SAUNDERS; PICKUP, 1998). A maior limitação é a 

possível ocorrência de mais de uma cópia do gene num mesmo genoma com alguma variação 

entre sequências (ACINAS et al., 2004; KLAPPENBACH et al., 2001; VĚTROVSKÝ; 

BALDRIAN, 2013). Apesar desse último fator e de muitos autores levantarem a questão do 
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gene 16S DNAr representar apenas uma fração do genoma, estudos demonstram sua 

aplicabilidade na representação filogenética do filo Cyanobacteria. Em 2013, em um estudo 

amplo conduzido por Shih e colaboradores, considerando um total de 54 genomas de 

cianobactérias, sequências concatenadas de 31 proteínas foram utilizadas para a reconstrução 

filogenética dessas linhagens e o padrão filogenético obtido foi o mesmo quando utilizado 

apenas o 16S RNAr. 

O maior banco de sequências curadas de 16S RNAr é o RDP (Ribossomal Data Project 

– http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp), que conta com 7.063 sequências de cianobactérias 

cultivadas e 15.853 sequências de não cultivadas (versão 10.32, atualização 10, 14 de maio de 

2013). Atualmente, existem dois gargalos que dificultam a sintenia entre taxonomia e 

filogenia molecular cianobacteriana: de um lado, muitos grupos isolados e descritos 

baseando-se apenas em caracteres morfológicos são mantidos em herbários, e em grande parte 

foram perdidos, de modo que não se tem nenhuma informação filogenética sobre eles; de 

outro lado, sabe-se que a maioria das sequências geradas para o filo provém de linhagens não 

cultivadas, ou seja, sem nenhuma informação morfológica, fisiológica ou ultra-estrutural 

associada, e ainda, das 15.853 sequências de não cultivadas, mais de 12.000 não se afiliam a 

nenhum táxon conhecido de Cyanobacteria. Assim, as informações que se encontram em 

algum desses extremos estão sendo excluídas da reestruturação da sistemática cianobacteriana 

até que surjam informações ou metodologias complementares. 

 

2.4.3 Bioprospecção de moléculas conhecidas 

 

As cianobactérias apresentam ampla plasticidade funcional esão capazes de sintetizar 

moléculas interessantes sob o ponto de vista biotecnológico (BURJA et al., 2001). 

Atualmente, mais de 800 substâncias bioativas de cianobactérias já foram isoladas e 

caracterizadas (BURJA et al., 2001; ETCHEGARAY et al., 2004; MOORE, 1996; 

NAMIKOSHI; RINEHART, 1996). 

Historicamente, esse grupo de micro-organismos vem sendo exaustivamente estudado 

em corpos d´água devido à sua capacidade de produzir moléculas com efeito tóxico ao 

homem e outros animais quando consomem ou são expostos à água contaminada. Dentre as 

toxinas produzidas pelas cianobactérias, a microcistina está entre as mais estudadas, tendo 

mais de 90 variantes estruturais descritas (PEARSON et al., 2010). A hepatotoxina 

microcistina é comumente produzida por cianobactérias de água doce dos gêneros 
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Microcystis, Planktothrix e Anabaena (WELKER; VON DÖHREN, 2006), entretanto, pode 

ocorrer também em outros gêneros, como Nostoc (GENUÁRIO et al., 2010), Hapalosiphon 

(PRINSEP et al., 1992) e Phormidium (IZAGUIRRE; JUNGBLUT; NEILAN, 2007), em 

sistemas terrestres e também em simbiose (KAASALAINEN et al., 2012). A biossíntese de 

microcistinas é realizada pela via não-ribossômica e a maioria das enzimas envolvidas na sua 

biossíntese consiste em complexos multienzimáticos contendo domínios: NRPS 

(nonribosomal peptide synthetases - peptídeo-sintetases não-ribossmais) ou PKS (polyketide 

synthases - policetídeo sintases).  

Além das toxinas, outra classe de moléculas que vem sendo caracterizada em 

cianobactérias é a dos inibidores de proteases (GESNER-APTER; CARMELI, 2008). 

Inibidores de proteases são proteínas capazes de formar complexos com proteases, 

promovendo a inibição ou a diminuição da atividade proteolítica. O interesse nesse tipo de 

molécula vem, principalmente, da área médica e farmacêutica, devido às possibilidades de 

aplicação dessas enzimas no tratamento enfermidades, como por exemplo, enfisema pulmonar 

e alterações do miocárdio (MAL et al., 1999; ZAIDI et al., 1999). Já na dinâmica de interação 

entre micro-organismos e plantas, proteases e inibidores de proteases são moléculas 

fundamentais na determinação dos processos de competição e patogenicidade. Muitos 

inibidores de proteases são sintetizados constitutivamente pelas plantas e podem ser induzidos 

em resposta ao ataque de um patógeno (HICKS et al., 1997; VALUEVA; MOSOLOV, 2004). 

Um grande número de proteases extracelulares é produzido por fungos (PARIS; 

LAMATTINA, 1999). 

As aeruginosinas são uma classe de moléculas produzidas pela via não ribossomal com 

mais de 27 variantes conhecias (WELKER; VON DÖHREN, 2006; KAPUŚCIK et al., 2013). 

A atividade biológica associada com essa classe de cianopeptídeos tem sido avaliada 

principalmente por meio de estudos in vitro, na tentativa de elucidar sua atividades inibitória 

contra diversas moléculas da classe das serina proteases (ERSMARK; DEL VALLE; 

HANESSIAN, 2008). As aeruginosinas atuam no complexo da cascata de coagulação 

sanguínea, no qual a maioria das moléculas envolvidas é do tipo serina protease. Em estudo 

conduzido por Radau e colaboradores (2003) foram investigadas novas estruturas capazes de 

inibir trombina a partir de extratos de cianobactérias, mostrando atividades biológicas 

interessantes. Esses mesmos autores reportaram a ação de aeruginosinas nos tratamentos de 

complicações tromboembolíticas, como trombose venosa e arterial, derrame, estreitamento 

dos vasos sanguíneos, bem como, enfartes recorrentes do miocárdio. Até o momento, o 

agrupamento gênico aer foi sequenciado em três linhagens de Microcystis (FRANGEUL et 
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al., 2008; ISHIDA et al., 2009; KANEKO et al., 2007) e uma Planktothrix (ISHIDA et al., 

2007). Além disso, o espaço intergênico aerA-aerB foi caracterizado pelo nosso grupo para 

outras linhagens de Microcystis e também para Radiocystis e Geitlerinema (SILVA-

STENICO et al., 2012). As aeruginosinas já foram detectadas e bem caracterizadas nos 

gêneros Microcystis, Planktothrix, Anabaena (WELKER, 2006) e Nodularia (FEWER et al., 

2013; MAZUR-MARZEC et al., 2013). Além disso, outros gêneros foram descritos como 

potenciais produtores dessa molécula (SILVA-STÊNICO et al., 2012). 

A inibição de serina proteases (tripsina, quimotripsina e elastase) tem sido bastante 

relatada também para a classe das cianopeptolinas em diversos estudos (BISTER et al., 2004; 

CHOI et al., 2008; MATERN et al., 2003; VON ELERT et al., 2005). Cianopeptolinas 

também são produzidas pela via não ribossomal e possuem mais de 80 variantes estruturais já 

são conhecidas (WELKER; VON DÖHREN, 2006). Os agrupamentos gênicos da biossíntese 

de cianopeptolina foram, até o presente momento, descritos para Microcystis (genes mcn; 

KANEKO et al., 2007; TOOMING-KLUNDERUD et al., 2007), Anabaena (genes apd; 

ROUHIAINEN et al., 2000) e Planktothrix (genes oci; ROUNGE et al., 2007). Além disso, 

outros gêneros foram descritos como potenciais produtores dessa molécula (SILVA-

STÊNICO et al., 2011; 2012). 

As microviridinas são outra classe de moléculas com ação de inibidor de protease, 

porém diferentes das aeruginosinas e cianopeptolinas, são sintetizadas pela via ribossomal. 

Até o momento, a produção dessa molécula foi reportada nos gêneros Microcystis, 

Planktothrix e Nostoc (ZIEMERT et al., 2010). Sua ação como inibidoras de elastase têm sido 

relatada (MURAKAMI et al., 1997; OKINO et al., 1995) e já se conhecem catorze variantes 

(GESNER-APTER; CARMELI, 2009; ISHITSUKA et al., 1990; MURAKAMI et al., 1997; 

OKINO et al., 1995; RESHEF; CARMELI, 2006; ROHRLACK et al., 2003; ZIEMERT et al., 

2010).  
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3  HIPÓTESE 

A filosfera da Mata Atlântica abriga uma diversidade de cianobactérias desconhecida, 

que possui potencial para a fixação biológica do nitrogênio e produção moléculas bioativas. 

 

4  OBJETIVOS 

 

 O objetivo desse trabalho foi isolar linhagens de cianobactérias da filosfera da Mata 

Atlântica, identificá-las utilizando uma abordagem baseada em análises morfológicas e 

filogenéticas, e avaliá-las quanto ao seu potencial de produção de algumas moléculas 

bioativas conhecidas. Ainda, caracterizar filogeneticamente e funcionalmente as linhagens 

diazotóficas isoladas; e gerar informações acerca da estrutura da comunidade diazotrófica 

bacteriana nesse ambiente. 
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5  MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1  Área de estudo e coleta 

 

A coleta foi realizada nos núcleos Picinguaba e Santa Virgínia, do Parque Estadual da 

Serra do Mar, estado de São Paulo em janeiro de 2010. Folhas de quatro espécies foram 

coletadas: (1) Euterpe edulis (Martius) - Arecaceae (palmeira Juçara), (2) Guapira opposita 

(Vell.) Reitz – Nyctaginaceae, (3) Garcinia gardneriana (Planchon et Triana) Zappi – 

Clusiaceae e (4) Merostachys neesii (Rupr.) – Poaceae (bambu). Os locais amostrados 

consistem em áreas de 1 ha, subdivididas em 10 sub-parcelas de 100 m
2
, delimitadas pela 

equipe do projeto “Gradiente Funcional” – Biota/FAPESP nº 03/12595-7. 

O núcleo de Picinguaba possui uma área de abrangência de 47.000 ha, totalmente inserido 

no município de Ubatuba. O clima é bastante úmido e as temperaturas médias variam entre 19,5ºC 

(junho) a 25,9ºC (fevereiro). A vegetação do local se caracteriza como floresta ombrófila densa 

atlântica e fisionomia submontana, e possui um perfil de variação de altitude entre 64 e 89 m 

acima do nível do mar. O Núcleo Santa Virgínia está localizado no município de São Luiz do 

Paraitinga (7557ha), Vale do Paraíba, São Paulo, a uma altitude de 880 metros, com clima 

tropical úmido e temperatura média de 21ºC, apresentando altos índices pluviométricos (1800 

mm anuais), e predominando a vegetação de floresta ombrólifa densa alto-montana 

(CAMPOS, 2008; ARAÚJO, 2009). 

A escolha das espécies vegetais foi realizada de acordo com o índice de valor de 

importância (IVI), estabelecido no III Relatório do projeto BIOTA FAPESP de Gradiente 

Funcional (JOLY; MARTINELLI, 2008), o qual considera os parâmetros: número, frequência 

relativa, densidade relativa e dominância relativa de indivíduos. As espécies Garcinia 

gardneriana, Guapira opposita e Euterpe edulis foram selecionadas por apresentarem 

elevados IVIs, de 6,03, 9,99 e 21,5,  respectivamente. Já a espécie M. neesii foi selecionada, 

pois apresenta ampla ocorrência  no local. 

Euterpe edulis (palmeira Juçara) é uma espécie climácica, perenifólia, que chega a 

atingir até 20 m de altura na idade adulta (LORENZI, 1992). Possui estratégia de regeneração 

do tipo banco de plântulas, com distribuição espacial agrupado próximo das plantas parentais 

(FANTINI; RIBEIRO; GURIES, 2000). As folhas são alternas, pinadas, com até 3 m de 

comprimento e estreitas. Guapira opposita é uma espécie arbórea secundária ou clímax 

perenifólia que atinge até 25 metros de altura. Suas folhas são muito variáveis em tamanho e 

forma, sendo opostas, pecioladas, oblongas, agudas, 4-17 cm de comprimento, 1,5-5 cm de 
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largura (REITZ, 1970; ELTINK; TORRES; RAMOS, 2008). Seus frutos são apreciados por 

aves e insetos, principalmente as formigas (JORDANO, 1993). Garcinia gardneriana também 

é uma espécie arbórea secundária ou clímax perenifólia, de ramos ascendentes e copa densa, 

que atinge de 5-10 m de altura; suas folhas são simples, cartáceas, de 6-15 cm de 

comprimento; seu fruto, o bacupari, é apreciado por diversos animais (BACKS; IRGANG, 

2004;  LORENZI et al., 2006). M. neesii é uma espécie de bambu endêmica do Brasil. São 

plantas perenes, lignificadas, eretas e arqueadas no ápice, com de colmos até 10 m altura, 1,6-

3,2 cm de diâmetro e entrenós com até 30 cm de comprimento. Folhas dos colmos com 

bainhas tardiamente decíduas lanceoladas (CLAYTON et al., 2014).  

Folhas de E. edulis foram coletadas em ambos os núcleos, de G. opposita e G. 

gardneriana somente no núcleo Picinguaba e de M. neesii em Santa Virgínia. As mesmas 

espécies vegetais foram utilizadas para outros estudos realizados também dentro do projeto 

temático “Diversidade Microbiana na Filosfera e Solo da Mata Atlântica” – Biota/FAPESP nº 

08/50824-1, coordenado pelo Prof. Dr. Marcio R. Lambais, cujo enfoque foi avaliar a 

diversidade microbiana e dinâmica de nitrogênio nesse ambiente. 

Folhas de oito indivíduos de cada espécie e local foram coletadas em ambiente de sub-

bosque (2 a 10 metros de altura), acondicionadas em sacos estéreis e mantidas a 4 ºC. 

 

5.2  Isolamento das linhagens de Cyanobacteria 

 

As folhas coletadas foram inoculadas em placas de Petri contendo meio BG11 sólido e 

também imersas em frascos do tipo Erlenmeyer de 500 mL de volume contendo 200 mL de 

meio BG11 líquido, ambos com e sem a adição de nitrogênio (ALLEN, 1968). Ciclohexamida 

(70 µg.L
-1

) foi utilizada para inibição do crescimento de organismos eucariotos. 

As culturas foram incubadas em câmara de crescimento com temperatura de 25 ± 1 ºC, 

sob iluminação fluorescente, com fotoperíodo de 14h claro: 10h escuro e irradiância 5 - 10 

µmol.fóton.m
-2

.s
-1

. As linhagens isoladas foram obtidas por meio de repicagens sucessivas em 

meio sólido e avaliações por observação em microscópio óptico (Axioskop 40), equipado com 

sistema digital de imagem AxioVisionLE 4.6 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha). Atualmente os 

isolados, estão sendo mantidos nas mesmas condições de temperatura e luminosidade, e 

fazem parte da coleção de cianobactérias do Laboratório de Biologia Celular e 

Molecular/Ecologia Molecular de Cianobactérias do CENA-USP. 
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5.3  Caracterização morfológica dos isolados 

 

Inicialmente, as linhagens foram avaliadas morfologicamente para a determinação 

taxonômica em nível de ordem (e para as Nostocales em nível de família), seguindo o Sistema 

de Classificação proposto por Komárek e Anagnostidis (1986; 1989; 1999), revisado por 

Hoffmann, Komárek e Kastovský (2005) e Komárek (2006; 2010). Realizou-se a  

morfometria baseada nos diâmetros e comprimentos das células vegetativas. Vinte medições 

de cada característica foram realizadas, a partir dessas informações foi estimada uma média 

para cada característica com sua respectiva variação. 

 

5.4  Caracterização filogenética dos isolados pelo gene 16S RNAr 

 

5.4.1 Extração de DNA  

 

A extração de DNA total foi realizada seguindo o protocolo descrito por Fiore et al. 

(2000), partindo de aproximadamente 3 mL de cultura em meio líquido concentrados por 

centrifugação. As células concentradas foram, inicialmente, lavadas com água ultrapura 

esterilizada e posteriormente com 1 mL da solução tampão I (EDTA 5 mM, Tris-HCl 50 mM 

pH 8,0 e NaCl 50 mM). O pélete foi então ressuspendido em 200 μL da solução tampão II 

(Tris-HCl 50 mM pH 8,0 e EDTA 50 mM) e as células lisadas por choque térmico com 

resfriamento em nitrogênio líquido e aquecimento em banho-maria a 55 ºC. Em seguida 

adicionou-se Proteinase K (2 μg.mL
-1

), sendo as amostras incubadas por 10 minutos a 55 ºC. 

Após a lise, foram adicionados 600 μL de tampão de extração pré-aquecido a 55 ºC (CTAB  

3 %, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCl pH 8,0 100 mM, Sarkosyl 1 % e β-mercaptoetanol 

1 %) e incubou-se as amostras em banho-maria a 55 ºC por 30 minutos. Em seguida, 800 μL 

de clorofórmio e álcool isoamílico na proporção de 24:1 (v/v) foram adicionados aos tubos, os 

quais foram submetidos à centrifugação por 5 minutos a 7000 × g. Um volume de 500 μL do 

sobrenadante foi recuperado e transferido para um novo microtubo, ao qual foram adicionados 

1000 μL de NaCl 4 M e 50 μL de uma suspensão de sílica (20 mg.mL
-1

 em tampão PBS), 

seguido da incubação a 55 ºC por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por 30 segundos 

a 7000 × g, o sobrenadante foi descartado e o pélete foi lavado duas vezes com 250 μL da 

solução de lavagem (NaCl 50 mM, Tris-HCl pH 7,5 10 mM, EDTA 2,5 mM e etanol 50 %). 
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Seguiu-se a secagem do pélete a 37 ºC, sua reidratação com 30 μL de água ultrapura 

esterilizada, ressuspensão, incubação em banho-maria a 45 ºC durante 10 minutos e nova 

centrifugação a 7000 × g por 30 segundos. Por fim, o sobrenadante contendo o DNA foi 

recuperado e transferido para um novo microtubo esterilizado, e armazenado a - 20 ºC. 

 

5.4.2 Amplificação do gene 16S RNAr  

 

A amplificação parcial do gene 16S RNAr (aproximadamente1400 pb) foi realizada 

utilizando o conjunto de iniciadores 27F1 (5´AGAGTTTGATCCTGCTCAG 3´) e 1494Rc 

(5´TACGGCTACCTTGTTACGAC 3´) (NEILAN et al., 1997). Essa amplificação foi feita 

em reação contendo: tampão para a reação PCR 1X (20 mM Tris HCl pH 8,4; 50 mM KCl), 

0,2 mM de cada dNTP, 3 mM MgCl2, 1,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA), 20-50 ng de DNA e 5 µM de cada iniciador; em um volume final de  

25 μL. A reação foi realizada na seguinte ciclagem térmica: 95 ºC/3 min; 30 ciclos 94 ºC/10 s, 

50 ºC/20 s, 72 ºC/1 min; extensão final a 72 ºC/7min.  

Na amplificação contemplando o espaço intergênico (ITS) dos genes 16S e 23S RNAr 

(16S-23S ITS), utilizou-se o mesmo iniciador direto 27F1, porém com o reverso 23S30R  

(5´-CTTCGCCTCTGTGTGCCTAGGT -3´) (TATON et al., 2003). A ciclagem ocorreu com 

desnaturação inicial a 94 ºC/5 min, 10 ciclos de 94 ºC/45 s, 57 ºC/45 s, 68 ºC/2 min, 25 ciclos 

de 92 ºC/45 s, 54 ºC/45 s, 68 ºC/2 min, e extensão final a 68 ºC/7 min. 

A especificidade das reações foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1% 

(m/v) contendo o marcador de tamanho e concentração Low mass DNA ladder (Invitrogen). 

 

5.4.3 Clonagem dos fragmentos gênicos 

 

Os fragmentos gênicos amplificados foram ligados em vetor pGEM-T Easy Vector 

Systems (Promega) conforme instruções do fabricante e inseridos em Escherichia coli DH5α 

quimiocompetentes, via transformação por choque térmico. 
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5.4.4 Seleção de clones  

 

Uma vez que os iniciadores utilizados para amplificação do gene 16S RNAr 

reconhecem esta sequência gênica em todo o domínio Bacteria, e que as cianobactérias 

isoladas não são axênicas, há necessidade de se selecionar as colônias transformadas que 

abriguem o inserto referente ao 16S RNAr de cianobactérias e não de bactérias heterotróficas 

“contaminantes”. Tal seleção foi feita por amplificação de fragmentos menores 

(aproximadamente 450 pb) do 16S RNAr, utilizando os iniciadores descritos por Nübel e 

colaboradores (1997) os quais são específicos para regiões conservadas do gene 16S RNAr de 

cianobactérias. A reação foi realizada nas condições: tampão para reação PCR 1X (Tris HCl 

20mM pH 8,4; KCl 50 mM), 0,2 mM de cada dNTP, 3 mM MgCl2, 1,5 U de Platinum Taq 

DNA Polimerase (Invitrogen), 5 µM do iniciador CYA359F (5´ 

GGGGAATYTTCCGCAATGGG 3´), e da mistura dos iniciadores CYA781R a (5´ 

GACTACTGGGGTATCTAATCCCATT 3´) e CYA781R b (5´ 

GACTACAGGGGTATCTAATCCCTTT 3´) e 1 µL da suspensão de células transformadas 

proveientes de uma colônia obtida após a etapa de transformação, em um volume final de 25 

µL. A reação foi realizada nas condições: 94 ºC/2 min; 35 ciclos de 94 ºC/1 min, 63 ºC/1min, 

72 ºC/1 min, com extensão final a 72 ºC/7 min. A especificidade da reação foi confirmada por 

eletroforese em gel de agarose 1% (m/v). 

 

5.4.5 Extração do DNA plasmidial 

 

O DNA plasmidial contendo o inserto de interesse foi extraído pelo método de lise 

alcalina. Colônias de E. coli foram inoculadas em 3 mL de meio cultura Luria-Bertani Broth 

(LB) (25g/L) (Himedia, Mumbai, Índia) contendo ampicilina (100 μg.mL
-1

) e incubadas por 

14-16 horas a 37ºC sob agitação a 200 rpm. As células foram concentradas por centrifugação 

e re-suspendidas em 100 μL da solução I (Tris-HCl 25 mM, pH 8,0; EDTA 10mM e glucose 

50 mM). Em seguida, foram adicionados 200 μL de solução de lise (NaOH 0,2 M; SDS 1 %). 

As amostras permaneceram em gelo por 10 min, foram centrifugadas a 15000 × g, por 15 min 

e o sobrenadante transferido para um novo tubo. A precipitação foi realizada com a adição de 

270 μL de isopropanol e centrifugação a 15.000 × g por 10 min. O sobrenadante foi 

descartado e o pélete lavado com 250 μL de etanol 70%. Em seguida o pélete foi seco e 
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ressuspendido em 30 µL de água ultrapura contendo RNAse (1,5 µg.mL
-1

). As amostras 

foram incubadas a 37ºC por 30 min. O DNA plasmidial foi quantificado por eletroforese em 

gel contendo o marcador Low mass DNA ladder (Invitrogen) e armazenadas a – 20 ºC. 

 

5.4.6 Sequenciamento 

 

A PCR para o sequenciamento foi feita usando-se o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems/Life Technologies, Foster City, CA, USA). Para a reação 

utilizou-se 1 μL de BigDye, tampão de reação1 X, 200 ng de DNA plasmidial e 5 µM do 

iniciador, num volume final de 10 μL. Foram utilizados os iniciadores externos:  

M13F (5’- GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA- 3’) e M13R (5´ - 

GAGCGGATAACAATTTCACACAGG - 3´); e para cobrir toda a sequência do 16S RNAr, 

foram utilizados também os internos: 357F (5’- CCTACGGGAGGCAGCAG -3’), 357R (5’- 

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

TCTACGSATTTCACCSCTAC -3’), 1114F (5’- GCAACGAGCGMRACCC -3’) e 1114R 

(5’- GGGTYKCGCTCGTTGC -3’) (LANE, 1991). As condições de amplificação foram as 

seguintes: desnaturação inicial por 1 min; 35 ciclos de 95 ºC/15 s, 50 ºC/15 s,  

60 ºC/2 min.  

As amostras foram então precipitadas com a adição de 25 mM de EDTA pH 8 e etanol 

absoluto em centrifugação refrigerada. O pélete foi então lavado com etanol 70% e seco no 

escuro à temperatura ambiente por 2 a 10 horas. Em seguida, as amostras foram 

ressuspendidas em formamida Hi-Di (Applied Biosystems/Life Technologies) e inseridas no 

sequenciador. O sequenciamento foi realizado em equipamento 3500 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems/Life Technologies), em parcerias com o pesquisador Dr. Itamar S. Melo, 

da Embrapa Meio Ambiente e o professor Dr. Ricardo D. Coletta da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP). 

 

5.4.7 Processamento das sequências 

 

As sequências geradas foram montadas e processadas para remoção de bases com baixa 

qualidade (índice de qualidade < 20) com o uso do pacote de programas Phred/Phrap/Consed 

(EWING; GREEN, 1998; EWING et al., 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998). As 

sequências foram comparadas com sequências depositadas no GenBank (NCBI), utilizando-se 
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a ferramenta BLASTn (ALTSCHÜL et al., 1990). Nos casos de análise de genes funcionais, 

foi utilizada também a ferramenta BLASTx. 

As sequências geradas contedo o 16S-23S ITS foram analisadas com a ferramenta 

online RNAmmer 1.2 (LAGESEN et al., 2007) para identificação da região codificadora do 

gene 16S RNAr; tRNAscanSE (SCHATTNER; BROOKS; LOWE, 2005) para a identificação 

dos RNAs transportadores (tRNAs); e mFOLD (ZUKER, 2003) para a obtenção das 

estruturas secundárias das regiões Box B e D1-D1´. As sequências foram também avaliadas 

quanto à formação de quimeras utilizando o banco de dados Database Enabled Code for Ideal 

Probe Hybridization Employing R (DECIPHER), com a ferramenta “Find Chimeras” 

(WRIGHT et al., 2012). 

 

5.4.8 Análises filogenéticas 

 

As árvores filogenéticas foram construídas no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 

2011). Para isso, as sequências obtidas neste estudo e outras, selecionadas no banco de dados 

públicos, foram alinhadas pela ferramenta Muscle. O algoritmo de distância evolutiva máxima 

verossimilhança com re-amostragem de 1000 foi aplicado usando o parâmetro Kimura-2. 

 

5.5 Caracterização do gene nifH 

 

A amplificação parcial do gene nifH (325 pb) foi realizada para a investigação de 

potenciais linhagens diazotróficas. Para tal, foi utilizado o par de iniciadores específicos para 

cianobactérias descrito por Olson e colaboradores (1998): F 

(5´CGTAGGTTGCGACCCTAAGGCTGA 3´) e R (5´GCATACATCGCCATCATTTCACC 

3´), em reação contendo: tampão para a reação 1X (20mM Tris HCl pH 8,4; 50 mM KCl), 0,2 

mM de cada dNTP, 2 mM MgCl2, 1,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 50 

ng de DNA, 5 μM de cada iniciador e BSA (1µg/mL), em um volume final de 25 μL. A 

reação ocorreu nas condições: 95 ºC/2 min; 35 ciclos de 94 ºC/1 min, 47 ºC/1 min e 72 ºC/1 

min; e extensão final a 72 ºC/7min. 

A clonagem, o sequenciamento e a análise das sequências foram conduzidos conforme 

descrito nos itens 4.4.3, 4.4.5, 4.4.6, 4.4.7 e 4.4.8. 
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5.6 Bioprospecção 

 

As linhagens isoladas foram investigadas quanto ao potencial de produção de algumas 

moléculas bioativas. Para tal, foram aplicadas duas abordagens: a genética, onde o potencial 

para produção de determinadas moléculas foi aferido pela detecção de genes associados à sua 

via biossintética; e química, em ensaios colorimétricos, cromatográficos e por espectrometria 

de massas. 

 

5.6.1 Seleção por PCR 

 

Genes relacionados com a produção dos inibidores de proteases aeruginosina, 

cianopeptolina, microviridina e da toxina microcistina foram investigados usando iniciadores 

específicos descritos em literatura. 

A busca por linhagens potencialmente produtoras de microcistina foi realizada pela 

amplificação dos genes relacionados à sua biossíntese, utilizando os conjuntos de conjunto de 

iniciadores: mcyD-F (5´GATCCGATTGAATTAGAAAG 3´) e mcyD-R (5´ 

GTATTCCCCAAGATTGCC 3´), que amplifica um produto de cerca de 800 pb do gene 

mcyD (codificante de uma policetídeo sintase - PKS); mcyE-F (5´ 

GAAATTTGTGTAGAAGGTGC 3´) e mcyE-R (5´AATTCTAAAGCCCAAAGACG 3´) que 

amplifica um produto de cerca de 800 pb do gene mcyE (codificante de um híbrido PS/PKS); 

e mcyG-F (5´GAAATTGGTGCGGGAACTGGAG 3´) e mcyG-R 

(5´TTTGAGCAACAATGATACTTTGCTG 3´), que amplifica um produto de cerca de 400 

pb do gene mcyG (codificante de um híbrido PS/PKS). O tamanho esperado dos fragmentos 

baseou-se em literatura e o controle positivo para as reações foi o DNA da linhagem 

Microcystis aeruginosa SPC777. As condições de amplificação para os três genes foram: 

tampão para a reação PCR 1X (20mM Tris HCl pH 8,4; 50 mM KCl); 0,2 mM de cada dNTP; 

2 mM MgCl2; 1,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen); 20 ng de DNA e 5 µM 

de cada iniciador; em um volume final de 25 μL; com ciclagem de 95 ºC/3 min; 30 ciclos 94 

ºC/30 s, 56 ºC/30 s, 72 ºC/1 min; extensão final a 72 ºC/7min (FEWER et al., 2007; 

RANTALA et al., 2004). 

A amplificação de genes relacionados com a produção de aeruginosina foi conduzida 

com o conjunto de iniciadores (aerA: 5´GATAGCACCCAGAACGGAAGC 3´ e aerB:  

5´ CGTTAAACGGATGGTTAGAGC 3´ - produto de aproximadamente 1000 pb);  

e de cianopeptolina com o conjunto de iniciadores (mcnC-F: 
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5´TAAGGATAATTTCTTTGAATTGGGAG 3´ e mcnC-R: 5´ 

AATAATCTCTAAATCAACAGC 3´ - produto de aproximadamente 600 pb). O tamanho 

esperado dos fragmentos baseou-se em literatura e o controle positivo para as reações foi o 

DNA da linhagem M. aeruginosa NPLJ-4. A reação foi realizada nas seguintes condições: 

tampão para a reação PCR 1X (20mM Tris HCl pH 8,4; 50 mM KCl); 0,2 mM de cada dNTP; 

3 mM MgCl2; 1,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen); 20 ng de DNA e 5 µM 

de cada iniciador; em um volume final de 25 μL; com ciclagem de 95 ºC/2 min; 30 ciclos  

94 ºC/45 s, 50 ºC/45 s, 72 ºC/1 min; extensão final a 72 ºC/7min (CADEL-SIX et al., 2008). 

Por fim, a seleção de linhagens potenciais produtoras de microviridina foi feita pela 

amplificação dos genes mdnA, que codifica o peptídeo precursor da molécula, mdnB e mdnC, 

que codificam ATP-ligases. Foram utilizados os conjuntos de conjunto de iniciadores: mdnA-

F (5´GAAGGTTTGCAATTTTGTCCA 3) e mdnA-R (5´CGCCAACGGGATTAATTTCT 3) 

que amplifica um produto de cerca  de 200 pb, mdnB-F (5´ TTGGCTGGTTTTTGGGATAG 

3´) e mdnB-R (5´ CGATCGCATTGGAAATAGGT 3´) que amplifica um produto de cerca de 

600 pb, e mdnC-F (5´TCACTCGAAATTACCAGAGGAA 3´) e mdnC-R 

(5´CGGTGTAATCAAGAAAAGTGCT 3) que amplifica um produto de cerca  de 300 pb 

(ZIEMERT et al., 2010). O tamanho esperado dos fragmentos baseou-se em literatura e o 

controle positivo para as reações foi o DNA da linhagem M. aeruginosa NPLJ-4. As 

condições de amplificação para os três genes foram: tampão para a reação PCR 1X (20mM 

Tris HCl pH 8,4; 50 mM KCl); 0,2 mM de cada dNTP; 2 mM MgCl2; 1,5 U de Platinum Taq 

DNA Polimerase (Invitrogen); 20 ng de DNA e 5 µM de cada iniciador; em um volume final 

de 25 μL; com ciclagem de 95 ºC/3 min; 30 ciclos 94 ºC/20 s, 60 ºC/30 s, 72 ºC/1 min; 

extensão final a 72 ºC/7min. 

A clonagem, o sequenciamento e a análise das sequências foram feitos conforme 

descrito nos itens 4.4.3, 4.4.5, 4.4.6, 4.4.7 e 4.4.8, sendo que neste último, as análises foram 

feitas com as sequências já traduzidas em aminoácidos e utilizando também o método 

Neighbor-joining. Sequências de nucleotídeos traduzidas (aminoácidos) foram utilizadas nas 

análises dos genes funcionais com o objetivo de se excluir a questão da degeneração do 

código genético das análises de similaridade e filogenéticas.  
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5.6.2 Ensaios colorimétricos 

 

As linhagens isoladas foram inoculadas em frascos do tipo Erlenmeyer de 125 mL 

contendo 50 mL de meio BG11 líquido (ALLEN, 1968) e mantidas por 30 dias em câmara de 

crescimento com temperatura de 25 ± 1 ºC, sob iluminação fluorescente de 14h claro: 10h 

escuro e irradiância 20 µmol.fóton.m
-2

.s
-1

.  

 

5.6.2.1 Determinação de AIA e derivados pelo reagente Salkowski 

 

O método de detecção de ácidos indólicos pelo reagente de Salkowski baseia-se na 

alteração de coloração das amostras devido à oxidação de compostos indólicos, variando do 

amarelo (não oxidado) ao vermelho (oxidado), passando por diversos tons róseos. Um volume 

de 1 mL de sobrenadante foi utilizado para a análise em uma proporção de 1:1 (v:v) com 

reagente de Salkowski (FeCl3.6H2O 2% + H2SO4 37%) (SERGEEVA; LIAIMER; 

BERGMAN, 2002) após incubação por 30 min no escuro. A leitura de absorbância foi 

realizada em espectrofotômetro a 540 nm e as concentrações foram estimadas baseando-se 

numa curva de diluição seriada de AIA comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) contendo 

5 pontos no intervalo de 0 a 25 µg.L
-1

. 

 

5.6.2.2 Análise de sideróforo em CAS  

 

O ensaio para a detecção da produção de sideróforos foi realizado com o complexo 

corante ferro cromoazurol S (CAS), que na presença de sideróforos, tem o íon de ferro 

sequestrado, deixando se ser azul e tornando-se amarelo (SILVA-STENICO et al., 2005).  

O ensaio foi realizado após preparo da solução (CAS/MM9) a seguir: 60,5 mg de CAS 

foram dissolvidos em 50 ml de água destilada e misturada com 10 ml de ferro (III) 

(FeCl3•6H2O 1 mM em HCl 10 mM). Sob agitação, esta solução foi vagarosamente 

adicionada a 72,9 mg de HDTMA (“hexadecyltrimethylammonium bromide”) dissolvido em 

40 ml de água. Separadamente, foi preparado meio de cultura deficiente em ferro (MM9) de 

acordo com Payne (1994). O meio foi composto de: KH2PO4 0,3 g L
-1

, NaCl 0,5 g L
-1

, NH4Cl 

1,0 g L
-1

. Em 100 ml desta solução foram adicionados 1,2 g de Tris e 18 g de ágar, pH 5.6, 

completado para 1 L e autoclavada. Esta solução foi suplementada com 30 ml de 

casaminoácido deferrado 10% (m/v) (o ferro contaminante foi removido com 3% de 8-

hidroxiquinolina em clorofórmio), 1 ml de MgCl2 1 M e 1 ml de CaCl2 100 mM. Estas 
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soluções foram preparadas e filtradas em filtro Millipore 0,22 µm separadamente. A solução 

de CAS foi adicionada ao meio MM9. Toda vidraria utilizada neste experimento foi limpa 

com HCl 6 N para retirada de ferro contaminante. 

O ensaio foi realizado com em 1:1 (v/v) do sobrenadante da cultura de cianobactéria e 

da solução CAS/MM9 incubados no escuro, à temperatura ambiente, por 24h. 

 

5.6.3 Espectrometria de Massas 

 

As análises de cromatografia líquida e espectrometria de massas foram realizadas em 

parceria com a Dra. Maria Estela Silva Stênico, no Laboratório de Ecotoxicologia do 

CENA/USP sob coordenação do Prof. Dr. Valdemar Tornisielo, e Dra. Míriam Sanches, na 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas (FCF/USP), Laboratório de Toxinas e Produtos 

Naturais de Algas (LTPNA), sob coordenação do Prof. Dr. Ernani Pinto.  

As culturas de cianobactérias foram cultivadas em câmara de crescimento com 

temperatura de 25 ± 1 ºC, sob iluminação fluorescente de 14h claro: 10h escuro e irradiância 

20 µmol.fóton.m
-2

.s
-1

 sob agitação de 150 rpm por 21 dias. Em seguida, as células foram 

concentradas por centrifução a 7000 × g por 5 min, lavadas com solução salina (NaCl 0,8%) 

três vezes e re-inoculadas em frascos de 500 mL contendo 200 ml de meio de cultura BG11 e 

cultivadas por mais 21 dias. A suspensão celular foi concentrada por centrifugação a 7000 × g 

por 5 min e liofilizadas em equipamento modelo SNL216V (Thermo Electron Corporation, 

USA), operando à temperatura de -52 °C e pressão na câmara de vácuo de 10 mbar. 

 Em seguida, as células foram rompidas e o conteúdo celular extraído três vezes 

utilizando-se pérolas de vidro (ϕ 3 mm) e agitação vigorosa ou sonicação por 1 min na 

presença de metanol 70%. Os resíduos celulares foram precipitados por centrifugação a  

7000 × g por 10 min e os sobrenadantes coletados foram evaporados em concentrador. As 

amostras foram então ressuspendidas em 1 mL de metanol:água (1:1) e analisados por  

LC-MS/MS (Agilent 1290 Infinity LC acoplado a um Agilent 6410/6460 Triplo Quadrupolo 

LC/MS espectrômetro de massas equipado com uma interface de ionização por eletroespray). 

Os dados foram adquiridos usando o programa Agilent MassHunter (WorkStation B.05.00) e 

analisados com a ferramenta MassHunter Qualitative analyses.  

Duas corridas independentes foram realizadas, uma no modo full scan e outra no modo 

ion scan. Na primeira, foram monitorados íons m/z na faixa de 100 a 1.700 Da, para se obter 

um espectro completo de cada amostra, identificando os íons protonados [M+H]+. No 
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segundo, alguns íons do espectro protonado foram submetidos à diferentes energias de colisão 

na faixa de 30 a 70 eV para se obter informações sobre a estrutura da molécula. 

As condições para ESI no modo positivo foram as seguintes: dessolvatação assistida por 

gás (nitrogênio) aquecido a 80 - 300 ºC, capilar com potencial de 3 - 3,5 kV e a voltagem do 

cone a 21 - 500 V.  

Os espectros obtidos foram comparados com os existentes na biblioteca virtual de 

espectros do Laboratório de Ecologia Molecular de Cianobactérias do CENA/USP e 

literatura, visando identificar cianopeptídeos com estruturas já conhecidas. 

 

5.7  Análise da FBN pela linhagem Desmonostoc sp. CENA362 

 

 A análise de redução do acetileno foi realizada para a determinação da FBN na 

linhagem Desmonostoc sp. CENA362. Essa linhagem foi selecionada devido ao fato de ter um 

crescimento rápido, em compararação com as demais heterocitadas isoladas nesse estudo, e 

por formar colônias não tão densamente agregadas, o que permite a homogeneização dos 

inóculos iniciais. 

Para a obtenção de maior quantidade de células, inicialmente, a linhagem foi inoculada 

em cinco frascos do tipo Erlenmeyers de 125 mL contendo 50 mL de meio BG110 (sem 

adição de nitrogênio) (ALLEN, 1968), e mantida por 15 dias em câmara de crescimento com 

temperatura de 25 ± 1 ºC, sob iluminação fluorescente, com fotoperíodo de 14h claro: 10h 

escuro e irradiância 5 - 10 µmol.fóton.m
-2

.s
-1

, sob agitação de 150 rpm. Após esse período, as 

células foram concentradas por centrifugação e inoculadas em um único frasco de 250 mL 

contendo 100 mL de meio BG110 e mantidas nas mesmas condições por mais 15 dias. Em 

seguida, as células foram novamente concentradas e homogeneizadas por fluxo de seringa 

para a montagem do experimento. 

A linhagem foi inoculada em frascos de 50 mL contendo 20 mL de meio BG110 e 

mantidas nas mesmas condições acima. O experimento foi organizado em quadruplicata para 

cada um dos 7 pontos amostrados, totalizando 28 inóculos, acrescidos dos controles negativos 

(frascos contendo meio de cutura, mas não inoculados com a linhagem). Desses 4 inóculos, 1 

foi utilizado para as análises microscópicas e os outros três para o ensaio de redução do 

acetileno. As estimativas de FBN foram geradas para sete pontos, referentes aos inóculos com 

24, 72, 120, 192, 240, 288 e 360 horas após o início do experimento, totalizando 15 dias de 

monitoramento da FBN. 
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5.7.1 Ensaio de redução do acetileno  

 

 A atividade da nitrogenase foi determinada pela técnica de redução de acetileno (ARA), 

que estima indiretamente a atividade da enzima nitrogenase pela reação de redução do 

acetileno (C2H2) para etileno (C2H4) (SCHINNNER et al., 1995). Os inóculos foram 

incubados em atmosfera fechada contendo 10% de acetileno, sendo os experimentos 

realizados em triplicata. Posteriormente à adição do acetileno, os inóculos foram mantidos por 

cinco horas nas mesmas condições acima citadas, até a leitura em cromatógrafo a gás Thermo 

Scientific, equipado com um detector de ionização por chama (250 
o
C) e uma coluna N 

Poropak (120 
o
C; Supelco, Bellefonte, Pensilvânia, E.U.A.) no Laboratório de Microbiologia 

Molecular, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiróz” Universidade de São Paulo, 

coordenado pelo Professor Márcio R. Lambais. As aferições basearam-se em uma curva 

padrão pré construída utilizando etileno. 

Após a leitura em cromatógrafo, as células de cada inóculo foram filtradas em 

membranas de éster de celulose de 0,22 μM de poro (Millipore, Barueri, São Paulo, BR) já 

secas em estufa a 80ºC por 48 horas e pré-pesadas. A massa úmida foi estimada por pesagem. 

O material foi então seco nas mesmas condições por, em média, 72 horas e novamente pesado 

em balança analítica com precisão de três casas decimais até a verificação de peso constante 

para a determinação da massa seca.  

 As taxas de redução de acetileno foram calculadas para cada um dos inóculos em 

nanomoles de acetileno reduzido por grama de massa seca, por hora de incubação, 

representadas pela equação (1): 

   (1) 

 

Onde A= quantidade de etileno obtido na amostra após incubação (ppm). C = quantidade de etileno 

obtido em frascos contendo apenas o meio de cultura (branco). V = volume livre nos frascos de 

incubação. P = pressão de ar sob condições padrão (101300 Pa). MA = massa inicial da amostra (g). 

ml = volume injetado no cromatógrafo. R = constante do gás (8314 J. mol
-1

 . K
-1

). T = temperatura de 

incubação (K). t = tempo de incubação (h). % ms = (massa seca/massa úmida). 

 

 A transformação para quantidade (ng) de N fixado foi feita considerando-se da relação 

teórica 3:1 (HARDY; BURNS; HOLSTEN, 1968), indicando a fixação de um mol de NH3, 

para cada 3 mol de etileno formado. Representada pela equação (2): 
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   (2) 

 

Onde: 28 é a massa molecular do N2 e 3 o fator de conversão de mol para grama.  

 

Para acessar a comunidade diazotrófica da filosfera, foi realizado o pirosequenciamento 

do gene nifH das amostras coletadas no núcleo Santa Virgínia para as espécies E. edulis, G. 

opposita e M. neesii. Essas espécies foram selecionadas, pois um estudo prévio (GÓMEZ, 

2012) demonstrou que a fixação biológica do nitrogênio na filosfera é maior em M. neesii, 

seguida por G. opposita e E. edulis; de modo que informações acerca da estrutura da 

comunidade diazotrófica poderiam auxiliar no entendimento das causas da variação na FBN 

observada nessas espécies e local. 

 

5.8.1 Extração de DNA 

 

Um total de cinco indivíduos de cada espécie de planta (E. edulis, G. opposita e  

M. neesii) do Núcleo Santa Virgínia foi utilizado nesta análise. Três folhas de cada indivíduo 

foram colocadas em frascos Erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de água ultra-pura e 15 

g pérolas de vidro de 3 mm esterilizados. Em seguida, estas amostras foram submetidas à 

agitação (230 rpm) à 20ºC por 1 h. Após este período as folhas foram descartadas e o volume 

líquido foi transferido para tubos de 50 mL e centrifugados por 20 min a 7000 x g à 20ºC. O 

sobrenadante foi descartado e o pélete formado foi armazenado a -20 ºC. O DNA total foi 

extraído com o kit MoBio Powersoil TM DNA Isolation (MoBio Laboratories Inc, Carlsbad, 

CA, EUA), de acordo com instruções do fabricante.  

Inicialmente, foi adicionado ao pélete microesferas e solução tampão. Em seguida,  

60 μL da solução de lise C1 foram adicionados ao tubo, que foi aquecido por 5 min a 60 ºC e 

resfriado a 4 ºC, por três vezes consecutivas. Então, o tubo contendo a mistura foi agitado 

vigorosamente por 10 min. Após centrifugação a 10.000 × g por 30s, 450 μL do sobrenadante 

foram transferidos para um microtubo novo e 250 μL da solução C2, foi adicionado visando 

separar os ácidos nucléicos dos demais componentes celulares. A mistura foi incubada por  

5 min a 4ºC, sendo novamente centrifugada a 10.000 × g por 1 min. O sobrenadante (600 μL) 

foi transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 200 μL da solução C3, que 
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tem a função de precipitar carboidratos, lipídeos e proteínas. Após homogeneização por 

agitação, a mistura foi incubada novamente a 4 ºC por 5 min. Decorrido este período, 

centrifugou-se a amostra por 1 min a 10.000 × g, e transferiu-se 750 μL do sobrenadante a um 

microtubo novo, sendo adicionados 1200 μL da solução C4, responsável pela ionização 

necessária para ligar o DNA à coluna de purificação. Esta coluna foi acoplada a um microtubo 

de 2 mL e adiciuonou-se 675 μL da mistura contendo o DNA. Após a centrifugação por 1 min 

a 10.000 × g, a fração eluída foi descartada e o procedimento repetido até que todo o volume 

tivesse passado pela coluna. O DNA aderido à coluna foi lavado com 500 μL da solução C5, 

seguindo centrifugação a 10.000 × g por 30 s. Para garantir que a coluna estivesse 

completamente seca, a solução de lavagem foi descartada e o procedimento de centrifugação 

foi repetido por mais 1 min. a 10.000 × g. A coluna foi então transferida para um microtubo 

novo e o DNA foi eluído com 100 μL em solução tampão C6 e armazenado à -20 ºC. A 

qualidade do DNA extraído foi aferida em gel de agarose 1% (m/v). 

 

5.8.2 Amplificação e sequenciamento 

 

Foram amplificadas 15 amostras, provenientes de cinco diferentes indivíduos de cada 

espécie de planta. A reação de amplificação foi realizada em “PCR nested” com os conjuntos 

de iniciadores PolF (5´-TGCGAYCCSAARGCBGACTC-3´) e PolR (5´-

ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3´) (POLY; MONROZIER; BALLY, 2001) na primeira 

reação; e RoeschF (5´-ACCCGCCTGATCCTGCACGCCAAGG-3´) e RoeschR (5´-

ACGATGTAGATTTCCTGGGCCTTGTT-3´) (ROESCH et al., 2006) na segunda reação. A 

primeira reação foi realizada com 50 ng DNA, 0.20mM dNTPs, solução tampão 1x, 0,03mg 

BSA (20mg/ml), 0,5µM de cada iniciador, 2mM de MgCl2 e 1,5 U de Platinum Taq DNA 

Polimerase (Invitrogen) em volume final de 50 µL. A ciclagem foi feita com desnaturação 

inicial a 95 °C/5 min, 35 ciclos de 94 °C/1 min, 48 °C/1 min e 72 °C/1 min; extensão final a 

72ºC/10 min. A segunda reação foi feita a partir de 50 ng do produto de PCR da primeira 

reação, 0,20mM dNTPs, solução tampão 1x, 0,03mg BSA (20mg/ml), 0,5µM de cada 

iniciador, 2mM de MgCl2 e 1,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen) em volume 

final de 50 µL. Nas condições: 95 °C/5 min, 20 ciclos de 94 °C/45s, 50 °C/45s e 72 °C/45s 

min; extensão final a 72 ºC/10 min; gerando um produto amplificado de cerca de 400 pb. A 

especificidade da amplificação foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e 

o produto gerado quantificado por comparação com o marcador de massa e tamanho Low 
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mass DNA lader (Invitrogen). Para posterior identificação da origem das sequências, o 

iniciador direto da segunda reação recebeu uma etiqueta de identificação única, composta por 

6 a 8 bases, para cada uma das 15 amostras; as sequências já otimizadas de iniciadores 

acoplados às etiquetas foram gentilmente cedidas pela Dra. Michele C. P. Silva da University 

of Groningen, Holanda (para detalhes ver Pereira e Silva et al., 2013).  

Em seguida, quantidades iguais do produto amplificado de cada amostra foram 

misturadas e purificadas com o kit PCR clean-up (Invitrogen), segundo instruções do 

fabricante. As amostras foram então mantidas a -20 ºC e o sequenciamento realizado em 

sistema de segunda geração 454 GS FLX Titanium (Roche). 

 

5.8.3 Análise das sequências 

 

A análise dos dados obtidos por pirosequenciamento foi realizada com o programa 

QIIME (CAPORASO et al., 2010). As sequências foram inicialmente filtradas utilizando os 

seguintes parâmetros: índice de qualidade > 25, tamanho de sequência > 300 e < 500 nt, 

máximo homopolímero de 6 e máximo número de bases ambíguas de 0. Após a filtragem, as 

sequências foram agrupadas em unidades taxonômicas operacionais (UTOs) ao nível de 

identidade de nucleotídeo de 80%, utilizando UCLUST (EDGAR, 2010). UTOs contendo 

menos que cinco sequências foram removidas das análises. As UTOs geradas foram 

traduzidas para aminoácidos usando a ferramenta Framebot no pipeline do banco de dados 

Fungene (http://fungene.cme.msu.edu/FunGenePipeline/) para a identificação de possíveis 

erros de sequência oriundos de inserções ou deleções de bases. A tabela de distribuição de 

UTOs por tratamento foi rarefeita à 5000 sequências por amostra (o menor número em uma 

amostra), de modo a minimizar efeitos de amostragem nas análises posteriores. A plataforma 

QIIME também foi utilizada para gerar índices de α-diversidade (cobertura amostral, índices 

de riqueza de espécies - ChaoI, e diversidade – Shannon e Simpson) e β-diversidade, 

utilizando distâncias obtidas por meio da matriz de Bray-Curtis. 

O índice Chao 1 usao o número de UTOs formadas a partir de uma ou duas sequências 

para estimar as “espécies” ausentes (CHAO, 1984). O índice de Shannon mede o grau de 

incerteza em prever a que “espécie” pertencerá um indivíduo escolhido, ao acaso, de uma 

amostra com S espécies e N indivíduos. Quanto menor o valor do índice de Shannon, menor o 

grau de incerteza e, portanto, a diversidade da amostra é baixa (MÖHLENHOFF et al., 2001). 

O índice de Simpson exprime, basicamente, a abundância das UTOs mais comuns. É um 
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índice de dominância e reflete a probabilidade de dois indivíduos escolhidos ao acaso na 

comunidade pertencerem à mesma “espécie”. Apresenta valores de 0 a 1 e,  valores iguais ou 

próximos a zero representam alta diversidade e próximos a 1 baixa diversidade (SIMPSON, 

1949). Enquanto o índice de Simpson considera a abundância das espécies mais comuns, o de 

Shannon é mais influenciado pela riqueza de espécies (MAGURRAN, 1988). Os valores do 

índice de riqueza foram comparados pelo teste de Tukey (p<0,05) no programa SASM - Agri 

(CANTERI et al., 2001). 

A matriz de similaridade de Bray-Curtis foi utilizada também para gerar o 

escalonamento multidimensional não métrico (NMDS). Os valores de “stress” obtidos na 

análise NMDS relacionam-se com a confiabilidade da interpretação dos resultados, sendo que 

valores inferiores a 0,1 mostram que a configuração das amostras no espaço de ordenação possui 

baixa probabilidade de má interpretação (Ter BRAAK; SMILAUER, 2002). Para a afiliação 

taxonômica, uma sequência representativa de cada UTO foi comparada com as sequências 

disponíveis no banco de dados do NCBI, por meio da ferramenta BlastX. 
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6  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Caracterização das linhagens isoladas 

 

Um total de 40 linhagens de cianobactérias foi isolado em culturas ciano-específicas, a 

partir de folhas de espécies de plantas coletadas no Parque Estadual da Serra do Mar, sendo 

16 de E. edulis,  dez de G. gardneriana, sete de G. opposita e sete de M. neesii (Tabela 2). 

Dos 40 isolados, três são unicelulares e pertencem à ordem Chrooccocales; 13 à 

Pseudanabaenales e 24 são membros da ordem Nostocales (famílias Nostocaceae, 

Scytonemataceae e Microchaetaceae). A alta ocorrência de linhagens de Nostocales pode ser 

explicada pela capacidade de diversos micro-organismos dessa ordem diferenciarem 

estruturas de resistência denominados acinetos, que germinam assim que encontram 

condições favoráveis, tais como as proporcionadas pelos procedimentos de isolamento.  

Essas mesmas espécies de planta já haviam sido exploradas por abordagens 

independentes de cultivo em estudo conduzido por Gonçalves (2011). Nesse trabalho, a autora 

mostrou que a maioria das UTOs geradas correspondiam à cianobactérias da ordem 

Synechococcales e Nostocales, e não encontrou UTOs associadas à ordem Gloeobacterales. 

Comparações por similaridade de sequência entre os dados gerados nesse estudo e os gerados 

por Gonçalves (2011) mostraram que o isolamento pode favorecer o estabelecimento de 

alguns grupos não representados nas análises independentes de cultivo.  

Sequências quase completas do gene 16S RNAr (aproximadamente 1400 pb), obtidas 

para cada uma das linhagens (Apêndice A), foram analisadas quanto a similaridade com 

sequências depositas no GenBank (NCBI) (Tabela 3). Sequências com alta similaridade foram 

selecionadas, assim como outras sequências provenientes de grupos taxonomicamente 

associados para a montagem da árvore filogenética. A robustez dos alinhamentos foi 

conferida pelo tamanho dos alinhamentos gerados, de 1457 nt para reconstrução filogenética 

das unicelulares, de 1736 nt para as homocitadas, 1432 nt para as Nostocaceae e 1475 nt para 

as demais heterocitadas (ordem Nostocales). 

Informações sobre o ambiente em questão, dados das avaliações morfológicas 

preliminares, similaridade de sequências e filogenia do gene 16S RNAr foram considerados  

para o posicionamento taxonômico das linhagens isoladas.  
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Tabela 2 - Origem, identificação e aspectos morfológicos das linhagens isoladas 
Ordem Família Linhagem 

1
Origem C (µm) ± 

dp
 

L (µm) ± 

dp 

Cor 

C
H

R
O

O
C

O

C
C

A
L

E
S

 Xenococcaceae  CENA353 Mn-SV 
-
 - 

 

Verde 

CENA367 Ee-SV 
-
 

 

- 

 

Verde 

Hydrococcaceae CENA351 Mn-SV 
-
 - Verde 

P
S

E
U

D
A

N
A

B
A

E
N

A
L

E
S

 

Pseudanabaenaceae 

CENA350 Mn - SV 1,6±0,4 1,3±0,1 Verde 

CENA355 Mn - SV 2,3±0,5 2,0±0,5 Marrom 

CENA359 Gg-Pi 2,2±0,5 2,3±0,3 Verde 

CENA364 Gg - Pi 2,2±0,2 

 

2,9±0,4 

 

Verde 

CENA370 Ee - SV 2,8±0,6 1,5±0,1 Verde 

CENA372 Ee - Pi 2,2±0,6 1,7±0,3 Verde 

CENA374 Ee - Pi 2,2±0,5 2,0±0,2 Marrom 

CENA375 Ee - Pi 1,9±0,4 1,6±0,2 Verde 

CENA377 Ee - SV 1,4±0,2 

 

2,4±0,3 

 

Verde 

CENA378 Ee - Pi 2,4±0,6 2,0±0,3 Marrom 

CENA384 Go - Pi 2,3±0,7 

 

1,8±0,2 

 

Verde 

CENA385 Go- Pi 2,2±0,5 1,8±0,3 Verde 

CENA387 Go - Pi 2,3±0,5 

 

1,8±0,7 

 

Verde 

N
O

S
T

O
C

A
L

E
S

 

 

Microchaetaceae CENA354 Mn - SV 3,6±0,7 5,5±1,0 Verde 

Nostocaceae 

CENA352 Mn - SV 4,0±0,7 3,6±0,2 Marrom 

CENA356 Mn - SV 3,0±0,2 4,0±0,6 Verde 

CENA357 Gg - Pi 2,5±0,3 3,0±0,4 Marrom 

CENA358 Gg - Pi 4,0±0,6 3,5±0,3 Marrom 

CENA362 Gg - Pi 4,0±0,7 3,9±0,3 Verde 

CENA363 Gg - Pi 4,3±0,7 3,6±0,3 Verde 

CENA365 Gg - Pi 4,0±0,7 3,9±0,3 
 

Verde 

CENA368 Ee - SV 2,4±0,2 3,0±0,1 Marrom 

CENA369 Ee - Pi 3,9±0,7 2,5±0,3 Marrom 

CENA371 Ee - SV 3,6±0,4 3,9±0,3 Verde 

CENA373 Ee – SV 2,5±0,3 2,5±0,3 Marrom 

CENA376 Ee - Pi 4,4±0,6 5,5±0,2 Verde 

CENA379 Ee- SV 2,9±0,5 3,1±0,3 Marrom 

CENA380 Ee - SV 3,1±0,4 3,7±0,2 Verde 

CENA383 Go - Pi 3,5±0,4 3,9±0,7 Verde 

CENA386 Go - Pi 3,1±0,6 3,8±0,5 Verde 

CENA388 Go - Pi 2,6±0,4 3,8±0,2 Marrom 

CENA389 Go - Pi 3,2±0,7 3,4±0,3 Marrom 

Scytonemataceae 

2
CENA360 Gg - Pi 14,5±0,6 10,7±3,9 Marrom 

2
CENA361 Gg - Pi 14,2±1,8 11,0±2,4 

 

Marrom 
2
CENA366 Gg - Pi 7,6±2,2 18,8±2,6 

 

Verde 
2
CENA381

 
Ee - Pi 7,3±2,6 

 

15,3±1,0 

 

Marrom 
2
CENA382

 
Ee - Pi 10,2±1,9 13,8±1,3 Marrom 

1 
Indica a espécie de planta e núcleo da planta de origem. Ee = E. edulis; Mn = M. neesii; Gg = G. gardneriana; 

Go = G. opposita. Pi = Picinguaba;  SV = Santa Virgínia. C = comprimento e L = largura das células 

vegetativas; dp = desvio padrão; 
2
Predominância de células vegetativas quadráticas a alongadas na base e 

subquadráticas nas extremidades dos tricomas. 
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 Tabela 3 - Análise de identidade entre as sequências de 16S RNAr geradas nesse estudo com as 

depositadas no GenBank (NCBI) 

Linhagem T (nt) *Sequências com maior identidade e cobertura (Blast) C (%) I (%) 

CENA350 1415 Leptolyngbya sp. 1T12c (FR798935) 100 95,7 

    Leptolyngbya sp. VP3-07 (FR798933) 100 94,9 

CENA351 1416 Pleurocapsa sp. CALU 1126 (DQ293994) 100 99,2 

    Pleurocapsa minor (AJ344564) 100 97,6 

CENA352 1414 Nostoc ellipsosporum CCAP 1453/15 (HE975023) 100 99,2 

    Nostoc punctiforme SAG 60.79 (GQ287652) 100 97,9 

CENA353 1417 Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203 (CP003597) 100 99,0 

    Chroococcidiopsis thermalis PCC 7431 (AB074506) 100 98,9 

CENA354 1416 Tolypothrix distorta SAG 93.79 (GQ287651) 100 97,6 

    Coleodesmium sp. ANT.L52B.5 (AY493596) 100 97,5 

CENA355 1414 Cf. Leptolyngbya sp. Greenland_10 (DQ431005) 100 95,9 

    Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2 (AY493576) 100 94,6 

CENA356 1413 Nostoc sp. 'Leptogium gelatinosum cyanobiont' (DQ185232) 100 98,7 

    Nostoc sp. 'Pannaria fulvescens cyanobiont' (EF174231) 100 98,6 

CENA357 1414 Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-067' (DQ185207) 100 97,7 

    Nostoc sp. 1b-05 (FR798942) 100 97,4 

CENA358 1413 Nostoc calcicola TH2S22 (AM711529) 100 97,8 

    Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-088'(DQ185208) 100 97,7 

CENA359 1411 Leptolyngbya sp. Greenland_7 (DQ431002) 100 93,4 

  
Phormidium sp. SAG 37.90 (EF654082) 99 92,5 

CENA360 1414 Brasilonema octagenarum HA4186-MV1 (HQ847562) 100 99,7 

    Brasilonema octagenarum UFV-OR1 (EF150855) 100 99,7 

CENA361 1415 Brasilonema octagenarum HA4186-MV1 (HQ847562) 100 99,4 

    Brasilonema octagenarum UFV-OR1 (EF150855) 100 99,4 

CENA362 1413 Desmonostoc muscorum CCAP 1453/22 (HF678509) 100 99,0 

    Nostoc sp. PCC 7906 (AB325908) 100 98,9 

CENA363 1413 Desmonostoc muscorum CCAP 1453/22 (HF678509) 100 99,0 

    Nostoc sp. PCC 7906 (AB325908) 100 98,9 

CENA364 1416 Leptolyngbya sp. CENA103 (EF088339) 100 95,6 

    Leptolyngbya sp. 1T12c (FR798935) 100 95,2 

CENA365 1413 Desmonostoc sp. 8964:3 (AM711541) 100 98,4 

    Desmonostoc sp. Cc2 (AM711532) 100 98,3 

CENA366 1415 Brasilonema angustatum HA4187-MV1 (HQ847566) 100 99,2 

    Brasilonema octagenarum HA4186-MV1 (HQ847562) 100 98,7 

CENA367 1415 Chroococcidiopsis thermalis PCC 7203 (CP003597) 100 98,8 

    Chroococcidiopsis thermalis PCC 7431(AB074506) 100 98,7 

CENA368 1414 Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-067' (DQ185207) 100 97,7 

    Nostoc sp. 1b-05 (FR798942) 100 97,4 

CENA369 1412 Nostoc calcicola TH2S22 (AM711529) 100 97,7 

    Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-088'(DQ185208) 100 97,6 

CENA370 1411 Leptolyngbya sp. LLi18 (DQ786166) 100 98,1 

    Leptolyngbya sp. (X84809) 100 97,4 

CENA371 1411 Desmonostoc muscorum CCAP 1453/22 (HF678509) 100 98,5 

    Desmonostoc sp. 8964:3 (AM711541) 100 98,5 

   
Continua 
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   Continuação 

Linhagem T (nt) *Sequências com maior identidade e cobertura (Blast) C (%) I (%) 

CENA372 1411 Phormidium sp. SAG 37.90 (EF654082) 99 98,5 

    Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2 (AY493576) 100 98,1 

CENA373 1414 Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-067' (DQ185207) 100 97,8 

    Nostoc sp. 1b-05 (FR798942) 100 97,5 

CENA374 1418 Cf. Leptolyngbya sp. Greenland_10 (DQ431005) 100 95,1 

    Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2 (AY493576) 100 93,9 

CENA375 1412 Phormidium sp. SAG 37.90 (EF654082) 99 98,6 

    Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2 (AY493576) 100 97,8 

CENA376 1413 Nostoc sp. 8964:3 (AM711541) 100 97,6 

    Nostoc linckia var. arvense IAM M-30 (AB325907) 100 97,5 

CENA377 1418 Leptolyngbya foveolarum VP1-08 (FR798945) 100 96,4 

    Leptolyngbya sp. CENA104 (EF088333) 100 96,4 

CENA378 1414 Cf. Leptolyngbya sp. Greenland_10 (DQ431005) 100 96,0 

    Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2 (AY493576) 100 94,7 

CENA379 1414 Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-067' (DQ185207) 100 97,8 

    Nostoc sp. 1b-05 (FR798942) 100 97,5 

CENA380 1412 Desmonostoc muscorum CCAP 1453/22 (HF678509) 100 98,6 

    Desmonostoc sp. 8964:3 (AM711541) 100 98,6 

CENA381 1415 Brasilonema octagenarum HA4186-MV1 (HQ847562) 100 99,5 

    Brasilonema octagenarum UFV-OR1 (EF150855) 100 99,5 

CENA382 1415 Brasilonema octagenarum HA4186-MV1 (HQ847562) 100 99,8 

    Brasilonema octagenarum UFV-OR1 (EF150855) 100 99,5 

CENA383 1413 Desmonostoc muscorum CCAP 1453/22 (HF678509) 100 98,9 

    Nostoc sp. PCC 7906 (AB325908) 100 98,9 

CENA384 1412 Leptolyngbya sp. Greenland_7 (DQ431002) 100 94,6 

    Leptolyngbya sp. CENA103 (EF088339) 100 93,9 

CENA385 1411 Leptolyngbya sp. Greenland_7 (DQ431002) 100 93,1 

    Leptolyngbya sp. CENA103 (EF088339) 100 92,5 

CENA386 1411 Desmonostoc muscorum CCAP 1453/22 (HF678509) 100 98,5 

    Desmonostoc sp. 8964:3 (AM711541) 100 98,5 

CENA387 1412 Phormidium sp. SAG 37.90 (EF654082) 99 98,6 

    Leptolyngbya frigida ANT.L53B.2 (AY493576) 100 98,3 

CENA388 1413 Nostoc calcicola TH2S22 (AM711529) 100 97,4 

    Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-088'(DQ185208) 100 97,4 

CENA389 1413 Nostoc calcicola TH2S22 (AM711529) 100 97,6 

    Nostoc sp. 'Mollenhauer 1:1-088'(DQ185208) 100 97,6 

T = tamanho do fragmento sequeciado; * desconsiderando as sequências de não cultivadas. 

 

6.1.1 Linhagens unicelulares 

 

As linhagens CENA353 e CENA367 foram identificadas como representantes do 

gênero Chroococcidiopsis. Organismos desse gênero apresentam células organizadas em 

colônias esféricas, semi-esféricas e irregulares envoltas por baínha; ou solitárias; reprodução 
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por fissão múltipla e formação de baeócitos (KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 2005). É um 

grupo extremofílico, cuja ocorrência já foi reportada em ambientes com temperaturas altas e 

baixas e alta salinidade (COCKELL et al., 2004; DOR; CARL; BALDINGER, 1991; 

POINTING et al., 2009; SCHLESINGER et al., 2003; WARREN-RHODES et al., 2006). 

Algumas linhagens são também resistentes à dessecação e à radiação (BILLI et al., 2000). É 

um grupo muito antigo do ponto de vista evolutivo, cuja distribuição global não é fruto de 

dispersão recente, uma vez que as populações atuais não têm compartilhado um ancestral 

comum desde antes da formação dos continentes modernos (BAHL et al., 2011). A espécie 

tipo do gênero é C. thermalis.  

As duas  linhagens isoladas apresentaram as características morfológicas referentes ao 

gênero (Figura 1) e sequências de 16S RNAr com mais de 98% de identidade com as 

sequências de C. thermalis PCC 7203 (CP003597) e C. thermalis PCC 7431(AB074506) 

(Tabela 3). Na árvore filogenética, observou-se que as sequências das linhagens isoladas neste 

trabalho agruparam-se com alto valor de reamostragem com outras representantes do mesmo 

gênero (Figura 2). Esse gênero tem nas cianobactérias heterocitadas seus parentes 

evolutivamente mais próximos (FEWER, 2002), o que explica sua distribuição num clado 

divergente dos outros grupos de unicelulares na reconstrução filogenética. Além desses 

fatores, as linhagens Chroococcidiopsis sp. CENA353 e Chroococcidiopsis sp. CENA367, 

assim como outras linhagens do gênero, provêm de um ambiente extremo, a filosfera. No 

Brasil, o gênero Chroococcidiopsis já havia sido encontrado no solo de manguezal (BRANCO 

et al., 1996) e reportado em trabalhos independentes de cultivo na filosfera da Mata Atlântica 

(BERDUGO, 2012; GONÇALVES, 2011). 

A linhagem CENA351 foi identificada como Pleurocapsa sp. Morfologicamente, esse 

gênero compreende organismos unicelulares, capazes de formar pseudotalos e baeócitos 

(KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 2005), estrutura que consiste em várias células filhas 

originadas por fissão múltipla e envoltas em uma firme baínha (WATERBURY; STANIER, 

1978). A espécie tipo do gênero é P. fuliginosa, e não possui sequências de 16S RNAr 

disponíveis. A sequência do 16S RNAr de CENA351 apresentou 99,2% de identidade com 

Pleurocapsa sp. CALU 1126 (DQ293994) e 97,6% com Pleurocapsa minor (AJ344564).  

Na árvore filogenética (Figura 2) se observa que a sequência da linhagem Pleurocapsa 

sp. CENA351 agrupa-se com outras do mesmo gênero (bootstrap de 75%). Entretanto, outras 

sequências de linhagens identificadas como Pleurocapsa, Myxosarcina, Dermocarpella, 

Stanieria estão proximamente relacionadas e sem qualquer padrão de agrupamento. Alguns 

fatores são críticos para o direcionamento da reconstrução filogenética e da taxonomia desses 
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gêneros, são eles: (1) a escassez de informação, uma vez que não se têm disponíveis estudos 

filogenéticos e nem se tem um consenso sobre quais são as linhagens referência para esses 

gêneros; (2) as características morfológicas das linhagens desses gêneros são muito similares, 

tornando comum a ocorrência de erros da identificação; (3) as características morfológicas 

diacríticas variam imensamente entre material da natureza e isolado, entre linhagens mantidas 

em meios de cultura com diferentes composições e estados, e também ao longo do tempo de 

cultivo. Assim, são necessários esforços no sentido de se agregar informações e revisar sua 

taxonomia buscando coerência e maior consenso. Nesse sentido, a avaliação genética, seja por 

análises filogenéticas ou genômicas, acoplada a considerações sobre a origem e ocorrência 

dessas linhagens, análises fisiológicas e ultraestruturais são ferramentas interessantes. 

 

 

Figura 1 - Fotomicrografias das linhagens unicelulares isoladas nesse estudo, Pleurocapsa sp. 

CENA351 (A-D), Chroococcidiopsis sp. CENA353 (E-G) e CENA367 (H-K). A barra refere-se à 

escala a 20 µm 
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Figura 2 - Análise filogenética das linhagens representantes da ordem Chroococcales com base na 

sequência do 16S RNAr usando o método máxima verossimilhança. Valores de re-amostragem acima 

de 50% estão apresentados. O caracter ■ indica os isolados de E. edulis e ● de M. neesii, ambos de Sta 

Virgínia 
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6.1.2 Linhagens homocitadas 

 

Treze linhagens foram identificadas inicialmente, como morfotipos do gênero 

Leptolyngbya (Figura 3). Esse gênero abriga linhagens com tricomas muito finos (com menos 

de 3,5 µm de largura) com células isodiamétricas ou mais longas do que largas (KOMÁREK; 

ANAGNOSTIDIS, 2005). Após análise da sequência 16S RNAr observou-se que apenas seis 

das treze linhagens apresentaram identidade de sequência igual ou superior a 95% com 

linhagens do gênero, o que é aplicado atualmente para o agrupamento de linhagens ao nível 

de gênero (KOMÁREK, 2010). Pelo fato de serem linhagens com dimensões muito pequenas 

e pobres em características morfológicas diacríticas, sua identificação baseada em avaliações 

morfológicas pode não só gerar erros de identificação, mas também subestimar a diversidade 

genética do grupo (ALBERTANO; KOVÁCIK, 1994; BRUNO et al., 2009; CASAMATTA 

et al., 2005; JOHANSEN et al., 2011). 

As sequências obtidas para as treze linhagens distribuíram-se em sete clados distintos na 

árvore filogenética (Figura 4). Leptolyngbya sp. CENA377 agrupou-se próxima ao clado 

típico do gênero contendo L. boryana UTEX B 487 (EF429293) e L. foveolarum (X84808), 

com valor de reamostragem de 77% (Figura 4 – Clado A). Características morfológicas 

observadas nesta linhagem, como a presença de ramificação falsa dupla e ocorrência de 

necrídeos referem-se a características raramente encontradas no gênero Leptolyngbya 

(KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 2005), mas também são observadas na espécie L. boryana e 

na linhagem Leptolyngbya sp. CENA104. Leptolyngbya sp. CENA377 apresentou ainda 

similaridade com muitas sequências de cianobactérias não cultivadas obtidas em áreas de 

rejeitos de minas de cobre e de áreas florestais na China (sequências disponíveis, mas não 

publicadas). 

O gênero Leptolyngbya é polifilético, de modo que Leptolyngbya sensu stricto trata 

clado típico do gênero, o qual inclui a espécie-tipo L. boryana em um clado bem suportado 

filogeneticamente (Figura 4, Clado A). Já Leptolyngbya sensu lato compreende várias 

linhagens morfologicamente e filogeneticamente relacionadas, mas que não se agrupam em 

um mesmo clado (TATON et al., 2006; JOHANSEN et al., 2011). Ainda, as sequências de 

linhagens “SEV”, isoladas em solos de deserto, já foram incluídas no grupo das Leptolyngbya 

sensu stricto (JOHANSEN et al., 2011), mas sempre formando um braço externo ao grupo 

tradicional.  
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Figura 3 - Fotomicrografia das linhagens homocitadas isoladas nesse estudo. Oculatella sp. 

CENA370 (A e B), Leptolyngbya sp. CENA372 (C), Leptolyngbya sp. CENA377 (D e E), 

Leptolyngbya sp. CENA375 (F), Leptolyngbya sp. CENA350 (G), Leptolyngbya sp. CENA364 (H),  

Leptolyngbya sp. CENA387 (I), Pseudanabaenaceae CENA355 (J, M e Q), Pseudanabaenaceae 

CENA374 (K e N), Pseudanabaenaceae CENA378 (L e P), Pseudanabaenaceae CENA384 (O e V),  

Pseudanabaenaceae CENA375 (R e U) e Pseudanabaenaceae CENA359 (S e T). A barra refere-se à 

escala a 20 µm. 
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As linhagens Leptolyngbya sp. CENA372, Leptolyngbya sp. CENA375 e Leptolyngbya 

sp. CENA387 agruparam-se num clado robusto (bootstrap de 99%) contendo linhagens de 

ambientes frios isoladas na Antártica, Canadá e Suiça, com as quais compartilham mais de 

98% de identidade de sequência (Tabela 3, Figura 4 – Clado B). Essas também compartilham 

alta similaridade de sequência com cianobactérias não cultivadas obtidas em áreas de rejeitos 

de minas de cobre. A robustez deste clado já vem sendo relatada (TATON et al., 2006) e 

espera-se que em breve, seja proposto um novo gênero a partir dessas linhagens (MISCOE et 

al., 2013). 
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Figura 4 - Análise filogenética das linhagens representantes da ordem Pseudanabaenales com base na 

sequência do 16S RNAr usando o método máxima verossimilhança. Valores de re-amostragem acima 

de 50% estão apresentados. O caracter □ indica os isolados de E. edulis, ○ de M. neesii, ∆ de G. 

opposita e ◊ de G. gardneriana; sendo em preto os do núcleo Sta. Virgínia e em cinza os de 

Picinguaba 
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A linhagem CENA370 apresenta tricomas com células mais longas do que largas, e 

pontos avermelhados na célula apical, característica diacrítica para definição do gênero 

Oculatella (ZAMMIT; BILLI; ALBERTANO, 2012). Essa linhagem apresentou 98,1% de 

identidade de sequência com Leptolyngbya sp. LLi18 (DQ786166) e ao menos 98% com 

Oculatella spp. Todas as oito sequências do gene 16S RNAr disponíveis atualmente para o 

gênero Oculatella possuem cerca de 1000 nt de comprimento, o que as exclui dos resultados 

das análises de Blast como sequências com maior identidade e cobertura (Best Hit) (Tabela 3) 

quando usamos como molde a sequência gerada nesse estudo (> 1400 nt). Na reconstrução 

filogenética, CENA370 agrupou-se como um braço externo ao clado de Oculatella (Figura 4 

– Clado C), de modo que essa linhagem representa um novo agrupamento dentro do gênero, 

sendo este o primeiro registro da ocorrência desse gênero no Brasil e também em filosfera. 

Leptolyngbya sp. CENA350 e Leptolyngbya sp. CENA364 compartilham 95,2 % de 

identidade de sequência entre si, entretanto, ficaram próximas na reconstrução filogenética 

(Figura 4 – Clado D). Ambas também compartilham alta similaridade de sequência com 

cianobactérias não cultivadas obtidas em áreas de rejeitos de minas de cobre e estão no limite 

de corte da porcentagem de identidade de sequência para serem identificadas como 

Leptolyngbya spp. (Tabela 3). Essas linhagens agruparam-se em um clado também robusto, 

distantemente relacionado à Leptolyngbya sensu stricto.  

Na reconstrução filogenética, foi possível observar uma relação entre as linhages 

isoladas nesse estudo e linhagens de ambientes extremos, de altas e baixas temperaturas. 

Considerando-se que a filosfera também é um ambiente extremo, fica evidente que o 

“ambiente” afeta a filogenia das linhagens; de modo que parece haver algum tipo de 

convergência em consequência do fato desses organismos viverem em um ambiente de 

elevado estresse. Sabe-se que espécies microbianas de diferentes origens e taxonomias, 

vivendo em condições ambientais similares, podem convergir de modo a apresentar 

similaridades em seu genoma e proteoma (PAUL et al., 2010; SECKBACH, 2003). A 

existência de relações filogenéticas entre cianobactérias provenientes das regiões ártica e 

antártica já foi reportada (JUNGBLUT; LOVEJOY; VINCENT, 2010). Entretanto, mais 

informações devem ser levantadas para o melhor entendimento dessa convergência 

filogenética entre cianobactérias extremofílicas. 

Seis linhagens homocitadas não puderam ser identificadas ao nível de gênero por 

apresentarem identidade de sequência inferior à 95% (Tabela 3) com sequências disponíveis 

no banco de dados; e distribuíram-se em três clados distintos (Figura 4 – Clados E, F e G). As 
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linhagens CENA359 e CENA385 agruparam-se próximas a duas sequências oriundas de 

biofilme e aerossol (Figura 4 – Clado E) e apresentam também similaridade com muitas 

sequências de bactérias não cultivadas obtidas em áreas de floresta na China e estromatólitos 

na Espanha (sequências disponíveis, mas não publicadas). Já CENA384 agrupou-se com uma 

sequência de bactéria não cultivada gerada em áreas de rejeitos de minas de cobre (Fig. 4 – 

Clado F). Todas essas sequências agruparam-se em um clado com valor de bootstrap de 67%, 

junto a duas sequências de linhagens identificadas como Leptolyngbya spp. e uma 

cianobactéria de ambiente termofílico. As linhagens CENA355, CENA374 e CENA378 

agruparam-se em um clado separado (84% de bootstrap), tendo como grupo irmão a linhagem 

Cf. Leptolyngbya sp. Greenland 10. As três apresentam alta identidade entre si (Tabela 4) e 

com sequências de bactérias não cultivadas oriundas de ambientes termais, de áreas de 

rejeitos de minas de cobre e de uma caverna no Havaí (sequências disponíveis, mas não 

publicadas). Ainda, esses novos clados são formados por linhagens que compartiham alta 

identidade entre si (> 99% de reamostragem – Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Identidade de sequência (%) do gene 16S RNAr entre as novas linhagens de 

Pseudanabaenaceae isoladas nesse estudo 

 Linhagem 1 2 3 4 5 

1 CENA359 - - - - - 

2 CENA385 99,2 - - - - 

3 CENA384 93,1 92,9 - - - 

4 CENA374 91,0 91,0 91,2 - - 

5 CENA378 91,7 91,7 92,0 99,1 - 

6 CENA355 91,7 91,7 91,9 98,9 99,7 

 

Análises da estrutura secundária de regiões específicas do espaço intergênico (ITS) 

entre os genes 16S e 23S do RNAr corroboram o padrão de distribuição observado na 

filogenia das seis novas linhagens de Pseudanabaenaceae isoladas nesse estudo (Tabela 5, 

Figura 5). As linhagens que formam o clado G (Figura 4) apresentam exatamente a mesma 

sequência codificando a estrutura D1-D1´, Box B e RNAs transportadores (tRNAs), com 

exceção da linhagem CENA355 que apresenta uma única substituição G  A na décima base 

da sequência codificadora da estrutura Box B. As linhagens CENA359 e CENA385 também 

possuem sequências idênticas para D1-D1´e diferem na sequência de Box B por duas bases, 

sendo as substituições T  C e G  A, respectivamente. Essas substituições não afetam a 

conformação das estruturas secundárias, de modo que tanto D1-D1´, quanto Box B, são 

idênticas entre as linhagens dentro de cada clado (Figura 5). A linhagem CENA384 apresenta 

tanto estrutura de Box B, quanto de D1-D1´diferentes das demais. 
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Tabela 5 - Tamanho (nt) das regiões Box B e D1-D1´e características do tRNA codificados no 

16S-23S ITS das novas linhagens de Pseudanabaenaceae isoladas nesse estudo 

Linhagem Box B (nt) D1-D1´ (nt) tRNA (anti-códon) 

CENA359 38 65 Ile, Ala 

CENA385 38 65 Ile, Ala 

CENA384 41 64 Ile, Ala 

CENA374 42 63 Ile, Ala 

CENA378 42 63 Ile, Ala 

CENA355 42 63 Ile, Ala 

 

Essa homogeneidade também é observada na morfologia das linhagens (Figura 3). As 

linhagens do clado G apresentam coloração marrom, células de 2,2 µm (valor médio) de 

comprimento e 2,0 µm de largura (Tabela 1). Além disso, já foi observado que, em algum 

momento do ciclo de vida, as três apresentam pontos de granulação nos tricomas, distribuídos 

próximos aos dois septos (Figura 3). O clado E também é formado por linhagens de 

morfologia similar, com células de mesmo comprimento e largura (Tabela 1), com baínha e 

necrídios (Figura 3). A linhagem CENA384 apresenta as mesmas características morfológicas 

dessas últimas linhagens. Os dados gerados nesse estudo acerca da caracterização de grupos 

novos de Pseudanabaenaceae mostram que essas linhagens podem corresponder a novas 

unidades genéricas, uma vez que atendem aos critérios de similaridade de sequência, 

morfologia, distribuição filogenética e ambiente. 

O gênero Leptolyngbya foi descrito por Anagnostidis e Komárek (1988) e agrupa 

linhagens filamentosas homocitadas que antes eram classificadas como pertencentes aos 

gêneros Lyngbya, Phormidium e Plectonema. Contudo, com o aumento no número de 

linhagens isoladas e de sequências de rDNA 16S disponíveis, sabe-se hoje, que Leptolyngbya 

é um gênero polifilético (ALBERTANO; KOVÁCIK, 1994; KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 

2005), contendo linhagens com diferentes histórias evolutivas (CASAMATTA et al., 2005; 

TATON et al., 2003). Análises filogenéticas e fisiológicas têm demonstrado que esse gênero 

deve ser subdividido em muitos outros (CASAMATTA et al., 2005; KOMÁREK; 

ANAGNOSTIDIS, 2005) e isso já está acontecendo, como por exemplo, com a proposição de 

Nodosilinea (PERKERSON et al., 2011) e Oculatella (ZAMMIT; BILLI; ALBERTANO, 

2012), ambos baseados em abordagens polifásicas. 
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Figura 5 - Estruturas secundárias D1-D1´ e Box B codificadas no 16S-23S ITS das novas 

linhagens de Pseudanabaenaeae isoladas nessa estudo 

 

6.1.3 Linhagens heterocitadas 

 

A maioria das linhagens isoladas neste estudo (24) pertence ao grupo das cianobactérias 

heterocitadas (ordem Nostocales). Dessas, 18 foram identificadas como membros da família 

Nostocaceae, cinco como Scytonemataceae e uma como Microchaetaceae. Os procedimentos 

de isolamento possivelmente favorecem o estabelecimento de cianobactérias dessa ordem, 

devido à capacidade de muitas linhagens diferenciarem acinetos (células de resistência), que 

germinam assim que encontram condições favoráveis, tais como o meio de cultura. Contudo, 

a ordem Nostocales já foi reportada como a de maior abundância na filosfera dessas mesmas 

espécies (GONÇALVES, 2011).  

As linhagens CENA360, CENA361, CENA366, CENA381 e CENA382 foram 

identificadas como Brasilonema spp. Morfologicamente esse gênero abriga linhagens com 

tricomas de crescimento fasciculado, com células mais longas na base do tricoma e mais 

curtas nas extremidades, e sempre envoltos por baínha; apresentam ramificações falsas 
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simples e duplas (Figura 6). Apresentam, ainda, regiões translúcidas circulares facilmente 

observadas em microscópio óptico e formam um grupo bem suportado filogenéticamente. 

Todas as linhagens apresentaram identidade > 99% com Brasilonema spp. (Tabela 3). Na 

árvore filogenética, as sequências destas cinco linhagens ficaram agrupadas com outras 

representantes do gênero em um clado com valor de reamostragem de 75 % (Figura 7).   

A linhagem CENA354 foi classificada, morfologicamente, como pertencente à família 

Microchaetaceae, visto que apresenta tricomas heteropolares, ramificações falsas simples e 

duplas, as quais ocorrem próximas ou no heterócito, de modo similar ao que ocorre em 

Tolypothrix spp. Além disso, apresenta um padrão de crescimento com ramificações axilares 

(Figura 6-B). Em relação à sequência do gene 16S RNAr, apresentou identidade de 97,6 % 

com Tolypothrix distorta SAG 93.79 (sequência disponível, mas não publicada) e 97,5% com 

Coleodesmium sp. ANT.LH52B.5, mas agrupou-se distantemente dessas linhagens na árvore 

filogenética (Figura 7). Considerando outras sequências geradas e ainda não depositadas, pelo 

nosso grupo - Laboratório Ecologia Molecular de Cianobactérias (CENA-USP) - mas já 

disponíveis em trabalhos de tese e dissertação, observou-se que a CENA354 agrupa-se com 

linhagens isoladas da filosfera de Avicennia schaueriana, em manguezal (ALVARENGA, 

2011), com as quais apresentou identidade de sequência de até 99%. Essas linhagens, juntas, 

formaram um clado separado dos demais grupos de Microchaetaceae. Ainda, dados 

recentemente gerados, também pelo nosso grupo, em estudos conduzidos na Antártica, 

identificaram mais três linhagens morfologicamente similares e associadas filogeneticamente 

a esse clado, sugerindo que estamos diante de um grupo novo ao nível genérico formado, 

exclusivamente, por linhagens extremofílicas. Esses dados foram agrupados e estão sendo 

trabalhados para a publicação do novo gênero, Dacthylotamnos (FIORE et al., 2013). 
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Figura 6 - Fotomicrografia das linhagens heterocitadas (exceto Nostocaceae) isoladas nesse 

estudo. Microchaetaceae CENA354 (A, B, C e D), Brasilonema sp. CENA360 (E, F e G), 

Brasilonema sp. CENA361 (H, I e J), Brasilonema sp. CENA366 (K, L e M), Brasilonema sp. 

CENA381 (N, O, P, T) e Brasilonema sp. CENA382 (Q, R e S). A barra refere-se à escala a 20 µm 



64 

 

 

De modo geral, considerando a ordem Nostocales, o nível de identidade de sequência 

para determinação de gênero de ≥ 95% não é o mais indicado. Do mesmo modo que 

obtivemos Dacthylotamnos, contendo linhagens com coesão morfológica e filogenética, e 

identidade maior que 95% com linhagens conhecidas, Casamatta et al. (2006) descreveram o 

gênero Rexia (Microchaetaceae) baseados na rara ocorrência de divisão celular em dois 

planos nos hormogônios da linhagem tipo e única representante do gênero, Rexia erecta CAT 

1M. Assim como CENA354, a sequência de R. erecta apresentou identidade de sequência > 

95% com outras linhagens de gêneros já descritos. Esse mesmo perfil já foi observado para 

outros gêneros de Nostocales, recentemente propostos: Spirirestis (FLECHTNER et al., 

2002), Desmonostoc (HROUZEK et al., 2013) e Toxopsis (LAMPRINOU et al., 2012). Sendo 

assim, o limite de identidade ≥98%  pode ser mais indicado para a delimitação genérica entre 

indivíduos da ordem Nostocales. Ressalta-se ainda a necessidade de validar essa proposta 

utilizando uma avaliação ampla de agrupamentos robustos observados em vários gêneros e 

famílias desta ordem. 

Atualmente, existem relativamente poucas sequências disponíveis de linhagens de 

Microchaetaceae. Além disso, não há trabalhos que abordem de forma ampla a filogenia de 

linhagens desta família. Esse fator, associado à questão da similaridade de sequência, causa 

limitação e incerteza nas avaliações filogenéticas e podem explicar as trifurcações observadas 

na filogenia da árvore gerada para as linhagens dessa família (Figura 7). 

Outro fator é que o ambiente também tem extrema importância para a definição dos 

agrupamentos das linhagens de Microchaetaceae, como observa-se para Hassalia spp. 

CCALA e Coleodesmium sp. ANT, isoladas da Antártica, que  ficaram distantemente 

relacionadas com linhagens do mesmo gênero isoladas de solo na América do Norte (Hassalia 

sp. EM2 e CM1; e C. wrangelii) (Figura 7). O mesmo perfil é encontrado quando 

adicionamos na reconstrução filogenética, as linhagens de Dacthylotamnos isoladas na 

Antártica, as quais formam um grupo filogenético indiretamente relacionado com as 

sequências de linhagens de filosfera. Ao que parece, o fator “ambiente” parece ter mais 

influência sobre a filogenia das linhagens dessa família, do que as características 

morfológicas, de modo que este fato deve ser considerado nas discussões e nas revisões sobre 

a sistemática do grupo.  

A família Microchaetaceae deve e já está sendo alvo de revisões, principalmente pelo 

fato de não ser monofilética (HAUER et al., 2013). Contudo, estamos diante de um cenário 

que pede também a busca de maior coesão e consenso sobre a relevância de cada um dos 

diferentes aspectos avaliados para a separação taxonômica ao nível de gênero. 
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Figura 7 - Análise 

filogenética das linhagens 

representantes da ordem 

Nostocales (exceto 

Nostocaceae) com base na 

sequência do 16S RNAr 

usando o método máxima 

verossimilhança. Valores 

de re-amostragem acima 

de 50% estão apresentados. 

O caracter □ indica os 

isolados de E. edulis, ○ de 

M. neesii e ◊ de G. 

gardneriana; sendo em 

preto os do núcleo Sta. 

Virgínia e em cinza os de 

Picinguaba 
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Um total de 18 linhagens isoladas no presente estudo apresentou características 

morfológicas relacionadas ao gênero Nostoc. As sequências do gene 16S RNAr das  

18 linhagens apresentaram identidade de ao menos 97% com outras sequências de Nostoc spp. 

(Tabela 3). Morfologicamente, linhagens desse gênero apresentam tricomas isopolares, que 

podem estar organizados em colônias aglomeradas, envoltos bor baínha ou mucilagem; 

heterócitos terminais e/ou intercalares e acinetos (KOMÁREK; ANAGNOSTIDIS, 2005). 

Apesar da semelhança morfológica, a reconstrução filogenética mostrou uma ampla 

variabilidade genética entre as linhagens (Figura 9). Desta forma, o critério adotado como 

corte para determinação de gênero dentro da família Nostocaceae foi o nível de similaridade 

de sequência maior ou igual a 98 %. 

Apenas a sequência da linhagem Nostoc sp. CENA356 agrupou-se com o clado típico 

do gênero, contendo as sequências de N. commune e N. muscorum (Figura 9, Clado A) 

(HROUZEK et al., 2013). Todas as demais distribuíram-se ao longo de seis clados distintos.  

A linhagem Nostocaceae CENA352 agrupou-se próxima ao grupo típico de Nostoc, mas 

apresentou particularidades em sua morfologia, uma vez que comporta-se planctonicamente 

no cultivo em meio de cultura líquido, de modo que não se observou a formação de colônias 

nas condições de cultivo. Além disso, possui tricomas e heterócitos terminais e intercalares 

delicados. Também foi observada a ocorrência de algumas células terminais e intercalares 

morfologicamente distintas das demais, possivelmente associadas ao momento da divisão 

celular e formação dos acinetos (Figura 8-E). Na reconstrução filogenética, a sequência desta 

linhagem agrupa-se com as sequências de Nostoc ellipsosporum CCAP 1453/15 e Nostoc 

punctiforme SAG 60.79, com as quais compartilha 99,2 % e 97,9 % de identidade, 

respectivamente.  

As sequências das linhagens CENA362, CENA363, CENA365, CENA371, CENA380, 

CENA383 e CENA386, identificadas morfologicamente como Nostoc spp, agruparam-se com 

membros do gênero recém proposto, Desmonostoc (HROUZEK et al., 2013), em um clado 

com valor de reamostragem de 72 %. Esse gênero é definido por linhagens que apresentam as 

mesmas características morfológicas de Nostoc, porém com tricomas preferencialmente mais 

longos e com menor agregação em colônias. Além disso, é um grupo monofilético e robusto 

filogeneticamente que abriga linhagens provenientes de diversos ambientes, inclusive 

epifíticas. As seis linhagens isoladas nesse estudo apresentaram também essas características 

morfológicas, de modo que foram identificadas como membros do gênero Desmonostoc. 

A linhagem Nostocaceae CENA376 possui tricomas altamente compactos, em densa 

mucilagem, sendo rara a visualização de tricomas livres (Figura 8-B). Na reconstrução 
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filogenética, a sequência dessa linhagem agrupou-se com a de Cronbergia siamensis SAG 

B11.82, isolada de solo de tabuleiro de arroz irrigado da Tailândia, com a qual compartilha 

97,2% de identidade de sequência. Esse gênero apresenta as características morfológicas de 

Nostoc e foi recentemente proposto baseando-se na forma como essa linhagem diferencia os 

heterócitos (KOMÁREK; ZAPOMELOVÁ; HINDÁK, 2010). Além disso, abriga morfotipos 

antes identificados como Anabaena, Cylindrospermum e Richelia, linhagens cuja 

característica comum é o hábito planctônico. Até o momento, não foi observado o perfil de 

desenvolvimento dos heterócitos de CENA376. Todavia, apesar de os autores afirmarem que 

uma difença na identidade de sequência de até 3% já ter sido observada entre linhagens desse 

gênero, a morfologia de CENA376 a exclui do gênero Crombergia. Ainda, ao adicionarmos 

na reconstrução filogenética, a outra sequência disponível para o gênero,  Crombergia sp. 

PCC7417, ela se aloca em um clado não relacionado com CENA376 e C. siamensis SAG 

B11.82; mostrando que Crombergia não é um gênero suportado filogeneticamente. 

Além das linhagens CENA352 e CENA376, mais oito linhagens apresentaram 

identidade menor que 98% com sequências disponíveis no banco de dados, sendo 

identificadas apenas ao nível de família. Além disso, não foi possível determinar um 

posicionamento filogenético estável para essas sequências. As únicas informações 

filogenéticas obtidas foram que as sequências das linhagens CENA357, CENA368, 

CENA373 e CENA379 ficam sempre próximas à um grupo de Nostoc sp. oriundas de 

biofilmes, e CENA358 e CENA369 próximas à linhagem Nostoc ellipsosporum V (Figura 9). 

O perfil filogenético observado mostra que as linhagens de Nostocaceae isoladas nesse 

estudo são geneticamente e morfologicamente diversas e a grande maioria não está 

relacionada com os grupos de Nostoc mais conhecidos. Sendo assim, mais informações sobre 

esses novos grupos são necessárias para se inferir corretamente sobre seu posicionamento 

filogenético. Outro fator interessante foi que, assim como observado nas linhagens 

homocitadas, o ambiente de origem foi relevante e afetou a distribuição filogenética das 

linhagens, uma vez que observamos um clado de Desmonostoc formado apenas por linhagens 

epifíticas (57% de bootstrap) e uma relação entre quatro linhagens isoladas com sequências 

oriundas de biofilmes. 
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Figura 8 - Fotomicrografias das linhagens da família Nostocaceae isoladas nesse estudo. 

Nostocaceae CENA388 (A), CENA376 (B), CENA356 (C), CENA389 (D), CENA352 (E), CENA358 

(F), CENA369 (G), CENA357 (H), CENA368 (I) e CENA373 (J), Desmonostoc sp. CENA371 (K) e 

CENA383 (L), Nostocaceae CENA379 (M), Desmonostoc sp. CENA363 (N), CENA365 (O), 

CENA386 (P), CENA380 (Q) e CENA362 (R). A barra refere-se à escala a 20 µm. 
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Figura 9 - Análise filogenética das linhagens representantes da ordem Nostocales, família 

Nostocaceae, com base na sequência do 16S RNAr usando o método máxima verossimilhança. 

Valores de re-amostragem acima de 50% estão apresentados. O caracter □ indica os isolados de E. 

edulis, ∆ de G. opposita, ○ de M. neesii e ◊ de G. gardneriana; sendo em preto os do núcleo Sta. 

Virgínia e em cinza os de Picinguaba 
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A relevância do ambiente nos agrupamentos, assim como a distância filogenética entre 

os novos grupos caracterizados e os clados tradicionais de Nostoc já havia sido observada em 

trabalhos prévios realizados em nosso laboratório. Linhagens isoladas em lagoas salino-

alcanilas do Pantanal e Antártica formaram dois novos clados, não relacionados entre si, 

também não relacionados nem ao clado típico do gênero, nem à grupos conhecidos de Nostoc 

spp. (GENUÁRIO et al., 2013a; 2013b).  

O gênero Nostoc possui ampla ocorrência e abriga organismos aquáticos, terrestres, e 

associado à algas, fungos, musgos e plantas superiores (KOMÁREK; HAUER, 2009 - 

CyanoDB). Filogeneticamente é bastante heterogêneo, com a maioria das sequências 

disponíveis distantemente relacionadas com o clado típico (HROUZEK et al., 2005; 

LUKESOVÁ et al., 2009; PAPAEFTHIMIOU et al., 2008; RAJANIEMI et al., 2005). A 

literatura já mostra a existência de outros clados robustos formados por linhages contendo 

características morfológicas de Nostoc spp, distantemente relacionados ao grupo típico 

(HROUZEK et al., 2005). Por conta disso, nos últimos anos, diversos estudos têm ressaltado a 

necessidade de uma revisão no gênero Nostoc (PAPAEFTHIMIOU et al., 2008; RAJANIEMI 

et al., 2005; REHAKOVA et al., 2007). Esta revisão começou a ser feita este ano, com a 

publicação do gênero Desmonostoc (HROUZEK et al., 2013). 

 

6.2  Bioprospecção 

 

6.2.1 Ensaios colorimétricos para detecção de AIA e sideróforos 

 

As linhagens Chroococcidiopsis sp. CENA367, Pleurocapsa sp. CENA351, 

Pseudanabaenaceae CENA359 e CENA374, Leptolyngbya sp. CENA372 e CENA387, 

Brasilonema sp. CENA381 e CENA382, Nostocaceae CENA352, CENA368, CENA376, 

CENA388 e Desmonostoc sp. CENA383 foram identificadas como possíveis produtoras de 

AIA pelo teste colorimétrico de Salkowski. Nas condições testadas, as alterações 

colorimétricas não foram observadas a olho nu, sendo que a seleção de linhagens 

possivelmente sintetizantes de AIA, assim como as estimativas de concentração dos ácidos 

indólicos foi realizada baseando-se numa curva padrão. A concentração dos ácidos indólicos 

nas 13 linhagens testadas variou de 0,22 a 0,57 µg/mL, sendo a maior em Chroococcidiopsis 

sp. CENA367 e a menor em Nostocaceae CENA352 (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Concentração de ácidos indólicos determinada por espectrofotometria, para 

as 13 linhagens identificadas como potenciais produtoras. 

Linhagem Concentração (µg/mL) 

Brasilonema sp. CENA381 0,2 

Brasilonema sp. CENA382 0,3 

Chrooccocidiopsis sp. CENA367 0,6 

Desmonostoc sp. CENA383 0,4 

Leptolyngbya sp. CENA372 0,3 

Leptolyngbya sp. CENA387 0,3 

Nostocaceae CENA352 0,2 

Nostocaceae CENA368 0,3 

Nostocaceae CENA376 0,3 

Nostocaceae CENA388 0,2 

Pleurocapsa sp. CENA351 0,3 

Pseudanabaenaceae CENA359 0,2 

Pseudanabaenaceae CENA374 0,3 

 

A biossíntese do regulador de crescimento vegetal ácido- indol acético (AIA) é 

amplamente distribuída entre as bactérias que colonizam a filosfera (BRANDL et al., 2002; 

FETT et al., 1987; LINDOW et al., 1998), entretanto, o motivo pelo qual esses micro-

organismos são capazes de produzir esse hormônio vegetal ainda não é completamente 

entendido. A capacidade de produção de AIA por bactérias epifíticas já foi associada a uma 

maior competitividade durante a colonização de plantas hospedeiras (BRANDL et al., 1998) e 

à resistência ao estresse hídrico (MANULIS et al., 1998). Ainda, o AIA promove 

afrouxamento da parede celular em concentrações muito baixas, podendo estimular a 

liberação de açúcares da parede celular vegetal (FRY, 1989; GOLDBERG, 1980). Como a 

filosfera é um ambiente limitado em nutrientes, parece coerente que esse seja um mecanismo 

para ampliar tal disponibilidade para a comunidade microbiana simbionte. Os dados obtidos 

sugerem o potencial de produção de AIA por 13 das 40 linhagens isoladas, entretanto, 

técnicas mais refinadas, tais como cromatografia líquida de alta performance (HPLC) ou 

espectrometria de massas, com o uso de padrões, devem ser conduzidas para a confirmação 

desse potencial. 

Nenhuma das 40 linhagens isoladas foi positiva para a produção de sideróforos pelo 

ensaio com o corante cromoazurol S (CAS) nas condições testadas.  
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6.2.2 Busca por moléculas conhecidas 

 

 

6.2.2.1 Aeruginosina e Cianopeptolina 

 

Utilizando infusão direta em modo MRM (Monitoramento Múltiplo de Reação, do 

inglês Multiple Reaction Monitoring) foi possível a identificação de possíveis variantes de 

cianopeptolina e aeruginosina.  

Um novo congênere de cianopeptolina (Cl-775) foi identificado, o qual foi produzido 

pelas linhagens Chroococcidiopsis sp. CENA367 e Desmonostoc sp. CENA383. A 

fragmentação do íon m/z 775 em Chroococcidiopsis sp. CENA367 gerou os íons m/z 243 

(fenilalanina) e 127 (tirosina clorada) (Fig. 10). Enquanto que a fragmentação do íon m/z 776 

em Desmonostoc sp. CENA383 gerou os íons m/z 243, 127, 101, 97 e 72 (TOOMING-

KLUNDERUD et al., 2007) (Fig. 11). Esses dados foram publicados pelo nosso grupo no 

trabalho de Silva-Stenico e colaboradores (2012).  

 

 
Figura 10 - Fragmentação do íon m/z 775 obtido no espectro de massas do extrato metanólico de 

Chroococcidiopsis sp. CENA367. 

 

 
Figura 11 - Fragmentação do íon m/z 776 obtido no espectro de massas do extrato metanólico de 

Desmonostoc sp. CENA383. 
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A linhagem Pseudanabaenaceae CENA355 foi identificada como potencialmente 

produtora de cianopeptolina, visto que apresentou o íon m/z 578, que fragmentado gerou 

fragmentos m/z 150 (tirosina metilada) e 181 (3-amino-6-hidroxi-piperidona e leucina) 

(CZARNECKI et al., 2006) (Fig. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 - Fragmentação do íon m/z 578 obtidos no espectro de massas do extrato metanólico de 

Pseudanabaenaceae CENA355. 

 

Dez linhagens apresentaram potencial para produção de aeruginosina. Microchaetaceae 

CENA354 apresentou o íon m/z 679, que fragmentado gerou os íons m/z 100 (fragmento 

argal), m/z 140 (ácido 2-amino-6-carboxi hidroxi-octahidro-indole - Choi) (ANAHAS; 

GAYATHRI; MURALITHARAN; WELKER et al., 2004) (Fig. 13). As linhagens 

Desmonostoc sp. CENA371 e CENA386 apresentaram perfil similar, contendo sete íons (m/z 

864, 878, 984, 1018, 1004, 1012 e 1032), que quando fragmentados geraram os íons m/z 140. 

Dentre esses, os íons m/z 864 e 878 e os íons m/z  984, 1018, 1004, 1012 e 1032 tiveram 

espectros fragmentação muito similares, sugerindo um “esqueleto” estrutural semelhante. 

Outros íons característicos de aeruginosina (m/z 101 e 84 - íons Lys-Immonium e m/z 70 - íon 

Pro-Immonium) foram identificados na fragmentação de alguns dos íons m/z acima 

mencionados (Figs. 14 e 15). 
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Figura 13 - Fragmentação do íon m/z 679 obtido no espectro de massas do extrato metanólico de 

Microchaetaceae CENA354. 
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Figura 14 - Fragmentação do íon m/z 864 (similar à fragmentação do íon m/z 878) obtido no 

espectro de massas do extrato metanólico de Desmonostoc sp. CENA371 e CENA386. 
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Figura 15 - Fragmentação do íon m/z 1012 (similar à fragmentação dos íons m/z 984, 1004, 1012 e 

1032) obtido no espectro de massas do extrato metanólico de Desmonostoc sp. CENA371 e 

CENA386. 
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As linhagens Nostocaceae CENA352, CENA358 e CENA369, Brasilonema sp. 

CENA360, CENA361, CENA381 e CENA382 apresentaram os íons m/z 865 e m/z 851, que 

podem estar relacionados com uma nova classe de aeruginosinas descrita em Nostoc sp. 

(KAPUŚCIK et al., 2013). Além disso, fragmentos de m/z característicos foram detectados na 

fragmentação dos dois íons (m/z 72 - íon Val-immonium e m/z 86 - íon Leu-immonium). 

Apesar dos dados químicos obtidos, nenhuma das linhagens acima apresentou 

amplificação específica nas condições testadas por PCR. Chroococcidiopsis sp. CENA367 e 

Desmonostoc sp. CENA383 apresentaram amplificação inespecífica para cianopeptolina, ou 

amplificação de fragmentos de tamanho maiores do que o esperado e essas sequências tiveram 

alguma similaridade a regiões não anotadas de genomas de Nostoc spp.; Pseudanabaenaceae 

CENA355 não apresentou sinal de amplificação. Também não se observou sinal de 

amplificação para aeruginosina nas 10 linhagens identificadas como potenciais produtoras. 

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados nesse estudo para a detecção dos 

agrupamentos gênicos da cianopeptolina e aeruginosina foram desenvolvidos baseando-se em 

sequências de Microcystis aeruginosa (CADEL-SIX et al., 2008), linhagem de taxonomia e 

ecologia diferentes das linhagens isoladas nesse estudo. Além disso, o produto da 

amplificação de ambos os conjuntos de iniciadores são espaços intergênicos, de modo que 

alterações na configuração dos agrupamentos gênicos em relação à posição dos genes pode 

resultar na ausência de amplificação. 

 

6.2.2.2 Microcistina 

 

As linhagens Nostocaceae CENA352, Desmonostoc sp. CENA371 e Microchaetaceae 

CENA354 foram identificadas como potenciais produtoras de microcistina (MCY). Na 

linhagem Nostocaceae CENA352 foi identificado o íon m/z 994, correspondente à MCYST-

LR cuja fragmentação gerou os íons m/z 135 (Adda-3-amino-9-metóxi-2,6,8-trimetil-10-fenil-

4,6-decadienóico ácido), que confere toxicidade à molécula de MCY e 213 (Glu-Mdha) 

(NAMIKOSHI et al., 1992) (Figura 16). Na linhagem Desmonostoc sp. CENA371 foi 

identificado o íon m/z 1033, correspondente a uma possível nova variante de microcistina, 

cuja fragmentação gerou os íons m/z 135 e 599 (Arg-Adda-Glu-H) (WELKER et al., 2002) 

(Fig. 17). A linhagem Microchaetaceae CENA354 apresentou o íon m/z 914 (possível nova 

variante), cuja fragmentação gerou os fragmentos m/z 135 e 375 (Adda-Glu-Mdha) 

(WELKER et al., 2002) (Fig. 18). 
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Figura 16 - Fragmentação do íon m/z 994 obtido no espectro de massas do extrato metanólico de 

Nostocaceae CENA352. 

 

 
 

Figura 17 - Fragmentação do íon m/z 1033 obtido no espectro de massas do extrato metanólico de 

Desmonostoc sp. CENA371. 

 

 
Figura 18 - Fragmentação do íon m/z 914 obtido no espectro de massas do extrato metanólico de 

Microchaetaceae CENA354. 
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Apesar das linhagens Nostocaceae CENA352, Desmonostoc sp. CENA371 e 

Microchaetaceae CENA354 terem sido identificadas como potenciais produtoras de 

microcistina, nenhum dos genes associados à sua via biossíntética avaliados (mcyD, mcyE e 

mcyG) apresentaram amplificação nas condições testadas.  

Sabe-se que as condições de cultivo nem sempre favorecem a produção de certas 

moléculas, de modo que muitas vezes não se consegue detectar determinadas substâncias 

apesar da linhagem ter o potencial genético de produção. Além disso, a presença de um ou 

alguns genes associados à via biossintética de determinada molécula não garante que a 

linhagem possua toda a maquinaria necessária para sua síntese. Ainda, limitações em ambas 

as abordagens raramente permitem resultado coerente entre ambos, de modo que devemos ser 

cautelosos quanto às interpretações dos resultados obtidos. Assim, a confirmação da produção 

de uma determinada molécula só se dá por meio de purificação e análise desta, utilizando 

comparações com padrões comerciais e banco de dados químicos, podendo ser necessárias 

análises da conformação da molécula, por ressonância magnética nuclear (RMN).  

 

6.2.2.3 Microviridina 

 

Todas as linhagens foram testadas quanto ao seu potencial para produção do inibidor de 

protease microviridina por PCR de três genes associados à sua via biossintética, o gene mdnA, 

que codifica para o peptídeo precursor da microviridina e os genes  mdnB e mdnC, os quais 

codificam para ATP-grasp ligases responsáveis pela macrociclização do peptídeo (ZIEMERT 

et al., 2008). 

As linhagens Nostocaceae CENA358, CENA376, Desmonostoc sp. CENA365 e 

Chroococcidiopsis sp. CENA353 apresentaram amplificação para os três genes; outras oito 

linhagens apresentaram amplificação para dois genes e nove linhagens para ao menos um dos 

genes testados (Tabela 7).  

Do mesmo modo que a presença dos três genes é um forte indício de potencial para 

produção da molécula (considerando-se que trata-se de uma via de síntese ribossômica), o 

fato de algumas linhagens não apresentarem amplificação para algum dos genes testados não 

implica na sua incapacidade de sintetizar a molécula, pois os iniciadores utilizados foram 

desenvolvidos para linhagens de Microcystis, isoladas de ambientes aquáticos, grupo 

distantemente relacionado, filogeneticamente e ambientalmente, com as linhagens desse 

estudo. Ainda, os iniciadores utilizados apresentaram baixa eficiência de amplificação, de 
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modo que apesar de obter-se uma amplificação específica (apenas uma banda e de tamanho 

esperado amplificada), a concentração do produto final foi sempre baixa (de 2-10 ng 

DNA.µL
-1

).  

Até novembro de 2013 41 sequências para “Microviridin” foram depositadas no banco 

de dados GenBank (NCBI). Dessas, a maioria das sequências é proveniente de Microcystis 

spp., duas são de Planktothrix spp. (uma não publicada), todas planctônicas, e uma Nostoc 

(também não publicada). A produção de microviridina já foi detectada também em uma 

linhagem de Oscillatoria agardhii (SHIN et al., 1996). Desse modo, esse trabalho é pioneiro 

na caracterização desses genes em Chroococcidiopsis spp. e Desmonostoc spp. e na busca 

desses genes em linhagens de outros gêneros no ambiente de filosfera. O fato de outros 

gêneros possuírem esses genes indica que o potencial para a produção da microviridina é 

amplamente distribuído no filo Cyanobacteria. 

Selecionou-se para sequenciamento e análise filogenética apenas os produtos de 

amplificação de linhagens positivas para os três genes testados: Nostocaceae CENA358 e 

CENA376, Desmonostoc sp. CENA365 e Chroococcidiopsis sp. CENA353 (APÊNDICE B). 

A análise filogenética do gene que codifica para o precursor da microviridina mdnA (Figura 

19) mostra que as sequências geradas nesse estudo agrupam-se em dois clados distintos. Essa 

distinção se dá pelo fato de as linhagens Nostocaceae CENA376 e Chroococcidiopsis sp. 

CENA353 apresentarem uma substituição histidina por uma leucina na porção N-terminal do 

precursor, diferente das demais. Do mesmo modo, Nostocaceae CENA358 e Desmonostoc sp. 

CENA365 diferem das demais na porção C-terminal, onde apresentam a deleção de uma 

valina e diversas substituições de aminoácidos. Já os genes mdnB e mdnC tiveram uma 

distribuição homogênea e seguiram um mesmo padrão de distribuição na análise filogenética, 

ambos distantemente relacionados às sequências de Planktothrix spp. e Nostoc sp. disponíveis 

(Figura 20- A e B). 
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Tabela 7 - Amplificação dos genes mdnA, mdnB e mdnC nas linhagens isoladas nesse estudo

  

 Linhagem 
Microviridina 

mdnA mdnB mdnC 

Brasilonema sp. CENA360 - - - 

Brasilonema sp. CENA361 + - - 

Brasilonema sp. CENA366 + + - 

Brasilonema sp. CENA381 - - + 

Brasilonema sp. CENA382 + - - 

Chroococcidiopsis sp. CENA353 + + + 

Chroococcidiopsis sp. CENA367 + - + 

Desmonostoc sp. CENA362 - - - 

Desmonostoc sp. CENA363 - - - 

Desmonostoc sp. CENA365 + + + 

Desmonostoc sp. CENA371 - - - 

Desmonostoc sp. CENA380 - - - 

Desmonostoc sp. CENA383 - - - 

Desmonostoc sp. CENA386 + - + 

Leptolyngbya sp. CENA350 - - - 

Leptolyngbya sp. CENA364 - - - 

Leptolyngbya sp. CENA372 - - - 

Leptolyngbya sp. CENA375 - - - 

Leptolyngbya sp. CENA377 + - - 

Leptolyngbya sp. CENA387 - - - 

Microchaetaceae CENA354 + - + 

Nostoc sp. CENA356 - - - 

Nostocaceae CENA352 + - + 

Nostocaceae CENA357 + - - 

Nostocaceae CENA358 + + + 

Nostocaceae CENA368 - - - 

Nostocaceae CENA369 - - - 

Nostocaceae CENA373 + - - 

Nostocaceae CENA376 + + + 

Nostocaceae CENA379 - - + 

Nostocaceae CENA388 - - - 

Nostocaceae CENA389 - - - 

Oculatella sp. CENA370 - - - 

Pleurocapsa sp. CENA351 + + - 

Pseudanabaenaceae CENA355 + - - 

Pseudanabaenaceae CENA385 + - + 

Pseudanabaenaceae CENA359 + - - 

Pseudanabaenaceae CENA374 + - - 

Pseudanabaenaceae CENA378 + + - 

Pseudanabaenaceae CENA384 - - - 

+ significa presença e – ausência de amplificação. 
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A porção referente aos últimos 13 a 16 aminoácidos da região C-terminal do peptídeo 

precursor confere as novas isoformas de microviridina (ZIEMERT et al., 2010), e estas, por 

sua vez, apresentam diferentes capacidades inibitórias das enzimas tripsina, quimiotripsina e 

elastase. Atualmente, são conhecidas 14 variantes de microviridina (FUJII et al., 2000; 

ISHITSUKA et al., 1990; MURAKAMI et al., 1997; OKINO et al., 1995; RESHEF; 

CARMELI, 2006; ROHRLACK et al., 2003; SHIN et al., 1996; ZIEMERT et al., 2010). 

Ziemert e colaboradores (2012) em uma busca em linhagens de Microcystis isoladas e em 

amostras ambientais, identificaram 15 possíveis novas variantes de microviridina baseando-se 

na sequência do gene mdnA e confirmaram por estudos refinados envolvendo expressão 

heteróloga a variante L-microvirinin. No presente trabalho, encontrou-se quatro possíveis 

novas variantes, sendo uma delas idêntica à sequência encontrada por Hoff-Risseti (2012) em 

quatro linhagens de M. aeruginosa e três ainda não descritas (Tabela 8). 

 

 

 

 

Figura 19 - Árvore filogenética de sequências de aminoácidos do gene mdnA. As linhagens 

sequenciadas neste estudo estão em negrito. Valores de reamostragem acima de 50% segundo método 

nas análises de neighboor joining (NJ)/ máxima verossimilhança (ML) estão apresentados.* 

corresponde a valores < 50 %. 

 

 

 



82 

 

 

 

 

 

Figura 20 - Árvores filogenéticas de sequências de aminoácidos de genes associados à via 

biossintética da microviridina . mdnB (A) e mdnC (B). As linhagens sequenciadas neste estudo estão 

em negrito. Valores de reamostragem acima de 50% segundo método nas análises de neighboor 

joining (NJ)/ máxima verossimilhança (ML) estão apresentados. – indica agrupamento não formado 

 

 

 

A 
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Tabela 8 - Sequências de aminoácidos da porção C-terminal do gene mdnA das diferentes 

variantes de microviridina 

Linhagem Sequência de aminoácidos na região C-

terminal 

Variante 

mdn 

Referência 

T X1 K Y P S D X2 E X3 X4   

M.aeruginosa 

NIES-843 

 F      W  D Y L ZIMERT et al, 2010 

M.aeruginosa 

NIES-298 

 L      W  E Y A,B,C,

G,H,I 

ISHITSUKA et al., 

1990; OKINO et al., 

1995; MURAKAMI 

et al., 1997 

Oscillatoria 

agardhii 

NIES204 

 Y      F  D F E
2
 SHIN et al., 1996 

Oscillatoria 

agardhii 

NIES204 

 M      W  D Y D
2
 SHIN et al., 1996 

M. aeruginosa 
IL-215 

 R      W  HO-D Y SD
1,2

 RESHEF; 

CARMELI, 2006 

M. aeruginosa 
MRC 

 R      W  E W J ROHRLACK et al., 

2003 

M. aeruginosa 

SPC777, 

NPCD-1, NPJB-

1,e NPLJ-4 

 F      W  D F Nd HOFF-RISSETI, 

2012 

M. aeruginosa 

SPC697 

 R  F    W  E F Nd HOFF-RISSETI, 

2012 

Nostocaceae 

CENA358 

 F      W  D F Nd Este estudo, HOFF-

RISSETI, 2012 

Desmonostoc 

sp. CENA365 

 F      C  D F Nd Este estudo 

Nostocaceae 

CENA376 

 R      E  G F Nd Este estudo 

Chroococcidiops

is sp. CENA353 

 R      W  G F Nd Este estudo 

X representa os aminoácidos variáveis. 
1
existem três variações de isoformas SD. 

2
Aminoácido 

determinado por análises químicas. Em negrito, as linhagens analisadas nesse estudo. Nd: não 

determinado. 

 

6.3 Análise filogenética do gene nifH das potenciais linhagens diazotróficas isoladas 

 

Foi realizada uma busca por potenciais linhagens diazotróficas pela amplificação e 

sequenciamento do gene nifH. Das 40 linhagens isoladas, 26 apresentaram o gene. Dentre 

elas, todas as representantes da ordem Nostocales e as duas linhagens homocitadas: 

Leptolyngbya sp. CENA350 e CENA375. 
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Apesar de possuírem o gene nifH, ambas as linhagens homocitadas foram incapazes de 

sobreviver em meio de cultura sem fontes de nitrogênio, o que demonstra sua incapacidade de 

realizar o processo de FBN nas condições de cultivo. Essa incapacidade pode indicar ou que 

essas linhagens não possuem todos os genes nif necessários para a FBN, ou que as condições 

de cultivo as impeçam de realizar a FBN. É sabido que para realizar a FBN é necessário um 

ambiente anóxico, e este é alcançado pelas cianobactérias homocitadas através de uma 

separação espacial ou temporal entre a fotossíntese e a FBN e de conformações estruturais tais 

como disposição dos filamentos/tricomas em feixes, agregação de colônias, etc (BERMAN-

FRANK; LUNDGREN; FALKOWSKI, 2003; FIORE; HONDA, 2008). Ainda, já foi 

reportado que a FBN por Leptolyngbya spp. em cultura depende de seu consórcio com 

bactérias heterotróficas, que consomem o O2 gerado na fotossíntese (LI et al., 2010). 

Os genes nifH foram amplificados e sequenciados (APÊNDICE C). A comparação das 

sequências de nucleotídeos de nifH com o banco de dados mostrou que as sequências geradas 

neste estudo apresentaram identidade de ao menos 84% com sequências de bactérias 

diazotróficas não cultivadas e cultivadas (Tabela 9). 

 

Tabela 9 - Análise de identidade baseada em nucleotídeos entre as sequências de nifH geradas 

nesse estudo (325 nt) com as depositadas no GenBank (NCBI) 

Linhagem *Sequências com maior identidade e cobertura 

(Blastn) 

C (%) I (%) 

Leptolyngbya sp. CENA350 Uncultured bacteria (HE803101)  100 90 

 Leptolyngbya sp. LEGE 06188 (KC256766)  99 87 

Leptolyngbya sp. CENA375 Uncultured bacteria  (FN985215)  98 97 

 Anabaena sp. LCRNK_23 (HQ836199) 96 88 

Microchaetaceae CENA354 Uncultured bacteria (AY360969)  96 98 

 Tolypothrix sp. JCT-1 (DQ531682) 94 97 

Brasilonema sp. CENA360 Uncultured bacteria (EF548044)  93 99 

 Mastigocladus laminosus CCMEE 5319 (EF570568)  99 89 

Brasilonema sp. CENA361 Uncultured bacteria (EF548051)  93 99 

 Anabaena azotica FACHB-118 (DQ294218)  99 90 

Brasilonema sp. CENA366 Uncultured bacteria (EF548093)  92 98 

 Fischerella sp. Ind81 (JQ246560) 83 97 

Brasilonema sp. CENA381 Uncultured bacteria (EF548051)  93 99 

 Anabaena azotica FACHB-118 (DQ294218) 99 89 

Brasilonema sp. CENA382 Uncultured bacteria (EF548044) 93 99 

 Mastigocladus laminosus CCMEE 5319 (EF570568)  99 89 

Nostocaceae CENA352 Uncultured bacteria (JX268478)  99 98 

 Nostoc sp. PTV (JQ259186)  99 98 

Nostoc sp. CENA356 Uncultured bacteria (EF988407)  99 96 

 Nostoc sp. LEGE 06150 (KC256764)  99 95 

  Continua 

   

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/387155992?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1Z3ZPCPM014
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  Continuação 

Linhagem *Sequências com maior identidade e cobertura 

(Blastn) 

C (%) I (%) 

Nostocaceae CENA357 Anabaena sp. I1 (AF124378) 99 93 

 Cylindrospermum stagnale PCC 7417 (CP003642) 100 93 

Nostocaceae CENA358 Uncultured bacteria (DQ480994)  99 95 

 Nostoc punctiforme PCC 73102 (CP001037) 99 95 

Desmonostoc sp. CENA362 Uncultured bacteria (JX268478)  99 98 

 Nostoc sp. 'J. Gallon' (L15551) 99 98 

Desmonostoc sp. CENA363 Uncultured bacteria (JX268478) 99 98 

 Nostoc sp. 'J. Gallon' (L15551) 98 98 

Desmonostoc sp. CENA365 Uncultured bacteria (EU048129)  99 97 

 Calothrix sp. PCC 7507 (CP003943) 99 90 

Nostocaceae CENA368 Anabaena sp. I1 (AF124378) 99 93 

 Cylindrospermum stagnale PCC 7417 (CP003642) 100 93 

Nostocaceae CENA369 Uncultured bacteria (JF827764)  99 85 

 Anabaenopsis sp. NRE1 (AY461415) 98 84 

Desmonostoc sp. CENA371 Uncultured bacteria  (JN887876)  99 94 

 Nostoc punctiforme PCC 73102 (CP00103) 99 94 

Nostocaceae CENA373 Uncultured bacteria  (EF548110)  91 91 

 Anabaena sp. CH1 (DQ294217)  98 85 

Nostocaceae CENA376 Anabaena sp. I1 (AF124378) 99 94 

 Uncultured bacteria  (DQ250415)  98 93 

Nostoc sp. CENA377 Uncultured bacteria (DQ480994)  99 94 

 Nostoc punctiforme PCC 73102 (CP001037) 100 94 

Nostocaceae CENA379 Uncultured bacteria  (EF548110)  91 91 

 Anabaena sp. PO1 (EU381351)  98 84 

Desmonostoc sp. CENA383 Uncultured bacteria (JX268478)  99 98 

 Nostoc sp. 'J. Gallon' (L15551) 99 98 

Desmonostoc sp. CENA386 Uncultured bacteria (JX268478)  99 98 

 Nostoc sp. 'J. Gallon' (L15551) 99 98 

Nostocaceae CENA388 Anabaena sp. I1 (AF124378) 100 94 

 Uncultured bacteria (KC412108)  97 92 

Nostocaceae CENA389 Uncultured bacteria (JF827764)  100 85 

 Mastigocladus laminosus CCMEE 5201 (EF570553) 98 84 

* Considerando ao menos uma linhagem cultivada. 

 

A distribuição filogenética do gene nifH das linhagens mostrou uma clara separação 

entre as linhagens homocitadas e heterocitadas (Fig. 21). Ainda, houve uma certa coerência 

entre a topologia obtida com a identificação das linhagens ao nível de família para as 

Brasilonema spp. (Scytonemataceae) e Microchaetaceae CENA354. Contudo, as linhagens da 

família Nostocaceae distribuíram-se em diversos clados ao longo de toda a árvore 

filogenética, agrupando-se diferentemente dos padrões obtidos na filogenia baseada no 16S 

RNAr (Figura 13). Tal resultado ilustra uma grande diversidade do gene nifH, e 

consequentemente, uma plasticidade funcional na FBN por membros dessa família. 
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As Brasilonema spp. agruparam-se em um clado formado exclusivamente por 

sequências oriundas de filosfera. Do mesmo modo, Nostoc sp. CENA356, Nostocaceae 

CENA358, Desmonostoc sp. CENA371 e CENA380 agruparam-se em um clado formado por 

sequências obtidas em ambientes epifíticos. Já Nostocaceae CENA369, CENA373, CENA379 

e CENA389 agruparam-se com sequências oriundas de ambientes epifíticos e de biofilme. 

Esses dados nos mostram uma tendência de agrupamento influenciada pelo ambiente, que 

pode ser explicada por convergência adaptativa, ou seja, as pressões seletivas comuns a esses 

ambientes determinaram a seleção de sequências gênicas similares, que conferem vantagens 

adaptativas na FBN aos organismos desses ambientes (YOUNG, 2000). 

O gene nifH é amplamente distribuído dentro do domínio Bacteria e atualmente é o mais 

utilizado em estudos de caracterização de comunidades diazotróficas. É um dos genes 

envolvidos na FBN com maior número de sequências depositadas nos bancos de dados 

públicos, com 32.852 sequências no banco de dados de genes funcionais FunGene (versão 7.3 

de 17/02/2013, http://fungene.cme.msu.edu/index.spr). A maioria das sequências de nifH de 

cianobactérias disponíveis são de organismos não cultivados, de modo que informações 

acerca desse gene em linhagens isoladas são escassas. Este é o primeiro trabalho que 

caracteriza o gene nifH em isolados da fiosfera da Mata Atlântica, e o segundo que o faz com 

linhagens brasileiras (GENUÁRIO, 2010). 

De modo geral, observamos uma baixa correlação entre o perfil filogenético observado 

para o gene 16S RNAr e nifH. Assim sendo, o uso do gene nifH como marcador filogenético 

deve ser realizado com cautela nas inferências ao nível genérico em Cyanobacteria, 

principalmente quanto se trata de linhagens de ambientes epifíticos e tropicais, sobre os quais 

ainda temos poucas informações disponíveis, quando comparadas às linhagens de água doce e 

de regiões temperadas. Essa baixa relação entre o perfil filogenético dos genes 16S RNAr e 

nifH já foi relatado por Genuário (2010) em um estudo com linhagens isoladas do manguezal 

brasileiro. 
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Figura 21 - Árvore filogenética do gene nifH. As linhagens sequenciadas neste estudo estão em 

negrito. Valores de reamostragem acima de 50% segundo método nas análises de neighboor joining 

(NJ)/ máxima verossimilhança (ML) estão apresentados. * indica reamostragem < 50%. O caracter □ 

indica os isolados de E. edulis, ∆ de G. opposita, ○ de M. neesii e ◊ de G. gardneriana; sendo em preto 

os do núcleo Sta. Virgínia e em cinza os de Picinguaba 
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6.4 Fixação biológica do nitrogênio pela linhagem Desmonostoc sp. CENA362 

 

A fixação biológica do nitrogênio atmosférico pela linhagem Desmonostoc sp. 

CENA362 foi determinada ao longo de 15 dias de cultivo. Em relação ao crescimento, a 

linhagem apresentou uma fase lag até 72 horas, seguida por uma uma sucessão alternada entre  

fases de crescimento exponencial (fase log) (Figura 22). Esse padrão de crescimento já foi 

observado em outros estudos (FIORE et al., 2005; VAZ, 2010) para micro-organismos dessa 

família e pode ser explicado pela sua variação morfológica e pela variação na conformação 

dos agregados formados. Em nenhum dos pontos observamos homogeneidade nos tipos 

celulares presentes na cultura em desenvolvimento, de modo que hormogônios, acinetos, 

tricomas vegetativos com e sem heterócitos, livres ou coloniais, foram observados em todas as 

fases do crescimento. A predominância de uma forma sobre as demais não foi quantificada. 

Entretando, observamos que as fases de crescimento exponencial estiveram sempre associadas 

ao desenvolvimento de hormogônios, enquanto que as demais fases relacionavam-se à 

diferenciação de heterócitos e conformação em densas colônias. 

As taxas de FBN obtidas variaram de 59 µg N2.g
-1

.h
-1

, valor obtido após 24 h, até o 

máximo de 755 µg N2.g
-1

.h
-1

 após 192 h (Figura 23). Esses valores são altos, quando 

comparados com outras linhagens diazotróficas de cianobactérias. Genuário (2010) estimou a 

FBN em linhagens de Nostoc sp. isoladas de solos de manguezal e encontrou valores variando 

de 18 a 76 pmol N2.g
-1

.h
-1

. Contudo, o autor coloca que essas linhagens apresentam baixa 

atividade específica comparada com os dados disponíveis em literatura. Um fator que limita a 

comparação dos dados gerados com os disponíveis é a utilização de diferentes unidades para 

relacionar a atividade específica da nitrogenase, tais como proteína total, biomassa fresca 

(COMPAORÉ; STAL, 2010; HROUZEK; LUKESOVA; SIMEK, 2004) e clorofila-a (FIORE 

et al., 2005; OHKI; ZEHR; FUJITA, 1992; YUNES et al., 1990). 
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Figura 22 – Curva de crescimento (massa seca) da linhagem Desmonostoc sp. CENA362 ao 

longo de 15 dias. O desvio padrão está indicado pelas barras. 

 

 

Figura 23 - Taxas médias de fixação biológica do nitrogênio (FBN) ao longo de 15 dias pela 

linhagem Desmonostoc sp. CENA362. O desvio padrão está indicado pelas barras 

 

Nos pontos iniciais, as maiores taxas de FBN sempre antecederam o crescimento da 

linhagem, mas este padrão desaparece a partir de 288 horas de cultivo. Esse perfil ilustra 

haver uma demanda de nitrogênio fixado para o crescimento da linhagem nas fases iniciais. Já 

nas fases seguintes, o crescimento não está correlacionado com a FBN. Essa correlação 

negativa sugere que a linhagem esteja utilizando nitrogênio estocado para seu crescimento. 

Outro ponto a se considerar é que esse decréscimo nas taxas de FBN após 192 h sugere 

que a linhagem esteja caminhando para uma fase de diferenciação de acinetos, uma vez que 

sabe-se que diferenciação de acinetos pode ser estimulada em resposta à baixa quantidade de 
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N2 (FAY; LYNN; MAJER, 1984). Essa hipótese foi corroborada pela morfologia da 

linhagem, que apresentou inúmeros tricomas em diferenciação para acinetos após 360h. 

Os dados gerados demostraram a alta eficiência de Desmonostoc sp. CENA362 em 

realizar a FBN e realçaram a necessidade de se conhecer alguns aspectos fisiológicos antes de 

estimar a real contribuição de uma linhagem no aporte de N. 

 

6.5 Diversidade de diazotróficos na filosfera de E. edulis, M. neesii e G. opposita 

 

Concomitantemente ao desenvolvimento do nosso estudo, foi realizada uma ampla 

avaliação acerca da diversidade bacteriana e FBN na Mata Atlântica (GÓMEZ, 2012). Nesse 

trabalho, a autora mostrou haver uma variação na FBN na filosfera de três das espécies de 

plantas utilizadas em nosso estudo, de modo que, independente da estação do ano, a FBN foi 

sempre maior em M. neesii, seguida por G. opposita e E. edulis. Na tentativa de se 

caracterizar essa comunidade diazotrófica e tentar entender a variação observada na FBN 

baseando-se na avaliação dos grupos bacterianos diazotróficos presentes, foi realizado o 

sequenciamento massivo do gene nifH a partir do DNA total extraído da filosfera dessas 

espécies. 

Um total de 221.661 sequências foram geradas, com tamanho médio de 308 nt. Após a 

filtragem por tamanho e qualidade, esse valor foi reduzido a 142.190. As sequências de 

nucleotídeos foram então agrupadas a 80% identidade e geraram 40 UTOs. Todas as UTOs 

formadas por menos de 5 sequências foram excluídas das análises subsequentes visando a 

eliminação de possíveis erros, de modo que restaram 22 UTOs para as análises subsequentes 

(APÊNDICE D). Os dados foram então rarefeitos por reamostragem randômica de modo a se 

trabalhar com o mesmo número de sequências (5.000) por amostra, uma vez que sabe-se que 

as estimativas de riqueza são dependentes do esforço amostral (HUGHES et al., 2001). 

A curva de rarefação mostrou diferentes perfis de saturação, sugerindo uma variação na 

diversidade de nifH nas diferentes amostras, independentemente da espécie de planta (Figura 

24). Todas as amostras tiveram altíssima cobertura (> 99%), indicando que a comunidade 

presente foi bem representada. A riqueza variou entre as espécies de planta, sendo maior em 

M. neesii, seguida por G. opposita e E. edulis. Entretanto, os índices de diversidade não foram 

dependentes da espécie de planta, o que indica a ausência de um efeito direto da espécie de 

planta na abundância dos diferentes grupos nas comunidades diazotróficas (Tabela 10). No 

trabalho desenvolvido por Gómez (2012), com o gene 16S RNAr, a riqueza e a diversidade 
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seguiram o mesmo padrão, sendo maiores em M. neesii, seguida por G. opposita e E. edulis, 

assim como as taxas de FBN observadas por Gómez (2012).  

A influência da espécie de planta sobre a comunidade de diazotróficos pode ser 

visualizada também na análise de NMDS, onde, com exceção da amostra G2, os pontos 

referentes às amostras de cada espécie de planta apresentaram uma tendênica a agrupamento  

(stress = 0,08) (Figura 25). 

 

 

Figura 24 - Curva de rarefação de nifH para as cinco amostras das três espécies de planta analisadas. 

Dados gerados após reamostragem para obtenção de mesmo número de sequência por amostra (5000). 

As UTOs foram geradas a 80% de identidade de nucleotídeos. B = M. neesii, G = G. opposita e E = E. 

edulis 
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Figura 25 - Análise multivariada de escalonamento multidimensional não-métrico (NMDS) 

considerando as cinco amostras das três espécies vegetais analisadas, onde B = M. neesii, G = G. 

opposita e E = E. edulis 

 

 

Tabela 10 - Estimativa de riqueza, índices de diversidade de nifH e cobertura das sequências 

geradas nas cinco amostras das três espécies vegetais analisadas 

Amostra Chao1 Índices de Diversidade C 

Shannon Simpson 

B1 18,0
a
 1,8 0,6 0,99 

B2 17,0
 a
 2,7 0,8 0,99 

B3 16,0
 a
 1,7 0,6 0,99 

B4 15,0
 a
 2,9 0,8 0,99 

B5 15,0
 a
 1,5 0,4 0,99 

G1 14,5
 b
 2,6 0,8 0,99 

G2 14,0
 b
 3,0 0,8 0,99 

G4 13,5
 b
 1,3 0,8 0,99 

G5 13,5
 b
 1,2 0,4 0,99 

G6 14,0
 b
 2,8 0,5 0,99 

E1 12,0
 c
 2,4 0,7 0,99 

E2 11,0
 c
 2,6 0,8 0,99 

E3 10,0
 c
 1,9 0,6 0,99 

E4 9,0
 c
 2,1 0,7 0,99 

E5 8,0
 c
 2,0 0,7 0,99 

Letras iguais indicam que não houve diferença entre os valores comparados no teste de Tukey (p<0,05). B = M. 

neesii; G = G. opposita; E = E. edulis. C = Cobertura estimada da amostra: C = 1/(Nx/n), onde Nx é o número 

de sequências únicas e n o número total de sequências. 
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Para se determinar o valor de corte (cutoff) que permitisse melhor interpretação dos 

resultados gerados, foram testados em nosso trabalho também os valores de corte de 90 e 97% 

de identidade de sequência. O que observamos foi que ao agrupar sequências considerando 

uma maior identidade, o efeito da espécie de planta sobre a comunidade diazotrófica se 

mantém apenas para M. neesii a 90% e desaparece para todos os tratamentos a 97%.  Optamos 

pelo valor de corte de 80% baseando-se em literatura (DIAS et al., 2012), e por ser este o que 

nos permitiu uma melhor visualização do efeito da espécie hospedeira sobre a comunidade 

diazotrófica. Pereira e Silva e colaboradores (2013) utilizaram valor de corte de 90% em 

análises baseadas em sequências de aminoácidos, nível de menor variação intrínseca. 

O efeito de seleção da comunidade microbiana pela espécie de planta já foi reportado na 

Mata Atlântica (LAMBAIS, 2006; GONÇALVES, 2011; GOMÉZ, 2012). Nossos dados 

mostram haver também uma seleção funcional (da comunidade diazotrófica) exercida pela 

espécie de planta, de modo que as condições químicas (nutricionais e interacionais) e físicas 

(conformacionais e ambientais) às quais esses grupos são expostos no ambiente de filosfera de 

cada uma dessas espécies, module a sua ocorrência e, consequentemente, suas taxas de FBN. 

Contudo, outro estudo desenvolvido em filosfera de floresta tropical mostrou que a 

complexidade da comunidade diazotrófica não teve relação com as taxas de FBN e que a 

espécie de planta influenciou pouco a comunidade diazotrófica, de modo que as variações 

taxas de FBN foram atribuídas apenas à fatores ambientais (FURNKRANZ et al., 2008). 

Essas informações contrastantes indicam que mais estudos são necessários para o completo 

entendimento das vias de seleção e distribuição da comunidade diazotrófica da filosfera de 

diferentes espécies.  

Para se determinar quais os grupos diazotróficos presentes, sequências representativas 

de cada UTOs foram selecionadas e comparadas com o banco de dados do NCBI (Blastx). 

Observou-se haver uma alta similaridade entre as sequências geradas e organismos não 

cultivados de diversos ambientes, tendo níveis de cobertura variando de 97 a 99% e 

identidade de 82 a 100% nas análises de Blast.  

A maioria das UTOs (90%) afiliou-se ao filo Proteobacteria (Figura 26). Organismos 

desse filo já foram reportado como possíveis responsáveis por maiores taxas de FBN em 

ambiente de filosfera (FURNKRANZ et al., 2008; GOMÉZ, 2012). Goméz (2012) observou 

uma maior ocorrência de sequências de 16S RNAr oriundas de grupos diazotróficos afiliadas 

à esse filo em M. neesii, sugerindo que a diversidade desse filo esteja associada aos altos 

valores de FBN observados. 
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Figura 26 - Distribuição e afiliação taxonômica das UTOs formadas a partir de mais de 5 sequências 

de nifH agrupadas a 80% de identidade de nucleotídeos, nas três espécies de planta estudadas. 

 

Gaby e Buckley (2012) discutem a representatividade da comunidade diazotrófica em 

relação aos conjuntos de iniciadores disponíveis para o gene nifH e mostram as limitações de 

seu uso dependendo do grupo que se pretende acessar, assim como do ambiente em questão. 

Segundo os autores, os iniciadores PolF e PolR (POLY; MONROZIER; BALLY, 2001) 

utilizadas em nosso estudo, têm baixa afinidade com os genes nifH cianobacterianos, de modo 

que os dados gerados subestimaram a diversidade de cianobactérias diazótroficas presente. 

A não ocorrência de UTOs afiliadas ao filo Cyanobacteria, associada ao reduzido 

número de UTOs geradas (baixa riqueza) nos remete a questão da seletividade dos iniciadores 

utilizados para representar essa comunidade. No estudo conduzido por Gómez (2012) na 

filosfera da Mata Atlântica, mais de 150.000 sequências parciais de 16S RNAr foram geradas 

utilizando iniciadores universais, e dessas, apenas 1 a 2% corresponderam à cianobactérias. 

Paralelamente, Gonçalves (2011) descreveu uma rica e diversa comunidade cianobacteriana 

no mesmo ambiente, utilizando iniciadores grupo-específicos. Do mesmo modo, a 

combinação de iniciadores utilizada no presente estudo para a amplificação do gene nifH tem 

sido eficiente para representar a diversidade de diazotróficos em solo, onde Proteobacteria é 

dominante (DIAZ et al., 2012; PEREIRA; SILVA et al., 2013). Diversos estudos têm 

demonstrado que outros grupos bacterianos, além dos identificados neste estudo, podem ter 

papel relevante na FBN em ecossistemas tropicais. Dentre esses, as cianobactérias epifíticas 

hospedadas nas folhas e na casca, ou em associação com musgos e líquens (DELUCA, 2002; 

FREIBERG, 1998; FURNKRANZ et al., 2008). 
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7  CONCLUSÕES 

 

O presente estudo gerou informações inéditas acerca dos micro-organismos que 

colonizam a filosfera de quatro espécies da Mata Atlântica brasileira: 

 O isolamento e a análise da sistemática das linhagens isoladas permitiu a caracterização 

dos grupos de Cyanobacteria presentes nesse ambiente, incluindo novos táxons; além disso, 

gerou um banco de culturas específico da filosfera da Mata Atlântica.  

 A busca por moléculas bioativas conhecidas selecionaram linhagens com potencial de 

produção de hormônios vegetais, toxina e inibidores de proteases, que poderão ser exploradas 

em estudos subsequentes.  

 A caracterização das linhagens isoladas foi multidisciplinar, de modo que agregou 

informações fisiológico-funcionais às caracterizações e novidades taxonômicas (APÊNDICE 

E).  

 A análise filogenética do gene nifH, associada à caracterização da sistemática das 

linhagens, demonstrou a necessidade de cautela no uso do gene nifH como marcador 

filogenético aplicado aos níveis taxonômicos inferiores (genéricos); além disso, esse conjunto 

de dados nutrirá o banco de dados públicos com sequências curadas oriundas de organismos 

cultivados da filosfera de um ambiente tropical. 

 A análise da FBN por Desmonostoc sp. CENA362 evidenciou a eficiência desse gênero 

no processo e demonstrou que as estimativas de FBN devem ser sempre realizadas 

considerando-se a fase de desenvolvimento da linhagem. 

 O pirosequenciamento do gene nifH contribuiu para o entendimento da distribuição da 

comunidade diazotrófica na filosfera da Mata Atlântica, tendo identificado uma relação entre 

riqueza e taxas de FBN, além da ocorrência de uma seleção espécie-específica da comunidade 

de Proteobacteria; além disso, esses dados também nutrirão o banco de dados públicos. 
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APÊNDICE A – Sequências do gene 16S RNAr e 16S-23S ITS das linhagens isoladas 

nesse estudo 

 

> Leptolyngbya sp. CENA350 16S RNAr (1415 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGGATCTTCGGATTCTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACACGTGAGAATCTGCCCTTAGGACGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCGA

TGTGCCGAGAGGTAAAATCTAATTGGCCTGAGGATGAGCTCGCGACTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTA

ATGGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAG

ACCGCGTGTGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAAACCACTTTTGATAGGGAAGAACACAATGACGGTAC

CTATCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCC

GGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGATGTTCAAGTCAGTTGTTAAAGCGTGGAGCTTAACT

CCATAAGGGCAATTGAAACTGAGCGTCTGGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGGT

GAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGAG

GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTA

GGCGCTGTCCGTATCGACCCGGGCAGTGTCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGC

TCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCG

ATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATCCTTGTGAAAGCAGGGAGTGCCTTC

GGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTGAAGAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTA

CAATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAGCTCGCGAGAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCA

GATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGT

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTT

ACTCCAACCCGCAAGGGAGGAGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Pleurocapsa sp. CENA351 16S RNAr (1416 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGATGGGGACAACAACGAGAAATCGGTGCTAAAACCCAATG

TGCCGAAAGGTGAAATACTTGTAGCCTGAAGAGGAGCTCGCGTCCGATTAGTTAGTTGGTGGGGTAAG

AGCCTACCAAGGCAGCGATCGGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGATTTTTGGATTGTAAACCTCTTTTTTAAAGGAAGAAGAAAGTGACGGTACTT

TAAGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAGGCGTTATCCGG

AATCATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTTCAAGTCTGCTGTTAAAGACAGAAGCTCAACTTC

TGAAAAGCAGTGGAAACTGGACGGCTAGAGTACGGTAGGGGTTGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCAACTGGGCCGTAACTGACACTCAGGG

ACGAAAGCTAGGGTAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCTTAGCTGTAAACGATGAACACTAGG

CGTTGCTTGTATCGACCCGAGCAGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTTCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATCTCGAGAACTGAACCTAATAGTTCAGGTGCCTTAGG

GAACTCGAAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTATTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTTTAGGAAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACA

ATGGTTGGGACAAAGGGCAGCGAGCTCGCAAGAGTAAGCGAATCTCATCAAACCCAGCCTCAGTTCAG

ATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTA

CCCTAACCGATTTATCGGAGGGGGATGCCGAAGGCAGGGCTGGTGACTAGGGTGAA 

> Nostocaceae CENA352 16S RNAr (1414 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTAGGAGCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAGAGGTGAAAGATTAATTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAT
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GGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAACAATGACGGTACCT

GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTT

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTACTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCTTCTTGAAAGGGGAGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCACTTAGGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTAC

AATGTTCCGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGGAGCTCAGTTCAG

ATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTA

CTCCAACCTTTCGGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Chroococcidiopsis sp. CENA353 16S RNAr (1417 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGCTTTTCGGAGCTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTTTGGACGGGGACAACTGCTGGAAACGGCAGCTAAGACCGGA

TGTGCCTGCGGGTGAAATATTTATAGCCAAAAGAGGAGCTCGCGACCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA

AGAGCCTACCAAGGCTGCGATCGGTAGCCGGTCTGAGAGGACGACCGGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAACAAATGACGGTAC

CTGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCC

GGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGCGGCACATCAAGTCTGCTGTCAAAGCCCCCAGCTTAACT

GGGAAGAGGCGGTGGAAACTGGTGAGCTAGAGAGCAATAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGT

GAAATGCGTAGAGATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGCTCTACTAGGTTGCAACTGACACTGAG

GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTA

GGCGTTTCTCGTATCGACCCGAGGAGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGC

ACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCG

ATGTAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAACCCGTGGGAAACTATGGGGTGCCGAA

AGGAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGACAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCGACACACGTACTA

CAATGCTACGGACAACGGGAAGCCAACCAGCGATGGGGAGCAAAGCCCAGCAAACCGTAGCTCAGTTC

AGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCATACGGCG

GTGAGTACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCA

TTACTCTAACCTTTCGAGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Microchaetaceae CENA354 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1460, tRNA Ile 

1584-1657) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTACTTCGGTACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTCGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGAA

TGTGCAGAAATGTGAAAAATTTATTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGTA

AGAGCGCACCTAGGCTGCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTTAGGGAAGAAAAAAATGACGGTAC

CTGAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCC

GGAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAATAGTGAGGCTCAACC

TCATAAAGGCAGTGGAAACTACATATGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGG

TGAAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGA

GGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACT

AGGCGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACG
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CAGGCAACTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCTCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTC

GATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGACTTGACATGTCGCGAATTCAGGTGAAAGCTTGAAGTGCCTT

CGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

GCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGA

CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACT

ACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTACACAGCGATGTGATGCTAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTC

AGATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAG

TGAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCAT

TACCCCAACCTGCAAGGGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGG

TAGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTAAAGGAGACCTACCCACTCGAATATTGAAAG

CAATTGAGCAATTAAATATTGAGTTGGTCATCCTAAAGGTCGGTCGCGTCAAATTGACTTACTTTCAA

ACTATATTTTGGTTCTAATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTC

CCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTGAAAAAAGTAAAAAGTCAAAAGTAAAAAGTAAAAACAAAG

AATTATTTATTTTGACTTTTGGCTTCTAATTTTTTACTTAGATGTGGGTGAATGTAATAGTAGGTTGG

TATGTGAGCAGACCAGCGAAGCTCTAACCAGCTAGGAAAATAAAGGAAAATTCAGCAACTGAGCATTT

GCCAGACTGCTGGATGTATTTCCAGCAACAGAACCTTGAAAACTGCATAGTGAAGCGAATAAGCAGGC

AGACAAACAATAGAAGACATTCTTGAGTTATGTTTGTGCTAGATACAATTGTGTGTTGGTCAAGCTAA

TAAGGGCTAACGGTGGAT 

> Leptolyngbya sp. CENA355 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1458, tRNA: 

Ile 1580-1653, Ala 1742-1814) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTCCTTCGGGACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACACGTGAGAATCTACCTTCAGGTTGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAGTACCCAA

TGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTAGCTGCCTGAAGAAGAGCTCGCGACTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTA

ATGGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATTCGGGAAGAAGATCTGACGGTACC

GAATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GATTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATACAAGTCTGCTGTTAAAGCGTGGGGCTTAACTC

CATACAGGCAGTGGAAACTGTAAAGCTAGAGTCTGGTAGGGGTCACGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTG

AAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGCGTGACTGGGCCGGAACTGACACTCATG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAG

GTGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA

CGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGA

TGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCG

GGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTCGTTTCTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTGGAGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTAC

AATGCTTCGGACAGAGGGTTGCGAGCACGCGAGTGCAAGCTAATCCCGTAAACCGAGGCTCAGTTCAG

ATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTG

AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGCCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTA

CTCCAACCGCTTGCGGAGGAGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA

GCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTAGGGAGACCTACCCACTCTTAAGCCGAAAGCA

CAGAGCGAATAAGCAAGAGTTGGTCATCCCAAGGTCGTTCGAGTTTAGATGTTGGCTTTCAAACTATT

CAGGTTCGGTTTTATGGACTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTG

GTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTTGAGGGGAAAGGCTGAAGTATAGAGGGTGAAGGCTAGAAGTTTT

AGAATTTTATCCTTTATTCTTAAGCCTTGATCCTTTTATCTGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGC

CTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACCTCCACTGGGTAAAAGCTGCTAGTGAT

TGACTAGCAGGGGATAGCGATAGGGGAAAGACTTCAGCAACTAAGCTAATCCAAGTTGAGAGATTAGA

GAGCCTGCTGGAGTTGGTCCAGTCAGAACCTTGAAAACTGCATAATACTTGTCAGGTAGAAAGCTAGA

GGATAAGTCATAGGAGAAAGGTGAGAGGGGTAACCCAGAGCCGAACTTCTAAGACTTGAAATCTAGTG

ATCACAGACACCAATGTGCAACTTGAGAAAGTTGTTGAAAGTGGTCAAGCTATCAAGGGCTGATGGTG

GAT 
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> Nostoc sp. CENA356 16S RNAr (1413 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAACTCTTCGGAGTTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTTAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAAAGGTGAAAGGTTAACTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAAGTGTAAT

GGACTCCCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCAATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTCTAGCTCAACTAG

ATAGAAGCAGTGGAAACTACATAGCTAGAGTACGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGTAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCCG

GCAACGGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCTTGATGAAAGTTGAGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAAAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTCCGGACAGAGGGCAGCAAGCGGGCGACCGCAAGCAAATCCCGTAAACCGGAGCTCAGTTCAGA

TCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTAGTGCCCGAAGTCATTAC

TTCAACCTGCAAAGGAGAAGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Nostocaceae CENA357 16S RNAr (1414 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTAAAAGGCTTGCCGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAA

AGCCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC

ATAAGAGCAGTGGAAACTACATGGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATTCCTCTGAAAGGAGGAAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTAAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTAC

AATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAG

ATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTA

CTCCAACTTTTCGGAGAGGAGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Nostocaceae CENA358 16S RNAr (1413 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAG

AGCCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC
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ATAAGAGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATACGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATTTTCTTGAAAGAGAAAAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTCCGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGTAAACCGGAGCTCAGTTCAGA

TCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACTTTTCGGAGAGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Pseudanabaenaceae CENA359 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1455, tRNA: 

Ile 1582-1655, Ala 1669-1741) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCCTTTGGACGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCGATG

TGCCGAGAGGTGAAACAAGCTTTGCCAAAGGATGAGCTCGCGTCAGATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAT

GGACTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACCGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGAC

CGCGTGGGGGAGGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCCCTTTTGACTGGGAAGAACACAATGACGGTACCA

GTCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGG

ATTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTTTACAAGTCTGCTGTCAAAGCGCGGTGCTCAACACC

GTACAGGCCGTGGAAACTGTAAGACTTGAGTGTGATAGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGTCATGACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGGTACTAGG

CGTTGACCGTATCGACCCGGTCAGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGCTC

GCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAACCTTTGTGAAAGCAGAGGGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAAAGGGTTGCCAACCAGCAATGGTGCGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGA

TTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGA

ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTAC

TCCAACCGCAAGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC

GTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTAAGGGAGACCTACCCAGTTGCTTGAAGATGAGTCCA

TACAGGTTGCTCATCGGCAACAGGTCAACCAGGTCGTAGGGTGGATTAATGCTTGGCTTTCAAGGCTT

GTCTAGGCGAGGGCAATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCC

TGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCATGATCAAGTTGGGGGTATGGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCT

TTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTTACCTCCACTTAGACTGATAGTGATTGATTAAGAA

GACAGCAGCACCTTAGCTAGTGAATTTGCACTAGTGGACGTGCTGGAATTGTTTTCCAGCGAGAACCT

TGAAAACTGCATAGCAACAAATGAAATTTTCTGTCAGGTAGGAGCTGTCAGGTTGCTCAAATTGAGCA

AGTTGGCGGCAACACAGAACACTAAGAAAAAGCGCAATCATGGTCAAGCGACCAAGGGCTTACGGTGG

AT 

> Brasilonema sp. CENA360 16S RNAr (1414 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTCTTCGGAACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTTCGGGACAACAGTCGGAAACGATTGCTAATACCGGA

TGTGCCTAACGGTGAAAGATTTATCACCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTA

AGAGCGCACCAAGGCACCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACTGAAGGTACC

TGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GAATGATTGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTATTCAAGTCTGCTGTCAAAGAATCTGGCTCAACCAG
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ATAAAGGCAGTGGAAACTGAGTGACTAGAGTATGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCAAAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCTTCTGGAAACGGAAGAGTGCCTACGG

GAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCAATTAGGTTGGGCACTATAGGGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTAC

AATGCTGTGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCAATAGCAAGCAAATCCCATAAACCACGGCTCAGTTCAG

ATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTTA

CCCTAACCTTTCGAGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Brasilonema sp. CENA361 16S RNAr (1415 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTCTTCGGAACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTTCGGGACAACAGTCGGAAACGATTGCTAATACCGGA

TGTGCCTTATGGTGAAAGATTTATCACCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTA

AGAGCGCACCAAGGCACCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACTGAAGGTACC

TGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTGCTCAAGTCTGCTGTCAAAGAATCTGGCTCAACCA

GATAAAGGCAGTGGAAACTGAGCGACTAGAGTATGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG

AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCATAACTGACACTGAGG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG

GCGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA

CGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGA

TGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCTTCTGGAAACGGAAGAGTGCCTACG

GGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCAATTCGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGGAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTA

CAATGCTGTGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCAATAGCAAGCAAATCCCATAAACCACGGCTCAGTTCA

GATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAGTCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGT

GAATTCGTTCCCGGGCCCTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTT

ACCCTAACCTTTCGAGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Desmonostoc sp. CENA362 16S RNAr (1413 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCAGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAG

AGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTC

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAAAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCTAGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGA
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TCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCATTCGTGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Desmonostoc sp. CENA363 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1457, tRNA: 

Ile 1587-1660, Ala 1724-1796) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGTCATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCAGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAG

AGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGGGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTC

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCTAGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGA

TCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCATTCGTGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAG

CCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTAGGGAGACCTACCCAACTCAGGAGTCGAAAAAC

ACAGTGTTAAATAGATACTGAGAAGGTCAAACCCAAGGTCGGTCGCAGACATTTGTTGGAAGCTTTCA

AACTATGATTTGGTTCGTTTAAGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAG

GTCCCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTGAAAATAATTGGTAATTTCTAATTAGTAATTAACTGC

GAATTAAAAGTTACGAATTATATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGAT

GTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACCTCCACCTTGATAGCGTTAGCTAGAAAGATAAGGATCAGATTCAG

CAAAGTGGCATACAACGCGATTAGAGTGTAGATGTCAGACTGCTGGGTTATCCAGCCAGAACCATGAA

AACTGCATAGGAATGCGAAAAAAGCAGGCAGACACAGACATTGAATGTGTTTGCGAATGTAAGCCGAA

TTATCAAGTGGTCAAGCTAATAAGAGCTGACGGTGGAT 

> Leptolyngbya sp. CENA364 16S RNAr (1416 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTGCTTCGGCACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGGATCTGGCCTTAGGAGGGGGATAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCGCA

TATGCCGAGAGGTGAAATGATTAATTGCCTGAGGATGAACTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGTGGT

AACGGCACACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGGCA

CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA

GACCGCGTGAGGGAGGAAGGCCTACTGGTTGTAAACCTCTTTTGATAGGGAAGAACACAATGACGGTA

CCTATCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATC

CGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTTATCAAGTCAGTTGTTAAAGCGTGGAGCTTAAC

TCCATAAGGGCAATTGAAACTGATAGGCTAGAGTGCGATAGGGGCAAGGGGAATTCCCAGTGTAGCGG

TGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCCTTGCTGGGTCTGCACTGACACTGA

GGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACT

AGGCGTTGTTCGTATCGACCCGGACAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACG

CTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTC

GATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTCGGCGAAAGTTGAGAGTGCCTT

CGGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

GCAACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTGAAGAGACTGCCGGTGA

CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACT

ACAATGCTACGGACAAAGGGCAGCTAACTCGCGAGAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTC
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AGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGG

TGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGT

TACCCCAACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Desmonostoc sp. CENA365 16S RNAr (1413 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACAGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCCTTGGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAG

AGCCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCATTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTC

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATTCTTGTGAAAGCAGGAAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGA

TCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACTCTTCGGAGAGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Brasilonema sp. CENA366 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1459, no tRNA) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTCTTCGGAACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTTCGGGACAACAGTCGGAAACGATTGCTAATACCGGA

TGTGCCCTTGGGTGAAAGATTTATCACCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTA

AGAGCGCACCAAGGCTCCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACTGAAGGTACC

TGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTGCTCAAGTCTGCTGTCAAAGAGTCTGGCTCAACCA

GATAAAGGCAGTGGAAACTGATCGACTAGAGTGTGGTAGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG

AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCGCAACTGACACTGAGG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG

GCGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA

CGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGA

TGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCTTCTGGAAACGGAAGAGTGCCTACG

GGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCAATTCGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTA

CAATGCTGTGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCAATAGCAAGCAAATCCCATAAACCACGGCTCAGTTCA

GATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGT

GAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTT

ACCCTAACCCCTCGGGGAGGGGGATGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT

AGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTTAGGGAGACCCACTTTTGAGTTAGTTAGAAG

CAGTTAGTTAGTAACTGATAACTCAAGAGCTATCCCAAGGTCGGTCATTAGTCAAGAGTGCAAGCCTT

CAAACTATTTTTGGTTCTCCTCAATTTTCTAGCGTCAACTCAAAAATAAATTTAATTTGTTAGCTATG

CCTAACATATTTGATTTGTGAATATTTTAAGTAACGGCTAGACTATTTACTGACAGACAGTATATTTA

AAAGGATAATGTTTCAGCATCTTGTGAAGATAAGCAAGAATGCTGGGAAATTTCCAGCAAAAGAACCT

TGAAAACTGCATAGAAACGCGAAAAATGTCAGGTAGTTAACTATCAACAACAGTTAACACTCCAAGCA

AAAGCAGCAATGATTGTTTGTAGTCAAGCAAGAAAAGGCGAATGGTGGAT 
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> Chroococcidiopsis sp. CENA367 16S RNAr (1415 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGCTTTTCGGAGCTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTTTGGACGGGGACAACTGCTGGAAACGGCAGCTAAGACCGGA

TGTGCCTGCGGGTGAAATATTTATAGCCAAAAGAGGAGCTCGCGACCGATTAGCTAGTTGGTGGGGTA

AGAGCCTACCAAGGCTGCGATCGGTAGCCGGTTTGAGATGGACGAGCGGCCACACTGGACTGAGACCG

CCCCAGACTCNTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAACAAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCACATCAAGTCTGCTGTCAAAGCCCCCAGCTTAACTGG

GAAGAGGCGGTGGAAACTGGTGAGCTAGAGAGCAATAGGGGTAGAGGGAATTCCCGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCGGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGCTCTACTAGGTTGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTTTCTCGTATCGACCCGAGGAGTGCCGGAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCTGGAACCCGTGGGAAACTATGGGGTGCCGAAAG

GAGCCAGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTGTTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGACAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCGACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAACGGGAAGCCAACCAGCGATGGGGAGCAAAGCCCAGCAAACCGTAGCTCAGTTCAG

ATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCCATACGGCGGT

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGTTGGCCACGCCCGAAGTCATT

ACTCTAACCTTTCGAGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Nostocaceae CENA368 16S RNAr (1414 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTAAAAGGCTTGCCGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAA

AGCCTACCTAGGCGACGATCAGCAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC

ATAAGAGCAGTGGAAACTACATGGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATTCCTCTGAAAGGAGGAAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCACTTCGGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTAC

AATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCTCATAAACCGTAGCTCAGTTCAG

ATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTA

CTCCAACTTTTCGGAGAGGAGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Nostocaceae CENA369 16S RNAr (1412 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAG

AGCCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAAAAAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC
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ATAAGAGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATG

CAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATTTTCTTGAAAGAGAAAAGTGCCTTCGGG

AGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTGCCGCAA

CGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACAA

TGCTCCGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGTAAACCGGAGCTCAGTTCAGAT

CGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGAA

TTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTACT

CCAACTTTTCGGAGAGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Oculatella sp. CENA370 16S RNAr (1411 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGGATCTGCCTACAGGACTGGGACAACAGCTGGAAACGGCTGCTAAAACCGGATG

TGCCGAGAGGTGAAATATTTATAGCCTGTAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAG

GGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCTCTTTTGATAGGGAAGAATAATGACGGTACCTAT

CGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAA

TTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTGTTCAAGTCTATTGTCAAAGCCTGGGGCTTAACCCTGG

AGAGGCGGTGGAAACTGGATGACTAGAGTGCGGTAGGGGCAGAGGGAATTCTCAGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGCCTGCACTGACACTGAGGGAC

GAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGAGACTAGGTG

TTGCACGTATCGACCCGTGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTCTCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGC

AAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGC

AACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTACGGGA

GCGCGAGCACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC

GAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTTCTGGGCTACACACGTACTACAAT

GCTTCGGACAAAGGGCAGCGAGCCAGCGATGGCAAGCCAATCCCATAAACCGAGGCTCAGTTCAGATT

GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAAT

ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACTC

CAACCGTTCGCGGAGGAGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Desmonostoc sp. CENA371 16S RNAr (1411 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTGGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCAGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAG

AGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTT

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACGAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCCTCTGAAAGGAGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGA
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TCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCCTTGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Leptolyngbya sp. CENA372 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1 – 1456, tRNA: 

Ile 1579-1652, Ala 1728-1800) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCAATG

TGCCGAGAGGTGAAAGCTTTAGTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCCAGTTGGTGGGGTAAT

GGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAAGTTCTGACGGTACCTG

ATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGA

TTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTATTCAAGTCTGCTGTTAAAGCGCGAGGCTTAACTTCG

TACAGGCAGTGGAAACTGGATGACTAGAGTATGGTAGGGGTAGCGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAA

ATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGCGCTACTGGGCCATTACTGACACTCATGGA

CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGGTACTAGGT

GTTGACCGTATCGACCCGGTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTATGCACG

CAAGTGTGAAACTTAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTCTGTGAAAGTGGAGAGTGCCTTCGGG

AGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA

CGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAA

TGCTTCGGACAAAGGGTTGCGAGCTAGTGATAGCAAGCTAATCCCGTAAACCGAGGCTCAGTTCAGAT

TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAA

TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACT

CCAACCGCTTGCGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGC

CGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCATTTTAGGGAGACCTACCCGCATTGAAGCTTGAACACGT

TTTGTTACTAGAGCCAATGTTGGTCATCCCAAGGTCGTTCAGGAATAAGTGTTGGCTTCCAAACTAGC

TAGGTTTGGTTTATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGG

TTCGAGTCCAGGGTGGCCCACCTTTGAGAGCGGTCAACCATCAGTCGTCAGAGTTCTATTGAGGGTTT

TGATAACTGAGCGTTGGTAGCTTTTCTGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTTTGCAAGCA

GGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACCTCCACTGAGTGAATGGTTTTACTGAAGCCCATTAACTTGG

AAGCGTTCAGCAACTCGTCTAGTGATCCTAGAGAGCCTGCTGGATTTGTTTCCGGCCAGAACCTTGAA

AACTGCATAGTACTTGTCAGGTAGAAAGAGCAACGTGTGCACTGCTTCTGATTTCAGTCGTCACTGAT

TGGGTTCAAGAGCCAGAGCATGTGTTGTGAAATCATAGACACCAATGAATTTGTAAGTGGTCAAGCTA

CAAAGGGCTGATGGTGGAT 

> Nostocaceae CENA373 16S RNAr (1414 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTGAAAGATTTATTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGTGTAAA

GGACTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCCCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGACAATGACGGTACCT

GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC

ATAAGAGCAGTGGAAACTACATGGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCTTCCTGAAAGGGAAGGGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCACTTAGGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTTTTGGGCTACACACGTACTAC
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AATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCTCACAAACCGTAGCTCAGTTCAG

ATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTA

CCCCAACTTTTCGGAGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Pseudanabaenaceae CENA374 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1 – 1459, tRNA 

Ile 1581 - 1654, Ala 1743 - 1815) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTCCTTCGGGACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACACGTGAGAATCTACCTTCAGGTTGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCAA

TGTGCCGAGAGGTGAAAGGGGAGCTGCCTGAAGAAGAGCTCGCGACTGACCCTATAAAGGGTAGTGTA

ATGGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGGACTGAGACA

CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAGTGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAA

TACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATTCGGGAAGAAGATCTGACGGTAC

CGAATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCC

GGATTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATACAAGTCTGCTGTTAAAGCGTGGGGCTTAACT

CCATACAGGCAGTGGAAACTGTAAAGCTAGAGTCTGGTAGGGGTCACGGGAATTCCCAGTGTAGCGGT

GAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGCGTGACTGGACCGGAACTGACACTCAT

GGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTA

GGTGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGC

ACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCG

ATGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTC

GGGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCTCGTTTCTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTGGAGAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTA

CAATGCTTCGGACAGAGGGTTGCGAGCACGCGAGTGCAAGCTAATCCCGTAAACCGAGGCTCAGTTCA

GATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGT

GAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTT

ACTCCAACCGCTTGCGGAGGAGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT

AGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTAGGGAGACCTACCCACTCTTAAGCCGAAAGC

ACAGAGCGAATAAGCAAGAGTTGGTCATCCCAAGGTCGTTCGAGTTTAGATGTTGGCTTTCAAGCTAT

TCAGGTTCGGTTTTATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCT

GGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTTGAGGGGAAAGGCTGAAGTATAGAGGGTGAAGGCTAGAAGTTT

TAGAATTTTATCCTTTATTTTTAAGCCTTGATCCTTTTATCTGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCG

CCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACCTCCACTGGGTAAAAGCTGTTAGTGA

TTGGCTAGCAGGGGATAGCGATAGGGGAAAGACTTCAGCAACTAAACTAATCCAAGTTGAGAGATTAG

AGAGCCTGCTGGAGTTGGTCCAGTCAGAACCTTGAAAACTGCATAATACTTGTCAGGTAGAAAGCTAG

AGGAAAGGAATAGAGGAAAGGTGAAAGGGGCAACCCAAAGCCGAACTTCTAAGACTTGAAATCTAGTG

ATCACAGACACCAATGTGCAACTTGAGAAAGTTGTTGAAAGTGGTCAAGCTATCAAGGGCTGATGGTG

GAT 

> Leptolyngbya sp. CENA375 16S RNAr (1412 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCAATG

TGCCGAGAGGTGAAAGCTTTAGTGCCTGAGGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAC

GGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAAGATCTGACGGTACCTG

ATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGA

TTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTTTTCAAGTCTGCTGTTAAAGCGCGAGGCTTAACTTCG

TACAGGCAGTGGAAACTGGGAGACTTGAGTATGGTAGGGGTAGCGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAA

ATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGCGCTACTGGGCCATTACTGACACTCATGGA

CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGGTACTAGGT

GTTGACCGTATCGACCCGGTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTATGCACG

CAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTCTGTGAAAGTGGAGAGTGCCTTCGGG

AGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA
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CGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAA

TGCTTCGGACAAAGGGTTGCGAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCGTAAACCGAGGCTCAGTTCAGAT

TGCAGGCTGCAACCCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCCCAGGTCAGCATACTGGGGTGAA

TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACT

CCAACCTTTCGAGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Nostocaceae CENA376 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1457, tRNA: Ile 

1584-1657 Ala 1737-1809) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTTGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGAATG

TGCCGAGAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTAAAGAAGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGTGGTAAG

AGCGCACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTT

GTAAAGGCAGTGGAAACTACATGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCTTTGTGAAAGCAGAGGGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCGTAAACCGTAGCTCAGTTCAGA

TCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCCTTCGGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAG

CCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTTAGGGAGACCTACCCTTTCTCAAATATCGAAAG

CAGACAGTAAATAGATATTGAGATGGTCAAACCCTAGGTCGGTCGCAGCACTTGAGGTGAGCTTTCAA

ACTATGATTGGTTCGATATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTC

CCTGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTGAAGATAATTAGTAATTCGTAATGCGTAATTCGTAATTAA

TTACGAACTACGAATTAGAAATTACGAATTATTTAGGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCT

TTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACCTCCACCTGTAGCGTCAGCTAAAGATAAGTGA

GGATGAAATTCAGCAACATGACATGTAAAAAATGATGTCAGACTGCTGGATAATTATTCAGCCAGAAC

CTTGAAAACTGCATAGTAACGCGAAAAATAGCAGGCAGACACAGACATTCAATTTGAAGAATTGTGTT

TGCAGTGGTGAACACCACTTGTAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCTAACGGTGGAT 

> Leptolyngbya sp. CENA377 16S RNAr (1418 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGGACTTTTCGGAGTCCTAGTGGCGGA

CGGGTGAGTAACGCGTGAGAACGTGCCTTTAGATTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCG

AATGTGCCTTTAGGGGTGAAAGATTGATTGTCTAGAGATCGGCTCGCGTCAGATTAGCTAGTTGGTGG

GGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCTGTACTTGGTCTGAGAGGATGACCAGGCACACTGGAACTGAG

ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGGGCAACCCTGACGGAG

CAATACCGCGTGAGGGAGGACGGCTTTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAATCAATGACGG

TACCTGATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTA

TCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGCTTCTCAAGTCTGTTGTCAAAGCGTGCGGCTCA

ACCGCATACGGGCGATGGAAACTGAGGAGCTAGAGTGCGATAGGGGTCACAGGAATTCCCAGTGTAGC

GGTGAAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGTGTGACTGGGTCTGCACTGACACT

GAGGGACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGACAA

CTAGGCGTGGTTCGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCCAACGCGTTAAGTTGTCCGCCTGGGGAGTA

CGCACGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAAT

TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATCCTCGGAACCCTGATGAAAGTTAGGGGTGCC

TTCGGGAACCGAGAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
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CCGCAACGAGCGCAACCCACGTTTTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGT

GACAAACCGGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCATACGCCTTGGGCTACACACGTA

CTACAATGCACTGGACAGAGAGCTGCAAGTCAGCGATGGCAAGCCAATCTCGCAAACCAGTGCTCAGT

TCAGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGC

GGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTCACGCCCGAAGTC

GTTACTCTAACCGTTCGCGGAGGAGGATGCCGAAGGTGGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Pseudanabaenaceae CENA378 16S RNAr + ITS (16S RNAr:1-1458, tRNA: 

Ile 1580-1653, Ala 1742-1814) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTCCTTCGGGACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACACGTGAGAATCTACCTTCAGGTTGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCAA

TGTGCCGAGAGGTGAAAGGCTAGCTGCCTGAAGAAGAGCTCGCGACTGATTAGCTAGTTGGTAGTGTA

ATGGACTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATTCGGGAAGAAGATCTGACGGTACC

GAATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GATTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATACAAGTCTGCTGTTAAAGCGTGGGGCTTAACTC

CATACAGGCAGTGGAAACTGTAAAGCTAGAGTCTGGTAGGGGTCACGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTG

AAATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGCGTGACTGGACCGGAACTGACACTCATG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAG

GTGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA

CGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGA

TGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCCTCTTGAAAGGGAGGAGTGCCTTCG

GGAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTCGTTTCTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTGGAGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTAC

AATGCTTCGGACAGAGGGTTGCGAGCACGCGAGTGCAAGCTAATCCCGTAAACCGAGGCTCAGTTCAG

ATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTG

AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTA

CTCCAACCGCTTGCGGAGGAGGACGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA

GCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTAGGGAGACCTACCCACTCTTAAGCCGAAAGCA

CAGAGCGAATAAGCAAGAGTTGGTCATCCCAAGGTCGTTCGAGTTTAGATGTTGGCTTTCAAACTATT

CAGGTTCGGTTTTATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTG

GTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTTGAGGGGAAAGGCTGAAGTATAGAGGGTGGAGGCTAGAAGTTTT

AGAATTTTATCCTTTATTTTAAAGCCTTGATCCTTTTATCTGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGC

CTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACCTCCACTGGGTAAAAGCTGTTAGTGAA

TTGGCTAGCAGGGGATAGCGATAGGGGAAAGACTTCAGCAACTAAACTAATCCAAGTTGAGAGATTAG

AGAGCCTGCTGGAGTTGGTCCAGTCAGAACCTTGAAAACTGCATAATACTTGTCAGGTAGAAAGCTAG

AGGATAAGGAATTAGGGGAAAGGTGAGAGGGGCAACCCAGAACCGAACTTCTAAGACTTGAAATCTAG

TGATCACAGACACCAATGTGCAACTTGAGAAAGTTGTTGAAAGTGGTCAAGCTATCAAGGGCTGATGG

TGGAT 

> Nostocaceae CENA379 16S RNAr (1414 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTGAAAGATTTATTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGTGTAAA

GGACTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAAGACAATGACGGTACCT

GAGGAATAAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTATGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC

ATAAGAGCAGTGGAAACTACATGGCTAGAGTGCGTTCGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT
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GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAACCTTCCTGAAAGGGAAGGGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCGGCACTTAGGGTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTTTTGGGCTACACACGTACTAC

AATGCTACGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCTCACAAACCGTAGCTCAGTTCAG

ATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCATTA

CCCCAACTTTTCGGAGAGGGGGATGCCTAAGGCAGGACTGGTGACTGGGGTGAA 

> Desmonostoc sp. CENA380 16S RNAr (1412 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCAGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAG

AGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCAAAGCTCAACTTT

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCCTCTGAAAGGAGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGGCCGGTGACA

AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTAC

AATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAG

ATCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTG

AATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTA

CTCCAACCCTTGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Brasilonema sp. CENA381 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1459, no tRNA) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTCTTCGGAACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTTCGGGACAACAGTCGGAAACGATTGCTAATACCGGA

TGTGCCTTATGGTGAAAGATTTATCACCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTA

AGAGCGCACCAAGGCACCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACTGAAGGTACC

TGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTATTCAAGTCTGCTGTCAAAGAATCTGGCTCAACCA

GATAAAGGCAGTGGAAACTGAAAGACTAGAGTATGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG

AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCATAACTGACACTGAGG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG

GCGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTGTCCCGCCTGGGGAGTACGCA

CGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGA

TGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCTTCTGGAAACGGAAGAGTGCCTACG

GGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCAATTCGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTA

CAATGCTGTGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCAATAGCAAGCAAATCCCATAAACCACGGCTCAGTTCA

GATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGT

GAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTT

ACCCTAACCGTTCGCGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT

AGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTTAGGGAGACCCACTTTTGAGTTAGTTAGCAA

TAGTTAGTTAATAACTAATAATTCAAAAGCCATCCCGAGGTCGATCATTAGTCAACAGTGCAAGCTTT
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CAAACTATTTTTGGTTCAACTCAATTGTCTAACATAGATTTACAATAAAAATTAATTTTTTACCTCTG

GATAACAGACTAAGCTTATTAATTTTTAAACTTATAAGTAGATTTGTTGTTTTTTAACAGTATTTATA

AGGAAATAAAGTTTCAGCATCTTGTGAGCGAAAGCAAGAATGCTGGGATATTTCCAGCAAAAGAACCT

TGAAAACTGCATAGAAACGCGAAAAATGTCAGGTAGTTAACTGTTATTCACAGTTAATACTCCGAACA

AAAACAGCAATGATTGTTTGTAGTCAAGCAATGAAAGGCGAATGGTGGAT 

> Brasilonema sp. CENA382 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1459, no tRNA) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAGTTCTTCGGAACTTAGTGGCGGACG

GGTGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTTCGGGACAACAGTCGGAAACGATTGCTAATACCGGA

TGTGCCTAACGGTGAAAGATTTATCACCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGTGGTA

AGAGCGCACCAAGGCACCGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACAC

GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAT

ACCGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGTACTGAAGGTACC

TGAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCG

GAATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTATTCAAGTCTGCTGTCAAAGAATCTGGCTCAACCA

GATAAAGGCAGTGGAAACTGAGTGACTAGAGTATGGTAGGGGTAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTG

AAATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGACCAAAACTGACACTGAGG

GACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAG

GCGTTGCCCGTATCGACCCGGGCAGTGTCGTAGCCAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCA

CGCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGA

TGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCCGGAATCTTCTGGAAACGGAAGAGTGCCTACG

GGAGCCGGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC

AACGAGCGCAACCCTCGTTCTTAGTTGCCAGCAATTAGGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGCCGGTGAC

AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTA

CAATGCTGTGGACAAAGGGCAGCAAGCTAGCAATAGCAAGCAAATCCCATAAACCACGGCTCAGTTCA

GATCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGT

GAATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGTCACGCCCGAAGTCGTT

ACCCTAACCTTTCGAGGAGGGGGACGCCGAAGGTAGGACTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGT

AGCCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTTAGGGAGACCCGACTCAATTCAAAAGTCAAA

ATTCAAAGTTCAAAAACAAGAAAGAGTTTTTTGAAATTTGGATTTATCATAAAACTTTGAATTGGTTT

TATCCCGAGGTCGATCATTAGTCAACAGTGCAAGCTTTCAAACTATTTTTGGTTCACTTCAATTGTCT

AACATATACTTACAATAAAAAAAATTAATTTGTTACCTCTGGATAACAGACTAAACTTATTAATTTTT

CAAATAATAAATAGATTTGTTGCTTATTGACAGTATTTATAAGCTAGTAAAGTTTCAGCATCTTGTGG

GCGAAAGCAAGAATGCTGGAAAATTTCCAGCAAAAGAACCTTGAAAACTGCATAGAAACGCGAAAAAT

GTCAGGTAGTTAACTGTTATTAACAGTTAACACTCCAAGCAAAAACAGCAATGATTGTTTGTAGTCAA

GCAATGAAAGGCGAATGGTGGAT 

> Desmonostoc sp. CENA383 16S RNAr (1413 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCAGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAG

AGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGGGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCACGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTACCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTCAAAGAGCGAAGCTCAACTTC

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCTAGTGAAAGCTGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGA
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TCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCATTCGTGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Pseudanabaenaceae CENA384 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1455, tRNA: 

Ile 1578-1651, Ala 1681-1753) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGATCTTCGGATCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCCTCAGGAGGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCCATA

TGCCGAGAGGTGAAATGTTTTATCGCCTGGGGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAA

GAGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACG

GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAAGAC

CGCGTGCGGGATGAAGGTCTGTGGACTGTAAACCGCTTTTGACAGGGAAGAACAATGACGGTACCTGT

CGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGGAA

TTATTGGGCGTAAAGCGTCCGTAGGTGGTTGGTCAAGTCTGCTGTCAAAGCGCGGAGCTTAACTCCGT

AAAGGCAGTGGAAACTGGTCAGCTAGAGTGCAGTAGGGGTCGCGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAAA

TGCGTAGAGATTGGGAAGAACATCGGTGGCGAAAGCGCGCGACTGGGCTGTAACTGACACTGAGGGAC

GAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGGCG

TTGACCGTATCGACCCGGGCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCTCGC

AAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGC

AACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAACCCTCATGAAAGTGAGGGGTGCCTTCGGGA

GCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC

GAGCGCAACCCTCGTTTCTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAAC

CGGAGGAAGGTGGGGATGATGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAAT

GCTGCGGACAAAGGGCAGCAAGCCAGCGATGGCAAGCCAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGATT

GCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAAT

ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTCACGCCCGAAGTCGTTACTC

TAACCCGCAAGGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC

GTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTAAGGGAGACCTACCCGCTCTAGAGTTGAACGCACTC

AGCTAATAGACTCAGAGTTGGTCATCCCAGGGTCGAAACGAGTTACAGAAGATGGCTTTCAAACTATT

TGGTTCGGTTCATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCCTGGT

TCGAGTCCAGGATGGCCCACCTTAACGCCTCAGAGATGAGGCATAAATGGGGGTTTAGCTCAGTTGGT

AGAGCGCCTGCTTTGCAAGCAGGATGTCAGGAGTTCGAATCTCCTAACCTCCACTCAGTAAGTTTGTT

ATCTTTGCATCGGCTTACTTATTGGACGTTACGGATATAGTAGAGCGAAAGCCATTATAACTTTCGAG

CTTCATCTTTCGAGCATCAGAACACCTCAGCAACTGGTCTAGCAAATTTGCTAAGCTAGAGAGCCTGC

TGGAGGTATTCCAGTCAGAACCTTGAAAACTGCGTAGTAATTTGTCAGGTAGAGCGTTAGGCAAGCGA

TTCAACTGCGCAGGCGTGGAAAACATCCTACAGCTTACAGGTTGATTCAATTGGCTAACACTCACAGA

CACCAATGATTTGTTAGTGGTCAAGCTAACAAGGGCTAATGGTGGAT 

> Pseudanabaenaceae CENA385 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1455, tRNA: 

Ile 1582-1655, Ala 1669-1741) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGGCTCTTCGGAGCTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCCTTTGGACGGGGACAACGACTGGAAACGGTCGCTAATACCCGATG

TGCCGAGAGGTGAAACAAGCTTTGCCAAAGGATGAGCTCGCGTCAGATTAGCTAGTCGGTAGTGTAAT

GGACTACCAAGGCGACGATCTGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGAC

CGCGTGGGGGAGGAAGGTCTGTGGATTGTAAACCCCTTTTGACTGGGAAGAACACAATGACGGTACCA

GTCGAATCAGCCTCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGAGGCAAGCGTTATCCGG

ATTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTTTACAAGTCTGCTGTCAAAGCGCGGTGCTCAACACC

GTACAGGCCGTGGAAACTGTAAGACTTGAGTGTGATAGGGGCAGAGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTGGGTCATGACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCCGTAAACAATGGGTACTAGG

CGTTGACCGTATCGACCCGGTCAGTGCCGGAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTACGCTC

GCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTTGTTGAAAGACGAGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTCTTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGAGAGACTGCCGGTGACAA
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ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAAAGGGTTGCCAACCAGCGATGGTGCGCTAATCCCATAAACCGTGGCTCAGTTCAGA

TTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAGGGCGGAATCGCTAGTAATCGCCGGTCAGCATACGGCGGTGA

ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTAC

TCCAACCGCAAGGAGGAGGGCGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAGCC

GTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTAAGGGAGACCTACCCAGTTGCTTGAAGATGAGTCCA

TACAGGTTGCTCATCGGCAACAGGTCAACCAGGTCGTAGGGTGGATTAATGCTTGGCTTTCAAGACTT

GTCTAGGCGAGGGCAATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCC

TGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCATGATCAAGTTGGGGGTATGGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCT

TTGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTTACCTCCACTTAGACTGATAGTGATTGATTAAGAA

GACAGCAGCACCTTAGCTAGTGAACTTGCACTAGTAGACGTGCTGGAATTGTTTTCCAGCGAGAACCT

TGAAAACTGCATAGCAACAAACGAAATTTTCTGTCAGGTAGGAGCTGTCAGGTTGCTCAAGATTGAGC

AAGTTGACGGCAACACAGAACACTAAGAAAAAGCGCAATCATGGTCAAGCGACCAAGGGCTTACGGTG

GAT 

> Desmonostoc sp. CENA386 16S RNAr (1411 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACATAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTAGCTTCAGGTCAGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGAAAGGTGAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAG

AGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAAGAACACAATGACGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTATCAAAGAGCAAAGCTCAACTTT

GTAAAGGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGAGATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGTCGCGAATCCCTCTGAAAGGAGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGCCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGTGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCTAATCCCATAAACCGTGGTTCAGTTCAGA

TCGAAGGCTGCAACTCGCCTTCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCCTTGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 

> Leptolyngbya sp. CENA387 16S RNAr (1412 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTCTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGAAGTCTTCGGACTTAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGCCTTCAGGTTGGGGACAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCCAATG

TGCCGAGAGGTGAAAGCTTTAGTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAT

GGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAAGAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTTGTAAACCTCTTTTATCAGGGAAGAAGTTCTGACGGTACCTG

ATGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGGA

TTTATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGTTATTCAAGTCTGCTGTTAAAGCGCGAGGCTTAACTTCG

TACAGGCAGTGGAAACTGGATGACTAGAGTATGGTAGGGGTAGCGGGAATTCCCAGTGTAGCGGTGAA

ATGCGTAGATATTGGGAAGAACACCAGCGGCGAAAGCGCGCTACTGGGCCATTACTGACACTCATGGA

CGAAAGCTAGGGGAGCGAAAGGGATTAGATACCCCTGTAGTCCTAGCTGTAAACGATGGGTACTAGGT

GTTGACCGTATCGACCCGGTCAGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTACCCCGCCTGGGGAGTATGCACG

CAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATGTCGCGAATCTCTGTGAAAGTGGAGAGTGCCTTCGGG

AGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAA

CGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAAA

CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCCTGGGCTACACACGTACTACAA
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TGCTTCGGACAAAGGGTTGCGAGCTAGTGATAGCAAGCTAATCCCGTAAACCGAGGCTCAGTTCAGAT

TGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGGAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAA

TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCCACGCCCGAAGTCGTTACT

CCAACCGCTTGCGGAGGAGGATGCCGAAGGCAGGGCTGATGACTGGGGTGAA 

> Nostocaceae CENA388 16S RNAr + ITS (16S RNAr: 1-1457, tRNA: Ile 

1582-1655, Ala 1736-1808) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAG

AGCCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATTAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGAAAGTGAAGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC

ATAAAAGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTGCTGAAAGGTGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGACTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGTAAACCGTAGCTCAGTTCAGA

TCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAACCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCTTTCGGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAG

CCGTACCGGAAGGTGTGGCTGGATCACCTCCTTTTTAGGGAGACCTACCCAACTTGAATATCGAAAGC

ACAGAGTGAATAGATATCAAGAAGGTCATCTCTAGGTCGGTCGCAGCAATTGTGGTGAGCTTTCAAAC

TATGATTTGGTTCTTATGGGCTATTAGCTCAGGTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCCC

TGGTTCGAGTCCAGGATGGCCCACCTGAAAGTAATTGGTAATTACTAATTCGTAGTTCGTAATTAGAT

TATGAATAACGCATTACGAATTACGAATTATTCCTGGGGGTTTAGCTCAGTTGGTAGAGCGCCTGCTT

TGCAAGCAGGATGTCAGCGGTTCGAGTCCGCTAACCTCCACCTATAGAGCAAGATAAGAATGAAGAGG

ATGCAATTCAGCAACTAGACATACCTATAGTGATGTCGGACTGCTGGGTGATTATCCAGTCAGAACCT

TGAAAACTGCATAGTAACGCGATTTTAGCAGGCAGACACAGACATTCAATAGATGAATTGTGTTTGCA

GTGGTGAACACCAATGTAAAAGTCTAATTAAGAATTAGACAAGTGGTCAAGCTAATAAGGGCCCATGG

TGGAT 

> Nostocaceae CENA389 16S RNAr (1413 nt) 

GATGAACGCTGGCGGTATGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGTGTCTTCGGACACAGTGGCGGACGGG

TGAGTAACGCGTGAGAATCTGGCTTCAGGTCGGGGACAACCACTGGAAACGGTGGCTAATACCGGATG

TGCCGCAAGGTAAAAGGCTTGCTGCCTGAAGATGAGCTCGCGTCTGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAG

AGCCTACCTAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG

CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAATAC

CGCGTGAGGGAGGAAGGCTCTTGGGTCGTAAACCTCTTTTCTCAGGGAATAAGAAAGTGAAGGTACCT

GAGGAATCAGCATCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAAGCGTTATCCGG

AATGATTGGGCGTAAAGCGTCCGCAGGTGGCTGTGTAAGTCTGCTGTTAAAGAGTGAGGCTCAACCTC

ATAAAAGCAGTGGAAACTACACGGCTAGAGTGCGTTCGGGGCAGAGGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGA

AATGCGTAGATATCAGGAAGAACACCGGTGGCGAAAGCGCTCTGCTAGGCCGCAACTGACACTGAGGG

ACGAAAGCTAGGGGAGCGAATGGGATTAGATACCCCAGTAGTCCTAGCCGTAAACGATGGATACTAGG

CGTGGCTTGTATCGACCCGAGCCGTGCCGTAGCTAACGCGTTAAGTATCCCGCCTGGGGAGTACGCAC

GCAAGTGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGAT

GCAACGCGAAGAACCTTACCAAGACTTGACATGTCGCGAATCCTGCTGAAAGGTGGGAGTGCCTTCGG

GAGCGCGAACACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA

ACGAGCGCAACCCTCGTTTTTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGGTGACAA
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ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAGCATGCCCCTTACGTCTTGGGCTACACACGTACTACA

ATGCTACGGACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGCAAGCAAATCCCGTAAACCGTAGCTCAGTTCAGA

TCGCAGGCTGCAACTCGCCTGCGTGAAGGAGGAATCGCTAGTAATTGCAGGTCAGCATACTGCAGTGA

ATTCGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGAAGCTGGCAACGCCCGAAGTCATTAC

TCCAACCTTTCGGGGGGGAGGATGCCTAAGGCAGTGCTGGTGACTGGGGTGAA 
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APÊNDICE B - Sequências obtidas para os genes mdnA, mdnB e mdnC 
 

> Chroococcidiopsis sp. CENA353 mdnA - frame +3(178 nt) 

TAACAATGGCATATCCCAACGATCAACAGGGTAAAGCACATCCTTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCCGTA

AGCAAAGAGGAATCTTCCATCAGGTCTCCTTCCCCTGAGCATGAGTTCGATACACGCAAATACCCTTC

TGACTGGGAAGGGTTTTAAACTCAGATCACTTGAGTAATTAC 

> Nostocaceae CENA358 mdnA - frame +3 (181 nt) 

TAAATATGGCATATCCCAACGATCAACAAGGTAAAGCACTTCCTTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCCGTA

AGCAAAGAGGAATCTTCCATCAAGTCTCCTTCCCCTGAGCCTACCTACGGGGTCACCTTTAAATACCC

TTCTGACTGGGAAGACTTTTAAACTCAGGTGACTTGAGTAATTGC 

> Desmonostoc sp. CENA365 mdnA - frame +3 (181 nt) 

TAAATATGGCATATCCCAACGATCAACAAGGTAAAGCACTCCCTTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCCGTA

AGCAAAGAGGAATCTTCCATCAAGTCTCCTTCCCCTGAGCCTACCTACGGGGTCACCTTTAAATACCC

TTCTGACTGTGAAGACTTTTAAACTCAGGTGACTTGAGTAATTGC 

> Nostocaceae CENA376 mdnA - frame +3 (178 nt) 

TAACAATGGCATATCCCAACGATCAACAGGGTAAAGCACATCCTTTCTTTGCTCGTTTCTTGTCCGTA

AGCAAAGAGGAATCTTCCATCAGGTCTCCTTCCCCTGAGCATGAGTTCGATACACGCAAATACCCTTC

TGACTGGGAAGGGTTTTAAACTCAGATCACTTGAGTAATTAC 

> Chroococcidiopsis sp. CENA353 mdnB - frame +2(603 nt) 

TTTAAGGTCAGCGCGTTGGTTAGGTAATTTAGCGCAAATTGAGAAGGCTAAAAATAAGTTATTACAAC

TTCGTTTGGCCTCAGAAGTTGGCTTAATTATTCCCCCTACCTTAGTGACCAATAATCCCGATGCTGCC

CGGGAGTTTTTTTCCCAGGTTCAGGGAAGAATGGTGAGTAAATTGTTAACTGCGATCGCCAGAAGTAT

GGAGTCGCCGGAATTTTTTCTTTATACCAGTAGGGTGAAAGCAGAAGACCTTGAGGAAGCGGAATCTT

TACGCTATTGTCCTATGGTTTTTCAAGCGGAAATTCCCAAACAATTAGAATTGAGAGTTGTCGTGGTT

AATGGACAGACATTTGTGGGAGCTTTAGAATCCTCTCAGTATAATAATTCAGCCGTAGATTGGCGAAG

ACCGGGTATTGATCCTGGTGCTTGGCAACATCATACTTTACCCGATTCACTATTGCAGCAACTTCAGA

TTTTTATGGCTAATATAGGGTTGAATTTTGGGGCGTTTGATTTTATCTTAACTCCTGGGGGAGAATAC

GTTTTTTTAGAAGTTAATCCCTGTGGTGAGTGGGGAATGTTAGAACGGGATTTAGATTT 

> Nostocaceae CENA358 mdnB - frame +2 (603 nt) 

TTTAAGGTCAGCGCGTTGGTTAGATAATTTAGCGCAAATTGAGAAGGCTAAAAATAAGTTACTACAAC

TTCGTTTGGCCTCAGAAGTTGGCTTAATTATTCCCCCTACCTTAGTGACCAATAATCCCGATGCTGCC

CGGGAGTTTTTTTCCCAGGTTCAGGGAAGAATGGTGAGTAAATTGTTAACTGCGATCGCCAGAAGTAT

GGAGTCGCCGGAATTTTTTCTTTATACCAGTAGGGTGAAAGCAGAAGACCTTGAGGAAGCGGAATCTT

TACGCTATTGTCCTATGGTTTTTCAAGCGGAAATTCCTAAACAATTAGAATTGAGAATTGTCGTGGTT

AATGGACAAACATTTGTGGGTGCTTTAGATTCTTCTCAGTATAATCATTCAGCCGTAGATTGGCGAAG

ACCGGGTATTGATCCAGGTGCTTGGCAACATCATACTTTACCCGATTCACTATTGCAGCAAATTCAGA

TTTTTATGGCTAATTTAGGGTTGAATTTTGGGGCATTTGATTTTATCTTAACTCCAGAGGGTGAATAC

GTTTTTTTAGAAGTTAATCCGGGTGGTGAGTGGGGAATGTTAGAACGGGATTTAGATTT 

> Desmonostoc sp. CENA365 mdnB - frame +2 (603 nt)  

TTTAAGGTCAGCGCGTTGGTTAGATAATTTAGCGCAAATTGAGAAGGCTAAAAATAAGTTATTACAAC

TGCGTTTGGCCTCAGAAGTTGGCTTGATTATTCCCCCCACTTTAGTGACCAATAATCCTGATGCTGTG

CGGGAATTCTTTTCCCAAGTTCAGGGACGAATGGTGAGTAAATTGTTAACTGCGATCGCCCACAGTAT

GGAGTCGCCGGAATTTTTTCTTTATACCAGTAGGGTGAAAGCAGAAGACCTTGAGGAAGCGGAATCTT

TACGTTATTGTCCTATGGTTTTTCAAGCGGAAATTCCTAAACAATTAGAATTGAGAATTGTCGTGGTT

AATGGACAAACATTTGTGGGTGCTTTAGATTCTTCTCAGTATAATCATTCAGCCGTAGATTGGCGAAG

ACCGGGTATCGATCCAGGTGCTTGGCAACATCATACTTTACCCGATTCACTATTGCAGCAAATTCAGA

TTTTTATGGCTAATTTAGGGTTGAATTTTGGGGCATTTGATTTTATCTTAACTCCAGAGGGTGAGTAC

GTTTTTTTAGAAGTTAATCCGGGTGGTGAGTGGGGAATGTTAGAACGGGATTTAGATTT 
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> Nostocaceae CENA376 mdnB - frame +2 (603 nt) 

TTTAAGGTCAGCGCGTTGGTTAGATAATTTAGCGCAAATTGAGAAGGCTAAAAATAAGTTATTACAAC

TTCGTTTGGCCTCAGAAGTTGGCTTGATTATTCCCCCCACTTTAGTGACCAATAATCCTGATGCTGCC

CGGGAGTTTTTTTCCCAGGTTCAGGGACGAATGGTGAGTAAATTGTTAACTGCGATCGCCCACAGTAT

GGAGTCGCCGGAATTTTTTCTTTATACCAGTAGGGTGAAAGCAGAAGACCTTGAGGGAGCAGAATCTT

TACGTTATTGTCCCATGGTTTTTCAAGCGGAAATTCCTAAACAATTAGAATTGAGAATTGTCGTGGTT

AATGGACAAACATTTGTGGGTGCTTTAGATTCTTCTCAGTATAATCATTCAGCCGTAGATTGGCGAAG

GCCGGGTATTAATCCAGGTGCTTGGCAACATCATACTTTACCCGATTCACTATTGCAGCAACTTCAGA

TTTTTATGGCTAATTTAGGGTTGAATTTTGGGGCGTTTGATTTTATCTTAACTCCAGGGGGAGAATAC

GTTTTTTTAGAAGTTAATCCTGTCGGTGAGTGGGGAATGTTAGAACGGGATTTAGATTT 

> Chroococcidiopsis sp. CENA353 mdnC - frame +1 (269 nt) 

ATGACTTTTCAGGAAAACATTCCTAAAGCTTTGGAATTACGCATTACTATCGTCGGTGAACAAATATT

TACGGCAGCGATTAATTCTCAACAATTAGACGGCGCTATCTACGATTGGCGAAAAGAGGGAAGAGCGC

TCCATCAACAATGGCAACCCTACGATTTACCGAAAACTATTGAAAAACAACTACTTGAATTAATGAAA

TATTTCGGTCTTAATTATGGTGCAATTGATATGATTGTTACACCAGATGAACGTTATATCTTTTT 

> Nostocaceae CENA358 mdnC - frame +1 (268 nt) 

ATGACTTTTCAGGAAAACATTCCTAAAGCTTTGGAATTACGCATTACTATCGTCGGTGAACAAATATT

TACGGCAGCGATAATTCTCAACAATTAGACGGCGCTATCTACGATTGGCGAAAAGAGGGAAGAGCGCT

CCATCAACAATGGCAACCCTACGATTTACCGAAAACTATTGAAAAACAACTACTTGAATTAATGAAAT

ATTTCGGTCTTAATTATGGTGCAATTGATATGTTTGTTACACCAGATGAACGTTATATCTTTTT 

> Desmonostoc sp. CENA365 mdnC - frame +1 (269 nt) 

ATGACTTTTCAGGAAAACATTCCTAAAGCTTTGGAACTACGCATCACTATCGTCGGTGAACAAATATT

TACGGCGGCGATTAATTCCCAACAATTAGACGGCGCTATCTACGATTGGCGAAAAGAGGGAAGAGCGC

TACATCAACAATGGCAACCCTACGATTTACCGAAAACTATTGAAAAGCAACAACTTGAATTAATGAAA

TATTTCGGTCTTAATTATGGTGCAATTGATATGATTGTCACACCGGATGAACGTTATATCTTTTT 

> Nostocaceae CENA376 mdnC - frame +1 (269 nt) 

ATGACTTTTCAGGAAAACATTCCTAAAGCTTTGGAACTACGCATCACTATCGTCGGTGAACAAATATT

TACGGCGGCGATTAATTCCCAACAATTAGACGGCGCTATCTACGATTGGCGAAAAGAGGGAAGAGCGC

TACATCAACAATGGCAACCCTACGATTTACCGAAAACTATTGAAAAGCAACTACTTGAATTAATGAAA

TATTTCGGTCTTAATTATGGTGCAATTGATATGATTGTCACACCAGATGAACGTTATATCTTTTT 
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APÊNDICE C - Sequências do gene nifH das linhagens potencialmente diazotróficas 

isoladas nesse estudo 

 
> Leptolyngbya sp. CENA350 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCAACTCGCTTAATGCTGCACAGCAGGGCTCAAACCACCGTTCTGCACCTGGCAGCCGAGCGTGGTG

CCGTTGAAGATGTGGAACTTGAAGAAGTGTTGCTGACCGGTTATCGCGATGTTCGTTGTGTTGAGTCG

GGCGGTCCTGAACCCGGTGTTGGATGCGCTGGACGAGGCATCATCACTTCCATCAACTTCCTGGAAGA

GAATGGTGCTTACGAAGACCTCGATTTCGTCTCCTATGACGTATTGGGCGACGTTGTTTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCCATTCGGGAAGGCAAAGCTCAAGAAATCTACATCGTTACCTCC 

> Nostocaceae CENA352 nifH  - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTGCACAGTAAAGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAAATCGAAGAAGTAATGCTAACCGGTTTCCGCAACGTTCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGCGCTGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCTTACCAAGACCTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTAGGTGACGTTGTATGTGGTGGTT

TCGCTATGCCAATCCGCGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATCGTTACATCT 

>Microchaetaceae CENA354 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCTACCCGCTTAATGTTACACAGTAAAGCTCAAACCACCGTTCTTCACCTCGCTGCTGAACGTGGTG

CAGTAGAAGACCTCGAACTACACGAAGTCATGCTCACCGGTTTCCGTGGTGTGCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGCGCCGGTCGTGGTATCATCACCGCTATTAACTTCTTAGAAGA

AAACGGTGCTTACCAAGACGTAGACTTCGTATCTTACGACGTACTAGGTGACGTTGTATGTGGTGGTT

TCGCTATGCCTATTCGTGAAGGCAAAGCCCAAGAAATCTACATCGTTACCTCC 

> Nostoc sp. CENA356 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTGCACAGCAAAGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAAATCGAAGAAGTAATGCTGAAGGGTTTCCGTGACGTTCTTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGTGCAGGTCGTGGTATCATCACCGCCATCAACTTCTTGGAAGA

AAACGGTGCTTACCAAAACCTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTAGGTGACGTTGTTTGCGGTGGTT

TTGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATCGTTACATCC 

> Nostocaceae CENA357 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTGCACAGTAAAGCTCAAACCACCGTTCTTCACTTGGCTGCTGAACGTGGTG

CAGTTGAAGATTTGGAACTCGAAGAAGTAATGCTCACCGGCTTCCGTGGTGTGCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGCGCCGGTCGTGGTATCATCACCGCCATCAACTTCCTAGAAGA

AAATGGCGCATACCAAGACGTAGACTTCGTATCTTACGACGTACTAGGTGACGTTGTATGTGGTGGTT

TCGCTATGCCTATTCGTGAAGGTAAAGCGCAAGAAATCTACATCGTTACCTCT 

> Nostocaceae CENA358 nifH - frame +2 (325 nt) 

CGATGTCACGATGTAGATTTCTTGTGCTTTACCTTCACGAATAGGCATAGCGAAACCACCGCACACAA

CGTCACCTAATACGTCGTAAGATACGAAATCTAAGTCTTGGTAAGCACCGTTTTCTTCTAAGAAGTTG

ATGGCGGTGATAATACCACGACCGGCACAACCTACACCGGGTTCTGGACCACCAGATTCTACGCAACG

AACGTCACGGAAACCCCTGAGCATCACTTCTTCAAGTTCGATATCTTCTACTGCGCCACGTTCTGCGG

CGAGGTGAAGAACGGTGGTTTGAGCCTTGCTATGCAGCATCAAACGGGTGGAG 

> Brasilonema sp. CENA360 nifH - frame +2 (325 nt) 

TTCCACCCGTTTGATGCTCCACAGCAAAGCCCAAACCACCGTACTTCACCTCGCCGCTGAACGAGGCG

CAGTAGAAGATTTGGAACTCGAAGAAGTGATGCTCACCGGCTTCCGTGGTGTGAAGTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCCGAACCTGGTGTCGGTTGCGCTGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCTTACCAAGACGTGGGTTTCGTTAGCTACGACGTGTTGGGTGACGTTGTCTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATTGTGACCTCT 

> Brasilonema sp. CENA361 nifH - frame +2 (325 nt) 

TTCCACCCGTTTGATGCTCCACAGCAAAGCCCAAACCACCGTACTTCACCTCGCCGCTGAGCGGGGCG

CAGTAGAAGATTTGGAACTCGAAGAAGTGATGCTCACCGGCTTCCGTGGTGTGCGTTGCGTAGAATCT
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GGTGGTCCAGAACCTGGTGTCGGTTGCGCTGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAACGGTGCTTACCAAGACGTGGATTTCGTTAGCTACGACGTGTTGGGTGACGTTGTCTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCACAAGAAATCTACATTGTGACCTCT 

> Desmonostoc sp. CENA362 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTACACAGCAAGGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAAATCGAAGAAGTAATGCTGACCGGTTTCCGTAACGTTCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGTGCCGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCTTACCAAGACCTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTGTGTGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGCGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATCGTCACATCT 

> Desmonostoc sp. CENA363 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCGACCCGTTTGATGCTACACAGCAAGGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAAATCGAAGAAGTAATGCTGACCGGTTTCCGTAACGTTCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGTGCCGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCTTACCAAGACCTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTGTGTGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGCGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATCGTCACATTT 

> Desmonostoc sp. CENA365 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCTACCCGTTTGATGCTCCACAGTAAAGCTCAAACCACAGTTCTTCACCTAGCTGCTGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATTTAGAATTAGATGAAGTAATGCTCACCGGTTTCCGGGGTGTTAAGTGCGTAGAGTCT

GGTGGTCCAGAACCTGGTGTAGGTTGCGCCGGTCGTGGTATCATCACTGCCATCAACTTCTTGGAAGA

AGCTGGTGCTTACCAAGACTTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTGTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCACAAGAAATCTATATCGTTACATCT 

> Brasilonema sp. CENA366 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCTACCCGCTTAATGCTGCACAGTAAAGCTCAAACCACCGTGCTTCACTTGGCCGCTGAACGGGGTG

CTGTCGAAGATTTAGAAATCGAAGAAGTGTTGCTCACCGGCTTCCGTGGTGTTAAGTGCGTGGAATCT

GGTGGTCCTGAACCTGGTGTAGGTTGCGCCGGTCGGGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAACGGTGCTTACCAAGACTTAGACTTCGTTTCCTACGACGTGTTGGGTGACGTTGTCTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCACAAGAAATCTACATCGTGACCTCC 

> Nostocaceae CENA368 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTGCACAGTAAAGCTCAAACCACCGTTCTTCACTTGGCTGCTGAACGTGGTG

CAGTTGAAGATTTGGAACTCGAAGAAGTAATGCTCACCGGCTTCCGTGGTGTGCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGCGCCGGTCGTGGTATCATCACCGCCATCAACTTCCTAGAAGA

AAATGGCGCATACCAAGACGTAGACTTCGTATCTTACGACGTACTAGGTGACGTTGTATGTGGTGGTT

TCGCTATGCCTATTCGTGAAGGTAAAGCGCAAGAAATCTACATCGTTACCTCT 

> Nostocaceae CENA369 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCGACCCGTTTGATTCTGCACACGAAAGCTCAAACCACCGTGCTGCACTTAGCTGCGGAACGAGGTG

CTGTCGAAGACCTAGAACTTGATGAAGTGGTACTTGAAGGCTTTCGAGGTATTAGATGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCTGGTGTTGGCTGCGCTGGTCGCGGGATCATCACCGCCATCAACTTCCTCGAAGA

AAACGGCGCTTACAGTGGCGTAGATTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTCTGTGGTGGTT

TTGCTATGCCTATTCGTGAAGGTAAAGCCCAAGAAATTTACATTATTACCTCT 

> Desmonostoc sp. CENA371 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTGCACAGCAAAGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAACTTGAAGAAGTGATGCTCAGGGGTTTCCGTGACGTTAAGTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGTGCCGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTGGAAGA

AAACGGTGCTTACCAAGACCTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTTTGCGGTGGTT

TTGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCGCAAGAAATCTACATCGTGACATCG 

> Nostocaceae CENA373 nifH - frame +2 (325 nt) 

TTCCACCCGTTTGATTCTGCACTGTAAGGCCCAAACCACCGTGTTACACCTCGCTGCTGAAAGAGGTG

CAGTAGAAGACCTGGAACTCGAAGAAGTGGTAATTAATGGCTTCCGGAATATCAGATGCGTAGAATCT
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GGTGGGCCAGAACCAGGGGTAGGCTGCGCCGGTCGAGGTATTATCACCGCCATCAACTTCCTCGAAGA

AAACGGTGCATATCAAGATGTAGATTTCGTATCCTACGATGTGCTAGGTGACGTTGTGTGCGGTGGTT

TTGCTATGCCTATCCGTGAAGGAAAGGCACAAGAAATCTATATCGTTACCTCT 

> Leptolyngbya sp. CENA375 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGCTTGATGCTTCACAGCAAAGCGCAAACCACCATTCTTCACCTAGCAGCCGAGCGTGGCG

CTGTGGAAGATTTGGAACTCGAAGAAGTGCTGTTGACAGGTTATCGCGATGTCCGTTGCGTTGAATCC

GGTGGTCCTGAACCCGGTGTTGGTTGCGCTGGACGAGGCATTATCACCGCCATCAACTTCCTGGAAGA

AAATGGTGCCTATGAAGACCTCGACTTCGTTTCTTACGACGTATTGGGCGACGTGGTTTGCGGTGGTT

TTGCGATGCCCATTCGGGAAGGCAAAGCTCAGGAAATCTACATCGTGACCTCC 

> Nostocaceae CENA376 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTGCACAGTAAAGCTCAAACTACCGTTCTTCACTTGGCTGCTGAACGCGGTG

CTGTAGAAGATCTAGAACTCGAAGAAGTAATGCTCACCGGCTTCCGTAATGTTCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGCCCAGAACCCGGTGTTGGTTGTGCAGGCCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCATACCAAGACGTTGACTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTGTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCCCAAGAAATCTACATCGTTACCTCT 

> Nostoc sp. CENA377 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTGCACAGCAAAGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAACTTGAAGAAGTGATGCTCAGGGGTTTCCGTGACGTTAAGTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGTGCCGGTCGTGGTATCATCACCGCCATCAACTTCTTGGAAGA

AAACGGTGCTTACCAAGACTTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTTTGCGGTGGTT

TTGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCATAAGAAATCTACATCGTGACATCA 

> Nostocaceae CENA379 nifH - frame +2 (325 nt) 

TTCCACCCGTTTGATTCTGCACTGTAAGGCCCAAACCACCGTGTTACACCTCGCTGCTGAAAGAGGTG

CAGTAGAGGGCCTGGAACTCGAAGAAGTGGTAATTAATGGCTTCCGGAATATCAGATGCGTAGAATCT

GGTGGGCCAGAACCAGGGGTAGGCTGCGCCGGTCGAGGTATTATCACCGCCATCAACTTCCTAGAAGA

AAACGGTGCATATCAAGATGTAGATTTCGTATCCTACGATGTGCTAGGTGACGTTGTGTGCGGTGGTT

TTGCTATGCCTATCCGTGAAGGAAAGGCACAAGAAATCTATATCGTTACCTCT 

> Brasilonema sp. CENA381 nifH - frame +2 (325 nt) 

TTCCACCCGTTTGATGCTCCACAGCAAAGCCCAAACCACCGTACTTCACCTCGCCGCTGAGCGGGGCG

CAGTGGAAGATTTGGAACTCGAAGAAGTGATGCTCACCGGCTTCCGTGGTGTGCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCCGAACCTGGTGTCGGTTGCGCTGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAACGGTGCTTACCAAGACGTGGATTTCGTTAGCTACGACGTGTTGGGTGACGTTGTCTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCACAAGAAATCTACATTGTGACCTCT 

> Brasilonema sp. CENA382 nifH - frame +2 (325 nt) 

TTCCACCCGTTTGATGCTCCACAGCAAAGCCCAAACCACCGTACTTCACCTCGCCGCTGAACGAGGCG

CAGTAGAAGATTTGGAACTCGAAGAAGTGATGCTCACCGGCTTCCGTGGTGTGAAGTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCCGAACCTGGTGTCGGTTGCGCTGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCTTACCAAGACGTGGATTTCGTTAGCTACGACGTGTTGGGTGACGTTGTCTGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATTGTGACCTCT 

> Desmonostoc sp. CENA383 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTACACAGCAAGGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAAATCGAAGAAGTAATGCTGACCGGTTTCCGTAACGTTCGTTGCGTAGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGTGCCGGTCGTGGTATTATCACCGCCATCAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCTTACCAAGACCTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTGGGTGACGTTGTGTGTGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGCGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATCGTCACATCT 

> Desmonostoc sp. CENA386 nifH - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATGCTACACAGCAAAGCTCAAACAACCGTTCTTCACCTCGCCGCAGAACGTGGTG

CAGTAGAAGATATCGAAATCGAAGAAGTAATGCTGACTGGTTTCCGCAACGTTCGTTGCGTAGAATCT
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GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGCGCTGGTCGTGGTATTATCACCGCCATTAACTTCTTAGAAGA

AAATGGTGCTTACCAAGACCTAGACTTCGTATCTTACGACGTATTAGGTGACGTTGTGTGTGGTGGTT

TCGCAATGCCAATCCGCGAAGGTAAGGCACAAGAAATCTACATCGTTACATCA 

> Nostocaceae CENA388 nifH  - frame +2 (325 nt) 

CTCGACCCGTTTGATGCTGCACAGTAAAGCTCAAACCACCGTTCTTCACTTAGCTGCTGAACGCGGCG

CTGTAGAAGACCTGGAACTCGAAGAAGTGATGCTTACAGGCTTCCGTGGTGTTCGTTGCGTGGAATCT

GGTGGTCCAGAACCCGGTGTAGGTTGCGCCGGTCGTGGTATTATCACCGCTATCAACCTCTTGGAAGA

AAACGGCGCATACCAAGACGTTGACTTCGTATCCTACGACGTATTGGGTGACGTTGTATGCGGTGGTT

TCGCTATGCCTATCCGTGAAGGTAAAGCCCAAGAAATCTACATCGTTACTTCC 

> Nostocaceae CENA389 nifH  - frame +2 (325 nt) 

CTCCACCCGTTTGATTCTGCATACGAAAGCTCAAACCACTGTACTGCACTTGGCTGCTGAAAGAGGTG

CAGTAGAAGATTTGGAACTTGACGAAGTGGTACTTGAAGGCTTCCGAGGTATTAGATGCGTAGAATCT

GGCGGCCCAGAGCCTGGTGTAGGTTGCGCTGGTCGCGGGATCATCACCGCTATCAACTTCCTCGAAGA

AAACGGCGCTTACAGTGGGGTAGATTTCGTATCCTACGACGTGTTAGGTGACGTTGTGTGTGGTGGCT

TCGCTATGCCTATTCGTGAAGGTAAAGCCCAAGAAGTCTACATCGTTACTTCC 
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APÊNDICE D – UTOs (com mais de 5 sequências) obtidas no agrupamento 

considerando 80% de identidade de sequências de nifH 

 
> UTO 1 - Dinitrogenase redutase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

CTCAGAACACCATCATGGAAATGGCTGCTGAAGCCGGTACGGTTGAGGATCTGGAGCTGGAAGATGTT

CTGAAAGTAGGTTTCGGTGGCGTCAAGTGCGTTGAGTCCGGTGGCCCAGAGCCAGGCGTTGGTTGCGC

TGGCCGTGGTGTGATCACCGCGATTAACTTCTTGGAAGAAGAAGGCGCTTATGAAGACGATCTAGACT

TCGTATTCTATGACGTACTGGGTGACGTTGTGTGCGGTGGCTTCGCTATGCCCATTCGCGAA 

> UTO 4 – Dinitrogenase redutase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CGCAGCAGACCGTGCTTGACCTCGCCGCCAAACGCGGAACCGTAGAGAATCTGGAGCTGGAGGATGTC

GTATCCTCCGGGTTCGGAGGCATCCTCTGCGTCGAGTCAGGCGGTCCCGAACCGGGTGTCGGCTGCGC

CGGCCGCGGGATCATCACCTCGATCAATTTCCTGGAGGAGCAGGGCGCGTATGATGATGTCGATTTTG

TCTCCTATGATGTCTTGGGCGACGTCGTCTGCGGCGGGTTCGCGATGCCGATCCGCGAG 

> UTO 5 - Dinitrogenase redutase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CTCAACAAACTGTGCTTCACCTGGCCGCTGAGCTCGGCTCAGTAGAGGATCTGGAACTGGAGGATGTG

CTGCAAAAAGGCTTTGGCGACATTATCAACGTAGAGTGCGGCGGACCTGAACCGGGTGTAGGCTGCGC

TGGACGCGGTATTATTACCGCCATCAACTTCCTGGAGCAGGAAGGCGCATATACGGACCTGGATTTCG

TGTCCTATGACGTACTTGGTGACGTTGTATGCGGGGGCTTCGCAATGCCGATCCGTGAG 

> UTO 9 – Dinitrogenase redutase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

CCCAGAACTCGATCATGGAAATGGCCGCCGAAGCCGGCAGCGTGGAAGACCTCGAGCTCGAAGACGTG

CTCAAGGTTGGCTATCGCGACATCAAGTGCGTGGAGTCGGGCGGCCCTGAGCCGGGCTTGGCTAGCGC

TGGCCGCGGCGTGATCACAGCGACCAACTTCCTCGAAGAAGAAGGCGCCTACGACGAAGCCTGGACTT

CGTGTTCTACGACGTCCTCGGCGACGTGGTTTGCGGTGGCTTCGACGATGCCGATCCGTGAA 

> UTO 12 - Dinitrogenase redutase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CTCAAGACACCATCCTGTCGCTGGCTGCTGAAGCCGGTTCGGTGGAGGACCTGGAGCTCGAAGACGTC

ATGAAGATCGGCTACAAGGACATCCGCTGCGTTGAGTCGGGTGGCCCTGAGCCCGGCGTCGGCTGCGC

TGGCCGCGGCGTGATCACCTCGATCAACTTCCTGGAAGAAAACGGCGCTTACGACGGCGTGGACTATG

TGTCCTACGACGTGCTGGGTGACGTGGTGTGCGGCGGCTTCGCCATGCCCATCCGCGAA 

> UTO 13 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

GGCAGGACACGATCCTGAGCCTCGCGGCGAATGCGGGCAGCGTCGAGGACCTCGAGATCGAGGATGTG

ATGAAGGTCGGCTATCGCGACATCCGCTGCGTCGAGTCCGGCGGTCCGGAGCCCGGCGTCGGCTGCGC

AGGTCGCGGCGTCATCACCTCGATCGACTTCCTGGAAGAGAATGGCGCCTATGAGGACATCGACTACG

TGTCCTACGACGTGCTGGGCGACGTCGTCTGTGGCGGATTCGCGATGCCGATCCGCGAG 

> UTO 14 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

CACAGAACACCATTATGGAGATGGCCGCGGAAGTGGGCTCGGTGGAGGACCTCGAGCTCGAAGATGTC

CTGCAAATCGGCTACGGCGACGTGCGCTGCGCGGAATCTGGCGGCCCGGAGCCAGGCGTCGGCTGTGC

GGGTCGCGGGGTGATCACCGCAATCAACTTCCTCGAGGAGGAAGGCGCCTACGAGGACGATCTCGACT

TCGTGTTCTATGACGTGCTCGGGGACGTGGTCTGCGGCGGCTTCGCGATGCCGATCCGTGAA 

> UTO 15 – Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (279 nt) 

CCGGCTCGGTCGAGGATCTGGAACTCGAAGACGTCATGAAGATCGGCTACAAGGGCATCAAGTGCACC

GAATCGGGCGGTCCGGAGCCGGGCGTCGGCTGCGCCGGCCGTGGCGTTATCACCGCCATCAACTTCCT

GGAAGAGAACGGCGCCTATGACGACGTGGACTATGTGTCCTACGACGTGCTGGGCGACGTGGTGTGCG

GCGGCTTCGCCATGCCCATCCGTGAAAACAGGCCCAGGAAATCTACATCGTCTGAGCGGGCTGGCAAG

GCGCATA 

> UTO 16 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CCCAGGACACGGTTCTGTCGCTTGCCGCGCAGGAGGGCTCGGTCGAGGACCTGGAACTCGAAAACGTG

CTGAAGATCGGCTACAAGGGGATCAAGTGCGTCGAGTCCGGCGGACCGGAACCGGGCGTTGGTTGTGC
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TGGTCGCGGTGTCATCACCTCGATCAACTTCCTCGAGGAAAACGGCGCCTATGACGATGTCGACTACG

TCTCCTACGACGTTCTCGGTGACATCGTCTGCGGTGGTTTCGCCATGCCGATCCGCGAG 

> UTO 18 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

CCCAAACCACAGTGCTACACGTAGCTGCTGAAAAAGGTGCTGTTGAAGATGTAGAACTCGAAGAAGTA

CTGAAAACTGGCTTTGCTGACATCCGTTGCGTTGAGTCCGGCGGTCCGGAGCCGGGTGTCGGTTGCGC

CGGCCGCGGCGTGATCACCGCCATCAACTTCCTGGAAGAAGAAGGCGCCTACGACGAAGACCTCGACT

TCGTGTTCTACGACGTGCTGGGTGACGTGGTGTGCGGTGGCTTCGCCATGTCGATCCGCGAA 

> UTO 19 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (289 nt) 

CGCAGGACACCATCCTCAGCCTGGCGGCCAACGCCGGGCAGCGTCGAGGACCCCGAGATCGAGGACGT

GATGAAGGTCGGCTACCGCGATATCCGCTGCGTGGGCTGCGCCGGCCGCGGCGTCATCACCGCGATCA

ACGTTCCTCGAAGAGAACGGCGCCTATGAGGACGTCGACTACGTCTCCTACGACGTGCTCGGCGACGT

GGTGTGCGGCGGCTTCGCGATGCCGATCCGCGAGAACAAGGCCCAGGAAATCGTACATCGTCTGAGCG

GGCTGGCAAGGCGCATA 

> UTO 22 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

CTCAGGATACCATCATGCACCTGGCCGCCGATGCGGGCTCCGTGGAGGACCTGGAGCTCGACGACGTT

CTTAAGACCGGCTACGCCGGCATCAAGTGCGTCGAGTCCGGCGGCCCTGAGCCCGGTGTCGGCTGTGC

CGGGCGCGGCGTCATCACCGCCATCAACTTTCTGGAAGAGGAAGGCGCCTACGAGGAAGACCTCGACT

TCGTCTTCTACGACGTGCTCGGCGACGTGGTGTGCGGCGGTTTTGCCATGCCCATTCGCGAG 

> UTO 28 – Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (304 nt) 

CCCAGAATACCATCATGGAAATGGCGGCTGAAGCCGGCTCTGTGGAAGATCTGGAACTCGAAGATGTA

CTGCAGATCGGTTACGGCAACGTCCGTTGCGCCGAGTCTGGTGGTCCTGAGCCAGGAGTTGGTTGTGC

CGGTCGTGGTGTTATCACCGCCATCAACTTCTGGAAGAAGAAGGTGCCTACGAAGAAGATCTGGACTT

CGTATTCTACGACGTACTGGGTGACGTAGTGTGTGTGTTCGCATGCATCGNGAAACAAGCCAGAAATC

TACATCGTCTGAGCGGGCTGGCAAGGCGCATA 

> UTO 29 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

CTCAAGACACCATCCTGTCGCTGGCTGCTGAAGCCGGTTCGGTGGAGGACCTGGAGCTGGAAGATGTA

CTGCAAATTGGCTACGGCAATGTCCGTTGTGCAGAGTCAGGTGGCCCGGAACCGGGGGTGGGTTGCGC

AGGACGCGGGGTCATTACCGCCATTAACTTCCTCGAAGAAGAGGGTGCCTATGAGGCGGATCTCGACT

TCGTATTTTATGACGTACTGGGGGATGTGGTGTGTGGTGGGTTCGCCATGCCGATCCGTGAA 

> UTO 30 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (264 nt) 

CGCAGACCACGGTGATGCACCTGGCCGCTGAAGCCGGCTCGGTGGAAGACCTCGAACTCGAAGACGTG

CTGTCCGTCGGCTACGGCGGCGTGAAGTGCGTCGAATCCGGCGGTCCGGAGCCGGGTGTCGGTTGCGC

CGGCCGCGGCGTGATCACCTCGATCAACTTCCTCGAAGAGAACGGTGCTTACGACGGCGTGGACTATG

TTTCCTACGACGTGCTGGGTGATGTGGTGTGCGGCGGTTTCGCAATGCCTATTCGACGAA 

> UTO 31 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CGCAGCTCTCTGTCCTGCAGATGGCCGCGGAAAAAGGCTCGGTCGAGGATCTGGAGCCAGAGGAAGTC

ATCCGCGTCGGCTTCAAAGGCATTCGTTGCGTCGAGTCGGGCGGACCGGAGCCTGGCGTCGGCTGCGC

CGGCCGCGGCGTCATCACCGCCATCAATTTCCTGGAGGAGAACGGCGCCTACGACGACATGGATTATA

TCTCCTATGACGTTCTCGGCGACGTGGTCTGCGGCGGCTTCGCCATGCCGATCCGCGAG 

> UTO 33 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CGCAGGATACGGTGCTGAGCCTGGCGGCGGAGGCCGGGTCGGTGGAGGATCTCGAACTCGAGCAGGTG

CTCAAGATCGGCTACAAGGGCATTAAATGCGCCGAATCCGGCGGCCCAGAGCCCGGTGTTGGCTGCGC

CGGCCGCGGCGTTATTACCTCCATCAACTTCCTGGAGGAAGATGGCGCGTATGACGACGTGGATTACG

TGTCCTATGACGTGCTGGGCGACGTGGTGTGCGGCGGTTTTGCCATGCCAATTCGCGAA 

> UTO 34 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CGCAGGACACAATCCTGAGCCTCGCGGCCGCGCAGGGCAGCGTCGAAGATCTGGAACTTGAAGACGTC

CTGAAGATTGGTTACCGCGACATCAAGTGCGTCGAGTCTGGCGGCCCCGAGCCGGGCGTCGGCTGTGC
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CGGCCGCGGGGTTATTACTTCGATCAACTTCCTGGAAGAAAACGGCGCTTACGAAGACCTCGACTACG

TTTCCTACGACGTACTCGGTGATGTGGTGTGCGGTGGCTTCGCCATGCCGATCCGCGAG 

> UTO 35 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

CCCAGAATACCGTCATGCAGCTCGCTGCGGACGCTGGTTCGGTCGAAGATCTTGAACTGGACGATGTG

CTTGCAGTCGGTTTCGGCGGTATCAAGTGCGTGGAATCGGGTGGTCCGGAGCCGGGCGTCGGCTGCGC

TGGCCGCGGCGTGATCACCGCGATCAACTTCCTCGAAGAGGAAGGCGCTTACGACGAGGACCTCGATT

TCGTCTTCTACGATGTGCTGGGTGATGTGGTCTGCGGCGGGTTCGCCATGCCGATTCGCGAA 

> UTO 36 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (263 nt) 

CCCAGGACACCATCTTGAGCCTTGCTGCGGAGCAAGGCGCCGTCGAGGACCTTGAGCTCGAAGACGTG

ATGAAGATCGGGTATAAGGGCATTAAGTGCACCGAATCCGGCGGTCCTGAGCCGGGAGTGGGCTGCGC

GGACCGCGGCGTTATCACCGCCATCAACTTCCTCGAAGAGAACGGTGCTTATGACGATGTCGACTACG

TCTCCTACGACGTGCTGGGCGACGTGGTGTGCGGCGGCTTCGCGATGCCCATTCGCGAG 

> UTO 39 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (266 nt) 

TGCAGGACACCGTGCTCAGCCTCGCGGCCGAAGCCGGCTCCGTGGAAGATCTGGAACTCGAAGACGTG

CTGCAGATCGGTTACGGCGGCGTGCGCTGTGCCGAATCCGGTGGTCCGGAGCCAGGAGTAGGTTGTGC

CGGTCGTGGTGTTATCACCGCCATCAACTTCCTGGAAGAAGAAGGCGCCTACTCAGACGATCTGGACT

TCGTGTTCTATGACGTACTGGGGGACGTAGTGTGTGGCGGTTTCGCCATGCCCATCCGCGAA 

> UTO 40 - Dinitrogenase reductase (nifH) – frame +3 (290 nt) 

CTGACTCAACCCGCCTGATTCTGCATGCGAAAGCACAGAACACCATTATGGAAATGGCGGCTGAAGTG

GGCTCTGTGGAAGATCTGGAGCTGGAAGATGTGATGCAAATCGGCTACGGCGGCGTCCGTTGTGCCGA

ATCCGGCGGCCCTGAGCCGGGTGTAGGTTGTGCCGGTCGTGGTGTTATCACCGCCATCAACTTCCTGG

AAGAAGAAGGCGCGTATGTGCCGGATCTGGACTTCGTATTTTACGACGTACGTGGGGGACGTGGTGTG

TGGCGGGTTCGCAACGCC 
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APÊNDICE E – Quadro resumo 

 

Caracterização das linhagens de Cyanobacteria isoladas nesse estudo 

 
Caracterização 

Linhagem Taxonômica Funcional/Fisiológica 

CENA360 Brasilonema sp. AER 

CENA361 Brasilonema sp. AER, mdnA 

CENA366 Brasilonema sp. mdnA, mdnB 

CENA381 Brasilonema sp. AIA, AER, mdnC 

CENA382 Brasilonema sp. AIA, AER, mdnA 

CENA367 Chrooccocidiopsis sp. AIA, MCN, mdnA, mdnC 

CENA353 Chrooccocidiopsis sp. mdnA, mdnB, mdnC 

CENA362 Desmonostoc sp. - 

CENA363 Desmonostoc sp. - 

CENA365 Desmonostoc sp. mdnA, mdnB, mdnC 

CENA371 Desmonostoc sp. MCY, AER 

CENA380 Desmonostoc sp. - 

CENA383 Desmonostoc sp. AIA, MCN 

CENA386 Desmonostoc sp. AER, mdnA, mdnC 

CENA350 Leptolyngbya sp. nifH 

CENA364 Leptolyngbya sp. - 

CENA372 Leptolyngbya sp. AIA 

CENA375 Leptolyngbya sp. FBN 

CENA377 Leptolyngbya sp. mdnA 

CENA387 Leptolyngbya sp. AIA 

CENA354 Michochaetaceae AER, MCY, mdnA, mdnC 

CENA356 Nostoc sp. - 

CENA352 Nostocaceae AIA, MCY, AER,  mdnA, mdnC 

CENA357 Nostocaceae mdnA 

CENA358 Nostocaceae AER, mdnA, mdnB, mdnC, 

CENA368 Nostocaceae AIA 

CENA369 Nostocaceae AER 

CENA373 Nostocaceae mdnA 

CENA376 Nostocaceae AIA, mdnA, mdnB, mdnC 

CENA379 Nostocaceae mdnC 

CENA388 Nostocaceae AIA 

CENA389 Nostocaceae - 

CENA370 Oculatella sp. - 

CENA351 Pleurocapsa sp. AIA, mdnA, mdnB 

CENA355 Pseudanabaenaceae MCN, mdnA 

CENA359 Pseudanabaenaceae AIA, mdnA 

CENA374 Pseudanabaenaceae AIA, mdnA 

CENA378 Pseudanabaenaceae mdnA, mdnB 

CENA384 Pseudanabaenaceae - 

CENA385 Pseudanabaenaceae mdnA, mdnC 

AIA: ácido indól acético; AER: aeruginosina; MCN: cianopeptolina; MCY: microcistina; FBN: fixação 

biológica do nitrogênio; em itálico: genes amplificados; em negrito: genes sequenciados. 


